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1. Introducciéon

El Programa de Recursos Genéticos (PRG) de la Alianza Internacional Bioversity y el Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), alberga una de las mayores colecciones de
germoplasma a nivel mundial representada en tres cultivos especificos: frijol, forrajes tropicales y
yuca. Las sumas de las tres colecciones contienen mas de 66.000 accesiones comprendidas en
germoplasma en modo de semillas (frijol y forrajes tropicales) y plantas in vitro (yuca). Estos tres
cultivos hacen parte y sirven como base para el suministro de carbohidratos de proteina vegetal, asi
como animal en los sistemas agricolas y alimentarios de la zona tropical, y el mandato de custodia de
estos cultivos especificos obedece a la posicion geografica de la Alianza.

Refiriéndose especificamente al material conservado en forma de semilla, se puede decir que la
coleccion de frijol se encuentra representada por 44 taxa, provenientes de 112 paises y para el caso de
forrajes tropicales se conservan mas de 700 especies provenientes de 75 paises (CIAT Website, 2019).

Al interior de estas colecciones se pueden encontrar materiales cultivados, asi como silvestres, de alli
la importancia incalculable de los materiales genéticos conservados. Las accesiones resguardadas en
los bancos de germoplasma albergan una enorme capacidad de adaptacion, inmersas en sus genes,
siendo esta una cualidad invaluable frente a las fluctuaciones climaticas adversas que enfrenta el
mundo actualmente. Gracias a los avances biotecnoldgicos con metodologias cada vez mas avanzadas
y precisas que permiten conocer mucho mas a fondo la expresion de una regién génica y sus
modelamientos, se hace imprescindible conservar y preservar a largo plazo este tipo de material

bioldgico.

El mantenimiento de estas colecciones involucra tres procesos estrechamente relacionados entre si:
adquisicidn, conservacion y distribucion. Actualmente el PRG distribuye cada afio entre 5.000 y 6.000
accesiones a usuarios tanto nacionales como internacionales y en respuesta a solicitudes que pueden
provenir de entidades publicas y privadas, asi como a clientes internos de la Alianza (Cuervo et al.,
2016).

El material distribuido y que es recibido posteriormente por los usuarios puede ser usado para ensayos
a nivel de campo, fitomejoramiento de especies cultivadas, multiplicacién de semilla, actividades de

capacitacion y entrenamiento o en la conservacion misma. El proceso de distribucion no representa
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ningun costo econdmico de entrega a la entidad o persona solicitante y se firma bajo un acuerdo de
transferencia de material, enmarcado en el Tratado Internacional sobre Recursos Fitogenéticos para la
Alimentacion y la Agricultura (TIRFAA) y las normas fitosanitarias establecidas por el Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA).

Los objetivos del TIRFAA son la conservacion y la utilizacion sostenible de los recursos fitogenéticos
para la alimentacion y la agricultura y la distribucion justa y equitativa de los beneficios derivados de
su utilizacién, en armonia con el Convenio sobre la Diversidad Bioldgica (CBD) para una agricultura

sostenible y la seguridad alimentaria (FAO, 2009).

La conservacion de las colecciones comprende un sinnimero de actividades en las que se incluyen la
regeneracion de los materiales en campos de multiplicacion, rejuvenecimiento y su almacenamiento
final en condiciones controladas de temperatura y humedad. Es importante mencionar que la calidad
fitosanitaria y la sanidad estan estrechamente relacionadas en cada uno de estos procesos ya que el
PRG parte de la premisa que todo material conservado y distribuido debe estar libre de enfermedades

y plagas de tipo cuarentenario

El Laboratorio de Sanidad de Germoplasma (LSG) de la Alianza tiene la responsabilidad de informar
sobre el estado fitosanitario del germoplasma que distribuye el PRG y otros programas dentro de la
Alianza y de esta manera garantizar que este se encuentre libre de patdgenos de tipo cuarentenario, es
decir, aquellos que tengan la capacidad de ser transmitidos a través de la semilla (frijol y forrajes

tropicales) (Cuervo et al., 2016).

Dentro de las actividades propias del LSG esta la de monitorear fitosanitariamente los diferentes
campos de regeneracion de semilla, asi como los invernaderos y casas de malla. Esto con el fin de
hacer deteccion temprana de enfermedades causadas por hongos, virus o bacterias en condiciones de
campo Yy de esta manera evitar que aquellos patdgenos que pudiesen estar presentes en las plantas,

lleguen hasta la semilla (\Varon, 2020).

Uno de los factores que afecta directamente la produccion de semilla son las enfermedades causadas
por hongos, especialmente los de tipo cuarentenario ya que afectan directamente los procesos de
distribucion, aumentando los costos de produccién. Cuando una accesion (germoplasma conservado

en forma de semilla) al ser evaluada por el LSG resulta con presencia de hongos de tipo cuarentenario,
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su cosecha debera ser eliminada y el proceso de regeneracion debera iniciar nuevamente tomando las

medidas de control correspondientes al patdgeno hallado.

Esto quiere decir que toda accesion con presencia de hongos de tipo cuarentenario sera rechazada
fitosanitariamente, quedando restringida su distribucion hasta obtener semilla sanitariamente

aceptada, es decir, sin presencia de agentes patogenos (Cuervo et al., 2016).

Actualmente el LSG realiza la evaluacion de presencia de hongos de tipo cuarentenario mediante el
uso de técnicas bioldgicas tales como el método de camara humeda o Blotter test y agar plato o Agar
test; aprobados por la Asociacion Internacional para la Evaluacion de Semillas (ISTA, por sus siglas
en inglés) (Rao et al., 2006) y claves taxonomicas tales como la de Ellis, 1976; Nelson et al., 1983;
Hanlin, 1990; Hanlin, 1998; y Barnett & Hunter 1998.

Dentro de sus actividades rutinarias de diagndstico el LSG realiza la deteccién de 33 hongos de tipo
cuarentenario, procesando anualmente entre 7.000 y 8.000 muestras, comprendidas entre
germoplasma en forma de semilla proveniente del banco de germoplasma y material vegetal (hojas,
tallos y raices) provenientes, de la recoleccidon de muestras en condiciones de campo e invernadero de

los materiales que se encuentran en fase de regeneracion (Genebank Platform, 2021).

Para el diagnostico de hongos de tipo cuarentenario asociados a semillas de frijol y forrajes tropicales
el Laboratorio de Sanidad cuenta con personal profesional altamente calificado con mas de 15 afios de
experiencia en el campo de la identificacion taxondmica basada en caracteres morfolégicos. Debido
al alto volumen de muestras procesadas anualmente, es de vital importancia contar con personal con
un alto nivel de experticia en este campo de la fitopatologia, debido a la complejidad que refiere esta

metodologia de diagnostico rutinario.

De acuerdo a lo anterior es importante mencionar que la principal fuente de rechazo fitosanitario son
los hongos, generando un fuerte impacto en la distribucién segura del germoplasma; afectando
procesos de seguridad alimentaria, investigacion y conservacion. Aproximadamente el 5% del
germoplasma evaluado anualmente por el LSG es rechazado fitosanitariamente por este tipo de agentes

patogenos.

Basandose en los resultados de las evaluaciones fitosanitarias realizadas por el LSG es posible

identificar la presencia de un grupo de hongos cuarentenarios altamente recurrentes, entre los que se
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encuentran los géneros: Curvularia sp., Phomopsis sp., Alternaria sp., Colletotrichum sp., y Phoma

sp.

Dentro del grupo de hongos cuarentenarios que limitan la distribucion del germoplasma se encuentra
reportada a nivel nacional la especie Phoma exigua. Este hongo ha sido hallado durante los monitoreos
fitosanitarios realizados por el laboratorio; en los diferentes campos de regeneracion de semilla
afectando el tejido foliar y caulinar y la sintomatologia asociada a este patdgeno ha sido identificada

tanto en las parcelas de frijol como de forrajes tropicales (Jara & Cotes, 2016).

Adicionalmente, en condiciones de laboratorio es comun observar gran cantidad de estructuras
reproductivas asociadas a esta especie, sobre muestras de tejido vegetal recolectado en campo, asi

como en los diagndsticos fitosanitarios realizados a las semillas.

En los diagndsticos realizados por el LSG durante los Gltimos cinco afios P. exigua se encuentra
ubicado dentro del grupo de los cinco hongos més recurrentes causantes del rechazo fitosanitario junto

con algunos de los géneros anteriormente mencionados.

Dentro del género Phoma sp. existen especies que no son cuarentenarias para las colecciones en
custodia. Sin embargo, desde el punto de vista estrictamente morfoldgico y debido a la similitud de
sus estructuras reproductivas (picnidios y conidias unicelulares) con otros individuos pertenecientes a
este género, asi como a individuos pertenecientes a géneros morfolégicamente similares; en muchos
casos es una labor bastante compleja realizar un diagnéstico preciso que permita llegar hasta nivel de

especie.

Actualmente el LSG cuenta con una robusta base de datos con mas de 5000 imagenes, dentro de las
cuales es posible apreciar de manera detallada la presencia de picnidios hallados en las evaluaciones.
Este tipo de estructuras ha sido observado en el material vegetal que ha sido incubado bajo condiciones
controladas de luz y temperatura, durante un periodo de 10 dias aproximadamente. Con base en las
evaluaciones realizadas es posible observar la gran variedad de morfologias picnidiales presentes en

el germoplasma en custodia evaluado (semillas y material vegetal proveniente de campo).

Adicional a las fotografias de las conformaciones picnidiales, el laboratorio cuenta con imagenes
tomadas usando microscopio de luz, de conidias extraidas de los picnidios hallados durante el proceso

de diagnostico fitosanitario.
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Debido a la gran similitud en la morfologia picnidial y conidial observadas durante las evaluaciones,
el LSG actualmente rechaza fitosanitariamente todo material que presente picnidios y conidias
morfoldgicamente similares a los producidos por la especie P. exigua. Esto con el fin de impedir la
propagacion de este patdgeno a través del proceso de distribucion del germoplasma y de esta manera
evitar la proliferacion de enfermedades a zonas geograficas donde no se encuentre esta especie en

particular.

Esto representa serias implicaciones ya que la cosecha producida por la accesion fitosanitariamente
rechazada debe ser eliminada, afectando el cumplimiento de metas en cuanto a cantidad de semilla
disponible para conservacion y distribucion. Esto significa que en el rechazo fitosanitario de una
accesion se incurre en pérdidas econdmicas durante los procesos de produccién y beneficio de la
semilla (Rao et al., 2006).

Como consecuencia del rechazo fitosanitario, actualmente hay un sobrecosto en los procesos de
regeneracion de semillas para las dos colecciones en custodia, debido a que la accesion rechazada
deberd iniciar nuevamente el proceso de establecimiento y multiplicacion en condiciones de
invernadero y campo, siempre y cuando las condiciones de siembra seas las favorables. Es importante
mencionar que, segun la especie a regenerar, la obtencion de semilla puede representar periodos
bastante amplios de establecimiento del cultivo en condiciones de campo, principalmente cuando se

trata de especies silvestres.

Adicionalmente, debido a su condicion fitosanitaria aquellas accesiones que han sido rechazadas
deben ser retenidas por el area de conservacion en cumplimiento con las normas nacionales e
internacionales de transporte seguro de germoplasma y por lo tanto no estaran disponibles para su

distribucion, afectando los procesos de seguridad alimentaria e investigacion (Smale & Jamora, 2020).

Con base en el gran desafio que representa desde el punto de vista morfolégico el identificar
taxondmicamente especies no cuarentenarias similares a P. exigua, se hace imprescindible para el
LSG, la necesidad de desarrollar pruebas de diagnostico confirmatorias; mediante el uso de técnicas

moleculares que complementen las técnicas de identificacion utilizadas en la actualidad.

Con el presente documento se busca mostrar un panorama amplio de los métodos y principios
utilizados en la clasificacion taxondémica del hongo Phoma exigua, presentar las metodologias de

identificacion mas relevantes, resaltando las ventajas y desventajas en los procesos de diagnostico.
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Adicional a esto, describir la complejidad que envuelve el diagnostico del género Phoma sp. y la
especie P. exigua como resultado de las ambigliedades presentes en las diferentes metodologias
basadas en la morfologia; las cuales han dificultado considerablemente el trabajo de identificacion
fitosanitario a través de los afios. Posteriormente, cuando hayan sido identificadas las debilidades en
las metodologias de identificacion usadas a lo largo de la historia, es importante evidenciar las ventajas
de desarrollar una metodologia de diagnostico molecular del hongo cuarentenario Phoma exigua en
frijol y forrajes tropicales, debido a la alta sensibilidad y especificidad de este tipo de técnicas.
Finalmente, es importante ilustrar cuél seria el flujo de trabajo, que introduzca a los laboratorios de
sanidad vegetal, en el camino hacia la implementacién y uso de metodologias de diagnostico mucho
mas sensibles y eficientes y de esta manera estar a la vanguardia en el campo del diagnostico

fitosanitario.

2. Marco teorico

2.1 Hacia el interior del diagnostico fitosanitario: Laboratorio de Sanidad de Germoplasma

El laboratorio de Sanidad de Germoplasma de la Alianza creado hace mas de 30 afios, cuenta con un
grupo de trabajo conformado con personal profesional de alta calidad, responsable del monitoreo,
diagnostico y aseguramiento de la calidad sanitaria de las colecciones en custodia. Este grupo
multidisciplinario cuenta un portafolio de metodologias estandarizadas de diagndstico (bioldgicas,
seroldgicas y moleculares) de alta calidad, con el fin de identificar la presencia o ausencia de agentes
patégenos (hongos, virus, bacterias y fitoplasmas) presentes en el material vegetal conservado y de
esta manera garantizar que el germoplasma que conserva y distribuye el PRG se encuentre libre de

patdgenos y plagas de tipo cuarentenario (Pineda, 2017).

Dentro de los objetivos principales del LSG se encuentra el desarrollo e implementacion de
metodologias de diagnostico altamente sensibles que faciliten la rapida y correcta identificacion de
aquellos agentes patdgenos que puedan ser transmitidos a través de la semilla (frijol y forrajes

tropicales.

Actualmente el laboratorio cuenta con un sistema de gestion de calidad basado en los criterios de la

Norma Internacional 1ISO 17025, que garantiza la trazabilidad y una alta calidad de los resultados
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obtenidos en las diferentes pruebas de diagndstico realizadas. El laboratorio cuenta, ademas, con un
sistema de documentacion bastante robusto, soportado por aplicaciones digitales que facilitan el
proceso de registro y almacenamiento de la informacién en las diferentes bases de datos.
Adicionalmente el LSG cuenta con material de referencia tanto en hongos como en bacterias que

garantizan la confiabilidad de las evaluaciones realizadas (Pineda, 2019).

Gracias a la implementacion del sistema de calidad; a una infraestructura adecuada y a la idoneidad
del grupo de trabajo, el LSG cuenta actualmente con el registro como laboratorio reconocido de
diagnostico fitosanitario, mediante resolucién emitida por el Gobierno de Colombia, el Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural (MADR) y el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) (Cuervo et
al., 2019).

Contar con este registro significa que todas las pruebas de diagndstico fitosanitario llevadas a cabo
dentro de las instalaciones del LSG, son reconocidas y avaladas por el ICA como requisito para los
procesos de importacion y exportacién de germoplasma. Cabe aclarar que el registro otorgado abarca

pruebas de diagndstico de patdgenos presentes en los cultivos de frijol, forrajes tropicales y yuca.

En este orden de ideas el laboratorio de sanidad de germoplasma tiene dentro de sus responsabilidades
el diagndstico de hongos patdgenos que pudiesen llegar a afectar el germoplasma conservado en forma
de semilla. Para tal fin se utilizan las metodologias establecidas por el ISTA, las cuales se basan en el

uso de las técnicas denominadas como camara hiumeda o Blotter test y plato agar (Rao et al., 2006).

La identificacion de los hongos hallados se lleva a cabo mediante taxonomia basica y técnicas
moleculares a través de uso de cebadores universales. Es importante enfatizar que un laboratorio de
diagnostico fitosanitario debe contar con personal profesional altamente entrenado y con la
experiencia requerida en el uso de claves dicotomicas y un correcto reconocimiento de los diferentes

caracteres morfologicos presentes en los hongos (Fig. 1).
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Figura 1. A). Identificacion morfoldgica de hongos de tipo cuarentenario en semillas. Observacion
de estructuras reproductivas en microscopio de luz. (B). Estructuras reproductivas del hongo
cuarentenario Curvularia sp. afectando una semilla del género Brachiaria sp., observada bajo

microscopio estereoscopio. (C). Conidias y conidiéforos del hongo Curvularia sp., observados en

microscopio de luz (40X) Fuente propia.

Como se menciono anteriormente, el LSG cuenta con un base de datos con imagenes de germoplasma
afectado por hongos, asi como estructuras reproductivas de los mismos. Estas imagenes han sido
obtenidas durante las evaluaciones realizadas a las semillas en condiciones de laboratorio, asi como
del material vegetal con presencia de sintomas en condiciones de campo. En las figuras 2-3 se puede
apreciar germoplasma perteneciente a los cultivos de frijol y forrajes tropicales con presencia de una
variedad de estructuras reproductivas producidas por hongos cuarentenarios afectando el material.
Normalmente este tipo de estructuras se pueden observar tras un periodo de incubacion de 10 dias

aproximadamente, en condiciones de luminosidad y temperatura controladas.
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Figura 2. (A - 1). Hongos cuarentenarios asociados a la semilla de frijol. (A). Macrophomina sp.
(B). Rhizoctonia sp. (C). Sclerotium sp. (D). Alternaria sp. (E - F). Colletotrichum sp. (G). Phoma
sp. (H). Botrytis sp. (I). Sclerotinia sp. Fuente propia.
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Figura 3. (A - 1). Hongos cuarentenarios asociados a la semilla de forrajes tropicales. (A).
Pestalotiopsis sp. (B). Phomopsis sp. (C). Rhizoctonia sp. (D). Phoma sp. (E). Botrytis sp. (F).
Alternaria sp. (G). Colletotrichum sp. (H). Curvularia sp. (1). Macrophomina sp. Fuente propia.

Dentro de las actividades del LSG se encuentra la de realizar monitoreos fitosanitarios de las
accesiones sembradas en condiciones de campo e invernadero. Durante los recorridos a los diferentes
campos de multiplicacion de semilla, es posible observar la presencia de sintomas caracteristicos
producidos por el hongo P. exigua afectando el material vegetal, principalmente en el tejido foliar y

en casos aislados sobre frutos y tallos (Fig. 4).

De acuerdo a la literatura, los sintomas producidos por el ataque de P. exigua se caracterizan por
formar anillos concéntricos (Fig. 4A), los cuales pueden observarse distribuidos de manera irregular
principalmente en el tejido foliar (Colman et al., 2020), reduciendo la capacidad fotosintética de las

plantas y de esta manera afectado la produccién de semillas. Los sintomas pueden ser observados por
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lo general sobre el tejido foliar, sin embargo, en casos aislados es posible hallar vainas con deterioro
del tejido, iniciando la infeccion cerca del peciolo.

Figura 4. (A - F). Sintomatologia causada por P. exigua. en plantas de frijol en condiciones de
campo. (A - C). Fases iniciales de la enfermedad. (D - F). Fases avanzadas donde se observa el
deterioro del tejido vegetal Fuente propia.

Aquellas accesiones con presencia de sintomas, se recolectan y se lleva a las instalaciones del LSG
con el fin de confirmar mediante el diagnoéstico fitosanitario la presencia del hongo P. exigua. Ya en
el laboratorio el material vegetal es desinfectado y puesto en incubacién por un periodo de 10 dias
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aproximadamente ya sea en Blotter test o Agar test. Finalizado el periodo de incubacion es posible

observar la presencia de fructificaciones tal y como se muestra en la figura 5.

Figura 5. (A — F). Observaciones de Phoma sp. en condiciones de laboratorio. (A — C). Picnidios
presentes en tejido foliar observados bajo microscopio estereoscopico (400X) (D). Picnidio
liberando las conidias. (E). Conidias liberadas unidas a través del mucilago (F). Clamidospora
rodeada de conidias. Fuente propia.

Una de las grandes limitaciones dentro de las actividades de diagnostico del hongo P. exigua hasta
nivel de especie, es la gran similitud en la morfologia de sus estructuras reproductivas con individuos
pertenecientes al mismo género u otros géneros emparentados. En las evaluaciones es muy comdn
encontrarse con una amplia variedad de conformaciones picnidiales que pueden dificultar el
diagnostico basado Unicamente en caracteres taxondmicos y es importante mencionar, que
dependiendo del hospedero, algunas caracteristicas morfolégicas de los hongos pueden variar,
generando interpretaciones incorrectas al momento de la identificacion. Un claro ejemplo de esto se
puede apreciar en la figura 6, en la cual se muestra la presencia de picnidios de individuos

pertenecientes al género Phoma sp. afectando diferentes hospederos en varios tipos de tejido.
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Adicionalmente, se muestran algunas imagenes de la morfologia de los picnidios hallados observados

bajo microscopio de luz (Fig. 7).

"330 .

Figura 6. (A-L) Morfologia de picnidios pertenecientes al género Phoma sp. hallados afectando
semillas y material vegetal en condiciones de laboratorio. Fotografias al estereoscopio tomadas
después de 10 dias de incubacién. (A, H). Picnidios presentes en semillas de Macroptilium gracile.
(C). Picnidios infectando semillas de Alysicarpus vaginalis (J). Picnidios presentes en semillas de
Stylosanthes guianensis. (B, E, F, I, K, L). Semillas pertenecientes al género Brachiaria sp. y
Panicum sp. (D, G). Material vegetal de plantas de frijol recolectado durante los monitoreos
fitosanitarios. Fuente propia.

Si al momento del diagnostico el personal encargado de la evaluacion se encuentra con este tipo de
estructuras, se debe realizar un montaje en el microscopio con el fin de confirmar la presencia de
conidias hialinas unicelulares las cuales son el principal caracter taxondmico de este patégeno en
particular. Ejemplo de esto se puede apreciar en la figura 8, donde claramente es posible observar la
presencia de este tipo de conidias en los montajes realizados, sin embargo, se pueden ver claramente

las diferentes dimensiones conidiales, lo que indica que, a pesar de la similaridad de estas estructuras,
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existe la posibilidad de que nos encontremos con la presencia de especies diferentes a P. exigua e

incluso individuos pertenecientes a especies estrechamente emparentadas con el género.

Figura 7. Morfologia de los picnidios hallados afectando las semillas en condiciones de laboratorio.
Fotografias al microscopio tomadas después de 10 dias de incubacion (40X). Fuente propia.
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Figura 8. (A - L). Morfologia de los conidias unicelulares extraidas de picnidios afectando las
semillas en condiciones de laboratorio. (A). Material vegetal afectado: Stylosanthes humilis. (B).
Panicum maximum (C). Lablab purpureus (D, H). Stylosanthes guianensis (E). Calopogonium
galactioides. (F - 1). (J). Cratylia argentea Phaseolus vulgaris. (K). Alysicarpus vaginalis
Fotografias al microscopio tomadas después de 10 dias de incubacion. Fuente propia.

2.2 Limitaciones durante la identificacion de caracteres morfolégicos

Después de haber realizado un tamizaje por las diferentes metodologias usadas para el diagnostico o
revelacion filogenética del complejo Phoma y sus parientes cercanos, es posible aseverar que
herramientas moleculares tan eficientes como la tipificacion de secuencias multilocus (MLTS, por sus
siglas en inglés) ayudan a los micélogos y fitopatdlogos a esclarecer preguntas acerca de las

delimitaciones y lineamientos de las especies basandose principalmente en evidencias genéticas.

A continuacién, se expondran algunas limitaciones experimentadas al momento de realizar
diagndsticos basandose en caracteres morfoldgicos. Esto con el fin de ejemplificar de manera grafica

a los retos que se ven enfrentados los fitopatdlogos en condiciones de laboratorio, haciéndose evidente
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el desarrollo de metodologias moleculares complementarias confirmatorias y de esta manera facilitar

las evaluaciones fitosanitarias.

En el campo de la taxonomia tradicional una de las situaciones mas comunes al momento de realizar
diagnosticos en condiciones de laboratorio es la identificacion de clamidosporas alternaroides
(estructuras de resientencia) (Fig. 9) producidas por Phoma sp. Si no se cuenta con la experiencia
requerida para el reconocimiento de este tipo de estructuras, es posible llegar a confundirlas con
conidias producidas por hongos pertenecientes a los géneros Pithomyces sp. (Fig. 10). y Alternaria
sp. (Fig. 11). En estas imagenes se puede apreciar claramente la gran similitud de estas estructuras

resistencia con los géneros anteriormente relacionados.

Figura 9. Clamidosporas altenaroides producidas por Phoma sp. en condiciones de laboratorio.
Fuente propia.
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Figura 10. Conidias producidas por el género Pithomyces sp. observadas al microscopio durante los
diagnosticos fitosanitarios en semillas de frijol y forrajes tropicales. Fuente propia.

Figura 11. Conidias producidas por el género Alternaria sp. observadas al microscopio durante los
diagnosticos fitosanitarios en semillas de frijol y forrajes tropicales. Fuente propia.
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Es importante mencionar que, aunque los picnidios son uno de los principales caracteres taxonémicos
para la identificacion del genero Phoma sp., durante las evaluaciones en condiciones de laboratorio
algunas cepas solo producen micelio, acompafiado de clamidosporas pseudoesclerotioides (Fig. 12),
generando posibles equivocaciones en el diagnostico al confundirlas con las producidas por el género
Macrophomina sp. (Fig. 13), el cual es muy comun encontrar en el germoplasma de frijol y forrajes

tropicales.

Figura 12. Clamidosporas pseudoparenquimatosas producidas por Phoma sp. en condiciones de
laboratorio. Fuente propia.
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Figura 13. Clamidosporas producidas por Macrophomina sp. en condiciones de laboratorio,
presentes en germoplasma de frijol y forrajes tropicales. Fuente propia.

Adicionalmente dentro de las actividades rutinarias en el LSG se han llevado a cabo extracciones de
ADN a modo de ensayo de pruebas confirmatorias, usando colonias que han sido identificadas
morfol6gicamente como Phoma exigua. Posteriormente se han realizado Reacciones en Cadena de la
Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) convencionales, utilizando cebadores universales con el fin
de obtener amplificaciones de la region de los Espaciadores Internos Transcritos (ITS, por sus siglas
en inglés). Las secuencias obtenidas han sido comparadas en bases de datos de nucleétidos, usando la
herramienta bioinformatica BLAST®.

Otro de los problemas que se presenta en el campo de la taxonomia de los hongos es que aun haciendo
uso de herramientas moleculares las cuales son mas sensibles comparadas con diagnosticos

morfoldgicos, es posible encontrarse con ciertas inconsistencias al momento de recurrir a las bases de
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datos publicas. En la figura 14 se pueden apreciar ejemplos de varias comparaciones usando
secuencias de la region ITS, de las colonias anteriormente mencionadas y se observa claramente como
hacen correspondencia de mas del 95% con secuencias de hongos morfologicamente distintas a Phoma
sp., por ejemplo, con individuos pertenecientes a los géneros Epicoccum sp., Cochliobolus sp.,

Leptosphaerulina sp., entre otros.

Job Title Nucleotide Sequence Filter Results
RID W271G5HZ016  Search expires on 11-2822:33pm  Download All v -
Program BLASTN@ Citation v organism only top 20 will appear [ ] exclude
Database nt  See details v I Type common name, binomial, taxid or group name
Query ID lcl|Query_39149 =+ Add organism
D ipti None .

eacTiption Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type dna

to to to

Query Length 514

Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m

Cochliobolus kusanoi strain CS11675 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and int. 878 93% 0.0 99.58% JX406569.1
j:\ Phoma herbarum isolate marine internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S RNA gene and internal transcribed spacer 2, comp. 874 93% 0.0 99.38% MH377077.1
Fusarium oxysporum isolate 4BLW1 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, ¢. 874 93% 0.0 99.17% KY855509.1
Epicoccum sorghinum isolate Guangxi-1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNAgene and ... 872  93% 0.0 99.38% KX758542.1
Job Title Nucleotide Sequence Filter Results

RID W27S0HZ5013  Search expires on 11-2822:45pm  Download All v

Program BLASTN@®  Citation v Organism only top 20 will appear \:\ exclude
Database Nt See details v ‘ Type common name, binomial, taxid or group name ‘
Query ID Icl|Query_36993 =+ Add organism

Description None Percent Identity E value Query Coverage

to

Molecule type dna
‘ w

Query Length 520 | ‘ ‘ |

Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m

Enicoccum nigrum strain K36 18S ribesomal RNA gene, partial sequence, internal transcribed spacer 1, 5.8S ribeso... Epicoccum nigr. 876 876 97% 0.0 97.84% 551 MGB55162.1

[] Nothophoma quercina strain Zbi-R8 infernal ranscribed spacer 1, pariial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and i... Nothophoma qu 876 876 98% 0.0 97.48% 518 KX064984.1

Ascochyta medicaginicola strain Zbf-F1 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5 8S ribosomal RNA gene a... Ascochyta medi 876 876 9% 0.0 9767% 521 KX0649621
Dothiorella sp. Liaoning-Rsfb019 188 RNA gene_partial sequence, internal transcribed spacer 1, 5.8S rib... Dothiorella sp. . 876 876 96% 0.0 98.03% 545 KX219605.1
Leptosphaerulina australis strain 10 19 M13F F10J 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribe. .. Leptogphaerulin 876 876 98% 0.0 97.31% 564 KF293970.1
Job Title Nucleotide Sequence Filter Results
RID W28UMDB8X013  Search expires on11-2823:03pm Download All v -
Organism on, exclude

Program BLASTN@ Citation v B only top 20 will appear |7|
Database nt  See details v ‘ Type common name, binomial, taxid or group name |
Query ID lcl|Query_34043 =+ Add organism
Description None

P Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type dna

Query Length 498

Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m

Cochliobolus kusanoi strain CS11706 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1.5.... Cunvulariakusa... 885 885 99% 0.0 98.99% 511 JX406559.1

|:| Cochliobolus kusanoi strain NBRC 100198 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA ge... Curvularia kusa 885 885 100% 0.0 9380% 1080 JN9433931

[[] Phoma sp. NRRL 54532 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 58S ribosomal RNA gene and internal tra... Phoma sp. NR.. 885 885 100% 00 9880% 1067 JNO0932641
Curvularia kusanoi strain YZ10-1-5-1 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spa... Curvularia kusa... 883 883 96% 0.0 9979% 567 MN900638.1

Enicoccum sorghinum strain LC11819 small subunit ribosomal RNA gene. partial sequence; internal transcribed sp... Epicoccum sorg... 883 883  96% 0.0 99.79% 675 MN215627.1
Cytospora sp. strain LCM 89252 01 small subunit RNA gene, partial sequence: internal transcribed spac... Cytospora sp. 883 883 96% 0.0 99.79% 560 MF4954251

Figura 14. Ejemplos de busquedas realizadas utilizando la herramienta “BLAST”
en la base de datos del Centro Nacional de Informacion Biotecnologica (NCBI,
por sus siglas en inglés) usando secuencias ITS provenientes de aislamientos
pertenecientes a Boeremia sp. Imagenes tomadas de: (NCBI, 2020).
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2.3 Tendencia del diagndstico de hongos en semillas

Hasta ahora, la mayoria de las especies y otros taxones intra-especificos se determinan inicialmente
basandose en la morfologia y medios de cultivo. El analisis de secuencias de genes es utilizado

actualmente como complemento confirmativo o distintivo.

Basado en la propagacion sexual y asexual de los hongos existe un sistema dual en su nomenclatura
bajo el enfoque morfoldgico (anamorfo y teleomorfo), el cual tiene grandes limitaciones ya que las
caracteristicas morfoldgicas estan sujetas a las variaciones medioambientales. Este tipo de
limitaciones, es decir, realizar la deteccion hasta nivel de especie se ha podido superar en parte, gracias

al desarrollo de técnicas de biologia molecular y su estandarizacion.

A lo largo de la historia en el diagnostico de hongos se han empleado diferentes técnicas moleculares
con el fin de facilitar el trabajo de los taxnomos y fitopatélogos y de esta manera poder organizar

filogenéticamente a los individuos, asi como a sus parientes mas cercanos.

Dentro de las técnicas empleadas por los micélogos en investigaciones taxondémicas se encuentran la
evaluacion de: Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restriccion (RFLP), Amplificacion
Aleatoria de ADN Polimérfico (RAPD), Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos Amplificados
(AFLP), Huellas digitales de amplificacion de ADN (DAF) y la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR).

La determinacion a nivel de especie en hongos, se basa principalmente en secuencias de zonas
altamente conservadas como la subunidad pequefia y la subunidad grande del ADN ribosomal y
espaciadores internos transcritos. Asi mismo, se han utilizado otros marcadores basados en ADN

mitocondrial y genes de B-tubulina, entre otros.

Los avances en las tecnologias de secuenciacion de ADN y analisis bioinformaticos han revolucionado
la sistematica de hongos y el desarrollo de metodologias de diagndstico mucho mas precisas. Para el
caso de instituciones como los bancos de germoplasma, contar con avances tecnoldgicos que permitan
desarrollar metodologias de diagnostico altamente sensibles, optimiza los procesos de transferencia
de material vegetal, ya que se disminuyen los riesgos de introduccién y desplazamiento de
enfermedades de tipo cuarentenario de una zona geografica a otra durante los procesos de distribucion

de germoplasma.

32



3. Planteamiento del problema

La distribucién de enfermedades de tipo cuarentenario en plantas ha aumentado a niveles dramaticos
durante los ultimos afios. Aspectos comerciales, el cambio climatico y la globalizacion contribuyen a
ello, debido a la menor capacidad de resiliencia de los sistemas de produccion agricola y la

intensificacion de la agricultura a través de los afios.

Gran variedad de patdgenos transmitidos a través de las semillas de cultivos comerciales plantea un
riesgo inminente para la seguridad alimentaria. Los cambios y transformaciones del comercio mundial
que permiten a dichos patégenos avanzar mas rapidamente que antes y los efectos del cambio climético
que crea condiciones favorables para el establecimiento de enfermedades donde antes no las habia,

facilitan su distribucién transfronteriza.

Para algunos patdgenos, existen opciones de gestion que permiten controlar las invasiones y
determinar mecanismos de erradicacion de enfermedades. Para muchos otros no hay forma de detener
dicha invasion, incidiendo negativamente en la seguridad alimentaria. En ambos casos, un analisis
detallado del riesgo de distribucion de enfermedades a través de semillas y una fuerte vigilancia
cuarentenaria, serd mucho mas eficiente y mucho mas econémico que llevar a cabo mecanismos de

control fitosanitario y de esta manera reducir al minimo el establecimiento de una enfermedad.

Las nuevas enfermedades pueden llegar a alcanzar efectos catastroficos en la produccién agricola de
un pais. Historicamente una enfermedad de las plantas conocida como la mancha de Ascoquita causada
por el hongo P. exigua, causa grandes pérdidas a nivel econémico en cultivos importantes como el de
la papa y leguminosas forrajeras. Actualmente, una o nuevas cepas de hongos fitopatégenos amenazan

a cultivos bésicos para la alimentacion humana.

Las enfermedades que afectan a las plantas tienen la capacidad de propagarse de manera facil y rapida
de una zona geogréfica a otra, provocando extinciones masivas de cultivos. Los focos de infeccion y
los mecanismos de control de enfermedades deficientes pueden provocar pérdidas economicas
incalculables en los cultivos comerciales, afectando significativamente los medios de sustento de
pequefios y medianos agricultores, asi como la seguridad alimentaria y nutricional de millones de

personas alrededor del mundo.
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Econdmicamente hablando, los efectos de las enfermedades transmitidas a través de semillas pueden
ser altamente complejos. En casos muy puntuales el efecto economico real fluctuara dependiendo del
tipo de enfermedad, asi como la disponibilidad de mecanismos de control. En muchos casos la
complejidad de la enfermedad suele dificultar una cuantificacion precisa de los efectos econdmicos.

La disminucidn de los ingresos agricolas es el efecto econdmico predominante cuando una enfermedad
de tipo cuarentenario se traslada de una zona geogréfica a otra, debido a la pérdida parcial o total de
la produccion. La seguridad alimentaria se veria afectada negativamente a nivel local, cuando la
economia local depende de uno o varios productos agricolas basicos vulnerables. Si por el contrario
el sistema agricola y/o cultivos particulares se encuentran relativamente diversificados o poseen

fuentes de ingresos adicionales, se reducird notablemente la importancia del aspecto econémico.

Numerosas enfermedades producidas por hongos pueden ser transmitidas por las semillas. EI agente
patdgeno puede estar alojado en la cubierta seminal y/o albumen o estar ubicado en el tejido
embrionario. En el primer caso se dice que la contaminacion es externa y la semilla Unicamente

“transporta” el agente patdogeno, mientras que en el segundo caso hay una verdadera “transmision”.

Los patégenos o plagas transmitidas por la semilla o asociados a ésta pueden ser transportados en la
superficie de la semilla (como, por ejemplo, hongos y bacterias), dentro de la semilla (bacterias,
hongos y virus que infectan los tejidos internos) y con la semilla (insectos, nematodos, esporas en
reposo de algunos hongos como carbones y esclerocios de Claviceps sp. En todos los casos, hay
especies patdgenas de importancia cuarentenaria y econémica, sin importar dénde se ubican en la
semilla o si pueden ser transmitidas a las plantas recién formadas, directamente desde la semilla

infectada.

Por tal razén, es responsabilidad de los bancos de germoplasma distribuir semilla fitosanitariamente
aceptada, es decir, que se encuentre libre de enfermedades y plagas de tipo cuarentenario. En este
orden de ideas es importante definir, si es posible desarrollar una metodologia de identificacion
molecular del hongo P. exigua para ser usada como prueba confirmatoria en el diagnostico
fitosanitario en semillas de frijol y forrajes tropicales, una vez haya finalizado la bdsqueda de
informacion relacionada con el diagnostico de este hongo a través del tiempo. Todo lo anterior
enmarcado en el hecho de que actualmente el diagnostico de P. exigua, desde el punto de vista

morfoldgico se ve limitado debido a que es posible hallar estructuras que generan confusiones durante
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el proceso de identificacion, cuando no se cuenta con la experiencia necesaria en taxonomia,

reconocimiento y diferenciacion de estructuras reproductivas.

4. Justificacion

Los bancos de germoplasma tienen la responsabilidad de conservar y distribuir los materiales
almacenados garantizando su calidad sanitaria, fisioldgica y genética. El proceso de conservacion
comprende diferentes actividades que garantizan la calidad fitosanitaria de los materiales en custodia,
las cuales van desde la regeneracion de los materiales en condiciones de campo hasta la evaluacion de
la presencia o ausencia de patdgenos en condiciones de laboratorio. La preservacion de dicha calidad
representa una alta inversion desde el punto de vista costo/beneficio la cual permitira a futuro llevar
cabo la distribucion nacional o internacional del germoplasma conservado. Adicionalmente es de vital
importancia cumplir con las disposiciones y normatividades fitosanitarias nacionales e internacionales
garantizando los més altos estandares de calidad. Por tal razén la implementacion de técnicas de
diagndstico mucho mas especificas permitira el uso eficiente de los recursos utilizados en el proceso

de evaluacion de hongos patdgenos cuarentenarios.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Desarrollar una revision sistematica para el establecimiento de una metodologia de diagnostico
molecular para el hongo cuarentenario Phoma exigua en frijol y forrajes tropicales de la Alianza
Bioversity - CIAT,



5.2 Objetivos especificos

e Evaluar la disponibilidad de regiones de ADN en bases de datos que permitan la diferenciacion
de especies del género Phoma sp.
e Establecer un flujo de trabajo para el desarrollo de una técnica de diagnostico molecular basado

en la revisién sistematica realizada.

6. Metodologia

Este documento parte de la necesidad de aumentar la eficiencia en el diagndstico del hongo Phoma
exigua y ha sido dividido en cuatro capitulos con el objeto de desarrollar una metodologia de
diagnostico para lo cual se requiere en el primer capitulo, realizar una descripcion detalla acerca de
las debilidades y fortalezas del diagnéstico basado en caracteres morfolégicos, teniendo como punto
de partida y a modo de ejemplo las actividades de diagnostico y monitoreo fitosanitario, llevadas a

cabo por el Laboratorio de Sanidad de Germoplasma de la Alianza Bioversity - CIAT.

En el segundo capitulo del documento se realiza una revision bibliogréafica, enfocandose
principalmente en la taxonomia y los conceptos descriptivos del género Phoma sp., partiendo desde
su primer reporte hasta la actualidad, basandose en el proyecto internacional Index Fungorum.
Mediante el uso de un lenguaje altamente sistematico, se exponen las modificaciones en la
nomenclatura del género y la especie P. exigua a lo largo de la historia, basadas en los articulos
cientificos que evidencian dichas modificaciones. Adicionalmente, en este segundo capitulo se busca
condensar a modo de tabla, toda la informacién actualmente disponible de los descriptores
taxondmicos del hongo Phoma exigua, y de esta manera proporcionar una herramienta que facilite el
proceso de identificacion morfoldgica por parte de fitopat6logos e investigadores.

Posteriormente, en el tercer capitulo se exponen las metodologias de diagndstico mas relevantes, asi
como aquellas que han sido més utilizadas para el diagnéstico de P. exigua a lo largo de la historia.
Esto con el fin de identificar con mayor claridad las limitaciones actualmente existentes en el

diagnostico de esta especie cuarentenaria.
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Finalmente, en el cuarto capitulo del documento se propone un flujo de trabajo para desarrollar una
metodologia de diagnostico molecular del hongo P. exigua con base en la informacion hallada, asi

como en las actividades piloto llevadas a cabo por el LSG.

La estrategia de la busqueda electronica de los documentos para hacer la revision bibliografica en
bases de datos publicas tales como Scopus, PubMed Central, Web of Science y Dimensions,

incluyeron los siguientes criterios y ecuaciones de busqueda:

e “Phoma”

e “Boeremia”

e “Phoma exigua”

e “Boeremia exigua”

e “Phoma exigua” + “seed borne”

e “Phoma exigua” “ABSTRACT”

e “Phoma exigua” “DOCUMENT TYPE”
e “Phoma exigua” NOT fungicide

e “Phoma exigua” NOT fungicide + “Boeremia exigua”

Una vez haya sido creada la base de datos global con los documentos encontrados, se realizara una
depuracion manual con el fin de eliminar aquellos articulos que se encuentren duplicados. Se
eliminaran tanto los documentos duplicados presentes en una misma base de datos, asi como aquellos
que se encuentren duplicados al comparar las cuatro bases de datos entre si. Adicionalmente al proceso
de depuracion manual, se eliminaran aquellos documentos que no ofrezcan informacion relacionada

con actividades de diagndstico e identificacion taxondmica pertinentes al género Phoma sp.

En esta revision se abordard la informacion partiendo desde conceptos generales a conceptos
especificos, iniciando con el planteamiento de las generalidades de los hongos, realizando una mirada
retrospectiva acerca de la clasificacion del género Phoma sp. y como se llevan a cabo las
identificaciones de las especies dentro del mismo género, con el fin de esclarecer la clasificacién del
hongo Phoma exigua, y de esta manera comprender sus particularidades taxonémicas. Se describiran
cuéles son aquellas metodologias que han sido empleadas para la identificacion del género Phoma sp.

y algunas de sus especies, haciendo especial énfasis en P. exigua.



7. Resultados de las busquedas

Utilizando los criterios y las ecuaciones de busqueda seleccionados se hall6 un total de 840

documentos en las bases de datos consultadas. EI nimero de articulos hallados en cada base de datos

se relaciona en la Tabla 1.

Finalizada la depuracion manual y eliminacion de articulos cientificos no relacionados con diagnostico

y taxonomia, se obtuvo un total de 99 documentos para realizar las respectivas consultas y extraccion

de datos.

Tabla 1. Relacion de numero de articulos hallados en las bases de datos consultadas.

Base de datos NuUmero de articulos
Scopus 346
PubMed Central 188
Web of Science 76
Dimensions 230

8. Revision bibliografica

8.1 Generalidades de los hongos

Los hongos son organismos que por lo general sus cuerpos estdn compuestos de hifas filamentosas
que pueden ser multicelulares o multinucleadas, las cuales pueden llegar a formar grandes redes
entretejidas llamadas micelios. Los nucleos mitéticos suelen ser por lo general haploides. Constan de

una pared celular formada de quitina (en algunos casos particulares de celulosa).

Todos los hongos son heterétrofos, asociados al parasitismo o como simbiontes. Su alimentacién es

absortiva y para esto secretan una gran cantidad de enzimas digestivas hacia el exterior de sus cuerpos,

absorbiendo los nutrientes liberados.
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La reproduccion de los hongos es altamente variable y compleja. La reproduccion asexual puede
llevarse a cabo por la fragmentacion del micelio o a través de la liberacion de esporas asexuales. Las
esporas sexuales son formadas mediante la fusién de dos nucleos haploides compatibles dando lugar
a un cigoto diploide que posteriormente por meiosis dard lugar a esporas sexuales haploides. Estas

producen micelios haploides mediante la mitosis.

Los hongos son los mayores descomponedores presentes en los ecosistemas, gracias a sus cuerpos
filamentosos, penetran los suelos con gran facilidad descomponiendo el material organico y liberando
gran cantidad de nutrientes, resultado de la digestion extracelular. La gran mayoria de las
enfermedades observadas en plantas son causadas por hongos parasitos. Algunos hongos parésitos
pueden ayudar a controlar plagas que atacan cosechas y otros pueden causar graves enfermedades en

animales incluyendo al hombre.

Existe una gran variedad de asociaciones simbi6ticas de los hongos con otros organismos tales como
las observadas en los liquenes o las micorrizas. En estos casos particulares, el hongo obtiene los
nutrimentos producto de la fotosintesis y a cambio aporta proteccion y sostén a la planta (Audesirk et
al., 2008).

Se estima que existen alrededor de 1,5 millones de especies en el mundo, esto significa que los hongos
son unos de los recursos biodiversos menos explorados en nuestro planeta. Es notoria la dificultad que
se tiene para delimitar este grupo de otros eucariotas y gran cantidad de debates y discusiones se han
suscitado acerca de las inclusiones y exclusiones de ciertos organismos en este reino por mas de un

centenario.

En afios recientes, los principales argumentos han sido expuestos por los taxénomos, con el fin de
definir claramente este grupo de organismos. Algunos estan enfocados en alcanzar una definicion
filogenética basada especialmente en la similitud de secuencias de ADN relevantes, y otros que
adoptan un enfoque netamente biol6gico del tema y consideran a los hongos como organismos que

comparten todas o muchas caracteristicas ecoldgicas o fisioldgicas clave (Webster & Weber, 2007).

8.2 Clasificacion taxonomica de los hongos.
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Siguiendo la clasificacion establecida por Linneo en el afio 1973, la clasificacion de los hongos se ha
basado en la descripcion y comparacion de sus caracteres morfologicos, agrupando a individuos
morfoldgicamente similares dentro de un mismo grupo. Con el fin de establecer criterios de orden

jerarquico se ha adoptado la siguiente conformacidn basada en taxones (Fig. 15).

Filo (-mycota)

Familia (-aceae)

Figura 15. Rangos de clasificacion taxonémica con las respectivas terminaciones utilizadas en la
clasificacion de los hongos (Hibbett et al., 2007).

8.3 Generalidades de Phoma sp.

Phoma sp. es un género cosmopolita que pertenece a la Clase Celomicetos. Los celomicetos pueden
producir sus conidias (esporas asexuales) en picnidios o acérvulos. Los individuos de esta subclase
que producen picnidios se encuentran ubicados en el orden Sphaeropsidales y los que producen
acérvulos estan ubicados en el orden Melanconiales (Alexopoulos et al., 1996).
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La estructura distintiva de los Sphaeropsidales claramente son los picnidios. El picnidio puede
presentar ciertas diferencias en apariencia dependiendo del genero al que pertenezca los cuales pueden

ser: papilados, puntiagudos, setosos, uniloculados, laberintiformes, formadores de cirros (Fig. 16).

D. Uniloculado E. Laberintiforme F. Cirroso

Figura 16. Varios tipos de picnidios presentes en el orden Sphaeropsidales. Adaptado de:
Alexopoulos et al., 1996.

En este orden de ideas, los picnidios pueden ser superficiales, sumergidos, globosos, alargados, en
forma de copa, uniloculares, multiloculares y pueden ser de colores oscuros o claros. Adicionalmente
ellos pueden producirse de manera separada o estar agregados. Tradicionalmente los Sphaeropsidales
han sido divididos en cuatro morfo-familias con base en las caracteristicas picnidiales. Estas morfo-
familias son: Sphaeropsidaceae — picnidios oscuros, globosos, correosos o carbonosos, estromaticos
0 no-estromaticos, generalmente (pero no siempre) previstos de una apertura circular. Nectrioidaceae

— picnidios como los observados en Sphaeropsidaceae, pero de color claro en lugar de oscuros, y
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blandos o cerosos en vez de duros y rigidos; Leptostromataceae - picnidios en forma de escudo o
alargados, aplanados; Excipulaceae (Discellaceae) cuando sus picnidios han madurado pueden ser

més o0 menos en forma de copa o en forma de platillo (Alexopoulos & Mims, 1979).

En los celomicetos, la mayoria de los picnidios liberan sus esporas en una masa hiumeda que se expulsa
a través del poro apical (ostiolo). Estas a menudo se acumulan en grandes cantidades y son
transportados por insectos o fluyen junto con el agua de lluvia.

El cientifico William Grove en 1919, introdujo el término celomicetos, es decir, "hongos con un
celoma o una cavidad", para acomodar los géneros Phyllosticta, Phomopsis y Pleospora, ya que
producen conidias dentro de una cavidad. Inicialmente el concepto debié ampliarse con el fin de incluir
todos aquellos géneros que producian conidias dentro de una cavidad o en forma de cojin (matriz
fangica). Posteriormente los micdlogos se dieron cuenta que los celomicetos son un grupo artificial
(Wijayawardene et al., 2016). Es decir, que las divisiones que forman este grupo se basan en la
morfologia y no en un trasfondo filogenético comun, razén por la cual los miclogos empezaron a

usar este término por conveniencia.

Inicialmente los celomicetos estaban ubicados dentro de la subdivision Deuteromycotina en la cual
estaban agrupados todos los hongos que poseian solo un mecanismo de reproduccion asexual, los
cuales fueron llamados “hongos imperfectos”. Actualmente y basado en estudios filogenéticos
posteriores se ha demostrado su naturaleza polifilética (existencia de mas de un ancestro) del taxén;
ocasionando que el término de “hongos imperfectos” esté completamente obsoleto, usandose solo por

motivos de practicidad en la fitopatologia y el area clinica (Valenzuela, 2018).

Hablando de los hongos celomicetos en un sentido estricto como un grupo morfolégico, estos son
capaces de habitar una amplia gama de nichos ecol6gicos predominantemente terrestres, hallandose
como saprofitos o patdgenos en plantas. Se pueden encontrar también presentes libres en el suelo o
como endofitos de plantas. Han sido reportados en ambientes acuaticos asociados a plantas tanto de
agua dulce como salada, incluyendo las aguas residuales. Algunos han sido observados parasitando
otros hongos y en raras ocasiones como patogenos de insectos y vertebrados (incluyendo el ser
humano) (Valenzuela, 2018).

42



8.4 Una mirada hacia la biologia de Phoma sp.

El nombre Phoma sp. fue otorgado por Saccardo en 1880. Inicialmente el género habia sido reconocido
como un patdgeno presente en tallos de plantas, sin embargo, actualmente puede ser aislado de un
rango amplio de substratos. Tal es el caso de especies como P. herbarum, P. glomerata, P. pomorum
var. pomorum y P. eupyrena las cuales han sido aisladas de materiales inorganicos como asbesto,
cemento, pintura de aceite y yeso, quimicos (P. herbarum), pintura (P. glomerata) y elementos de

vajilla (P. pomorum var. pomorum) (Aveskamp et al., 2008).

La gran gama de substratos en los cuales se ha observado la presencia de especies pertenecientes al
género Phoma sp. revela su gran capacidad como degradador de material organico, jugando un papel

importante dentro de los ecosistemas a los que pertenece.

Actualmente se sabe que méas del 50% de las especies descritas se han observado creciendo en tejidos

Vivos, ya sea como hongos oportunistas 0 como patdgenos primarios.

Las infecciones reportadas hasta el momento se han observado en animales y humanos de las cuales
se han identificado nueve especies. Recientemente se ha adicionado a P. exigua dentro de la lista de

patdgenos que son capaces de generar infecciones importantes en los seres humanos (Rai et al., 2009)

Adicional a las infecciones presentadas en humanos, varias enfermedades en animales han sido
asociadas al género Phoma sp. tales como la mastitis micética bovina, micosis del pescado en salmén
y trucha. Infecciones presentadas en organismos presentes en el suelo como nematodos y artrépodos.
11 especies pertenecientes a Phoma sp. fueron relacionados con la formacion de quistes en nematodos
ademas de estar presentes en la infeccion de otros hongos y oomicetos.

Mas de 110 especies de Phoma sp. estan relacionadas como hongos fitopatégenos afectando un sin
namero de familias vegetales entre las que se incluye la familia de las Brasicaceas afectada por P.

megicaginis causando la enfermedad denominada “Black Leg” (Aveskamp et al., 2008).

Ademas del impacto generado por las pérdidas en la produccion de especies vegetales comerciales, el
género Phoma sp. limita la libre distribucion de germoplasma, debido a la capacidad de ser transmitido
a través de la semilla en variedades comerciales de frijol y pastos tropicales, siendo considerado como

un hongo cuarentenario de vigilancia permanente (Urinzwenimana et al., 2017)
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Gran cantidad de material vegetal debe ser eliminado una vez se ha reconocido la presencia de especies

patogenas presentes en el germoplasma a distribuir.

Es imperativo encontrar las medidas necesarias que permitan realizar un diagnostico rapido y eficiente
con el fin de agilizar los procesos de inspeccion relacionados con la importacion o exportacion de

material vegetal de importancia econémica, académica e investigativa.

Existen algunos casos especiales donde la capacidad patogénica de Phoma sp. es utilizada como
biocontrol, tal es el caso de P. herbarum, P. exigua y P. macrostoma los cuales son usados como
bioherbicidas en el control de Taraxacum spp., Clematis vitalba, Gaultheria spp. e individuos
pertenecientes a la familia Caryophyllaceae (Aveskamp et al., 2008).

8.5 Ciclo de vida: Phoma sp.

A pesar de que el ciclo de vida depende del hospedero o nicho en el cual se encuentre, el ciclo de vida
de los individuos pertenecientes a este género es practicamente el mismo en todas las especies
patogenas (Fig. 17) (Aveskamp et al., 2008).
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Ciclo de vida
de Phoma

Figura 17. Ciclo de vida Phoma sp. 1. Entre 6 — 12 horas después de la infeccién (hdi), inicia el
proceso de germinacion conidial con la formacion del tubo germinativo y la hifa primaria (peciolos,
hojas, tallos, frutos, etc.). 2. La infeccion temprana e invasion de tejido, ocurre 24 hdi esta se puede

dar a través del tubo germinativo y la hifa primaria por penetracion de heridas, estomas abiertos o
por la formacion de apresorios (los tubos germinales pueden hincharse de 2,5-3,0 um de diametro
para formar cada apresorio). 3. 48 hdi se aprecian los primeros sintomas visibles sobre el tejido
vegetal infectado. Esto se debe a que hubo penetracion de las células de la cuticula y hubo extension
de la infeccion a través de las células inmediatamente debajo de la cuticula, los tejidos invadidos
mueren y colapsan formando areas concéntricas deformadas. 4 Aproximadamente a las 96 hdi inicia
la produccion de las estructuras reproductivas (picnidios) sumergidas en el tejido vegetal infectado 5.

La dispersion de las conidias se produce a través de la salpicadura de agua lluvia, del viento, por

contacto con animales, herramientas, etc. (Tran et al., 2016). Imagenes 1-2: Fuente: (Tran et al.,

2016). Iméagenes 3-5: Fuente propia.

Como suele ocurrir en la mayoria de las especies patdgenas, estos ingresan a sus hospederos a través

de heridas provocadas por agentes mecanicos, condiciones ambientales o provocados por otros

organismos.

En muchas de las especies vegetales hospederas el ingreso se produce a traves de los estomas o la

epidermis de las plantas.
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En la fase inicial de la infeccidn las hifas crecen intracelularmente a través de los tejidos de la planta,
lo cual es un proceso asintomatico en el cual gradualmente se empiezan a observar la presencia de

tejido necrdtico cerca de la zona de ingreso del patégeno (Aveskamp et al., 2008).

Una vez las células del huésped estan sujetas a fitotoxicidad o a una respuesta hipersensible permiten
al hongo tener acceso a recursos del tejido vegetal muerto. Los avances de las lesiones se pueden

observar macroscdpicamente.

Después de un corto periodo de tiempo caracterizado por presentar oscurecimiento del tejido infectado
se pueden observar la formacion de picnidios globosos en forma de matraz con un ostiolo presentando

un cuello corto.

8.7 Definicién taxondmica del género Phoma sp.

El género Phoma sp. es considerado como uno de los géneros més grandes conocidos con mas de 3000

taxones infragenéricos reportados (Aveskamp et al., 2010).

Actualmente, las especies de Phoma sp. se pueden definir como hongos filamentosos que producen
conidiomas picnidiales con células conidiégenas monofialidicas ampuliformes. Un collarin esta
presente en el apice de esas células después de la produccion del primer conidio. In vitro, los conidios
hialinos son principalmente unicelulares, aunque en varias especies también se puede observar un

pequefio porcentaje de conidios septados transversalmente.

Esta definicion se aplica a mas de 220 taxones inter e intraespecificos, pero debe tenerse en cuenta
que esta definicidén no se aplica necesariamente a las muestras en la naturaleza, ya que los conidios

bicelulares o incluso pigmentados ocurren mas a menudo in vivo (Aveskamp et al., 2008).

En 1954 en la celebracién del VIII Congreso Internacional de Botanica se definié a Phoma herbarum
Westend como la especie tipo de Phoma sp. (holotipo) lo que se conoce en taxonomia tradicional
como ‘“‘nomem genericum conservandum’’; basando esta decision en el sistema taxonomico de

Saccardo (Boerema et al., 2004).
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En un estudio sobre Hifomicetos, Hughes en el afio 1953 introdujo la conidiogénesis taxondmica como
criterio importante, una caracteristica que luego se aplicé a todos los hongos conidiales, incluidas las

especies de Phoma sp. (Aveskamp et al., 2008).

En P. herbarum y otras especies emparentadas las conidias hialinas unicelulares se generan en células
menos diferenciadas que recubren la cavidad picnidial en una especie de brotacion monopolar

repetitiva.

La conidiogénesis parece iniciar con la formacion de una papila y posteriormente se presenta la ruptura
de la célula conidiogénica para dejar un “collarete” (engrosamiento periclinal). La doble pared celular
de la primer conidia surge como nueva, su maduracion es sincrénica con la ontogenia; la construccion
de la pared de conidias producidas sucesivamente, comienza con la capa basal del tabique que queda
después de la secesion de la conidia anterior, y la maduracion sigue siendo sincronica con la ontogenia
(Fig. 18).

Los conidios se producen aproximadamente al mismo nivel por proliferacion permanente. Esta
conidiogénesis, asociada con una produccion abundante de mucilago, es andloga a la de los
Hifomicetos, reconocidos como fialidicos con ontogenia conidial bléstica. Esto se denomina méas
precisamente fialidico de cadena falsa o sin cadena ya que los conidios se producen en masas o cadenas
mucilaginosas que no se mantienen unidas por el material de la pared como en los fialides verdaderos
(Boerema et al., 2004).

8.7.1 Nomenclatura del género Phoma sp.

Phoma Sacc. emend. Boerema & G.J. Bollen

Phoma Sacc. en Michelia 2 (1): 4. 1880 (acom ‘Fr. em.’; nomen genericum conservandum, VII
Congreso Internacional de Botanica, Paris 1954), Correccion. Boerema & G.J. Bollen en Persoonia
8(2): 134-135. 1975.
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Figura 18. Phoma sp., Representacion esquematica de observaciones al microscopio electronico
sobre la formacién del primer conidio (A-D). Muestra primero (A) la formacion de pared papilada de
tres capas caracteristica en la célula conididgena antes de la iniciacion del primer conidio; m =
membrana plasmatica. Cuando comienza la nueva construccion de la pared apical del primer conidio
(wcl en B), la capa externa e interna de la papila (ol e il) se disuelven. La capa media notablemente
hinchada (ml) parece funcionar como un “abridor” que luego también se disuelve en mucilago. La
diferenciacion de la pared conidial en una capa interna y externa por la construccion difusa de la
pared (C a 'y b; maduracién conidial sincronico con la ontogenia del conidio) se asocia a la
produccidn de una sustancia turbia (cs; no se forma igualmente abundantemente en todas las
especies de Phoma sp.). Junto con el mucilago de la capa intermedia, forma la (s) vaina (s)
mucilaginosa alrededor de la primera conidia. Después de la delimitacion y separacion por una doble
pared (D) la parte basal de la papila original permanece como un collarete (col); a veces, las
diferentes capas de la papila (ol, ml, il) todavia son reconocibles en el collarete (wc2 = pared de la
inicial del segundo conidio). Notese que la capa media de la papila no se observa en el collarete
menos conspicuo de la especie tipo de la seccion Pilosa. Tomado de: (Boerema et al., 2004).

Especie lectotipo (VII Congreso Internacional de Botanica, Paris 1954): Phoma herbarum Westend.

en Real Academia de la Ciencia. 19(3): 118. 1852; Lectotipo (Boerema in Persoonia 3(1): 10, pl. 1



figs 1, 2. 1964) en Herbario Westendorp & Wallays (BR): exs. Herb. crypt. Belg., Ed. Beyaerts-Feys,
Fasc. 20, No. 965. 1854, en tallos de Onobrychis viciifolia.

8.7.2 Teleomorfos relacionados

Didymella Sacc. ex Sacc. in Michelia 2(1): 57. 1880.

Leptosphaeria Ces. & De Not. in Comment. Soc. crittogam. ital. 1(4) [=Schema Sfer.]: 234. 1863.
Mycosphaerella Johanson in Ofvers. K. VetenskAkad. Forh. 41(9): 163. 1884,

Pleospora Rabenh. ex Ces. & De Not. in Comment. Soc. crittogam. ital. 1(4) [= Schema Sfer.]: 217.
1863. (Boerema et al., 2004)

8.7.3 Sinanamorfos correlacionados

(Clamidosporas uni- y multicelulares)

Especies de Epicoccum Link in Mag. Ges. naturf. Freunde, Berl. 7: 32. 1816.
Especies de Phialophora Medlar in Mycologia 7: 202. 1915.

Especies de Stagonosporopsis Died. in Annls mycol. 10: 142. 1912.

Especies de Sclerotium Tode, Flora Meckl. 1: 2. 1790 : Fr., Syst. Mycol. 2: 246. 1823.

El género esté actualmente vinculado a tres géneros teleomorfos diferentes. Si se conocen teleomorfos,
residen en Didymella, Leptosphaeria, u ocasionalmente Pleospora.

En la literatura, las especies de Phoma sp. asociadas con otros estados también tienen géneros
teleomorfos dentro de los Dothideomycetes, incluyendo Mycosphaerella, Belizeana, Fenestella,
Cucurbitaria, Preussia y Westerdykella. Ademas, una gama de sinanamorfos de Phoma sp. han sido

reconocidos en Stagonosporopsis, Epicoccum, Phialophora y Sclerotium. (Aveskamp et al., 2008).

Este tipo de complejidades morfolégicas hacen mucho mas dificil la identificacion de individuos
pertenecientes a este género. El concepto genérico de Phoma sp. y, por lo tanto, la clave de

identificacion se fundamenta en el establecimiento de nueve secciones (Tabla 2.) las cuales se
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diferencian entre ellas basandose en la presencia o ausencia de uno o solo unos pocos caracteres

taxondmicos. Sin embargo la notable ambigiiedad de estas subdivisiones hace que varios caracteres

especificos de una seccion, puedan presentarse en una misma especie (Aveskamp et al., 2010).

Tabla 2. Nueve secciones de clasificacion presente en el género Phoma sp. con sus asociados

teleomorfos.

Teleomorfo
asociado
Seccion Especies tipo ) Caracteristicas seccionales

Sinanamorfo
facultativo*

Heterospora® P. *Stagonosporopsis! Conidias claramente grandes ademas

heteromorphospora? de las regulares®
Macrosporat P. zeae-maydis? Mycosphaerellal Conidias grandes, que miden 8-19 x
3-7 um®
Paraphoma® P. radicina? *Epicoccum?! picnidio setoso®

Peyronellaea®

Phoma?

Phyllostictoides®

Pilosal

Plenodomus?

Sclerophomella!

P. glomerata?
P. herbarum?
P. exigua var.
exigua?

P. betae?

P. lingam?

P. complanata?

Didymella!
*Epicoccum?
Didymella
*Phialophora®?
Didymellat

Pleosporat

Leptosphaeria®
*Phialophora,
Sclerotium®3

Didymellat

Clamidosporas multicelulares®

Conidias tabicadas pequefios ademas
de las regulares®

Picnidios cubiertos por excrecencias
pilosas®

Picnidios escleroplectenquimatosos®

Picnidio de paredes gruesas®

Fuente: (Boerema et al., 2004)%, (Aveskamp et al., 2008)?, (Aveskamp et al., 2010).

Tres de estas secciones incluyen a especies de Didymella como sus teleomorfos y una de las secciones

incluye a Mycosphaerella como teleomorfo; otra seccién tiene una fuerte relacion genética con

géneros como Lesptosphaeria y otra con el género Pleospora (Boerema et al., 2004)
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Desafortunadamente, varios caracteres que estan vinculados a una determinada seccién, a veces
también parecen ocurrir en especies que se colocan en otros grupos taxonomicos. Es importante
mencionar que estas secciones se basan Unica y exclusivamente en caracteres morfologicos y
fisiolégicos en muchos casos limitados y carecen de una confirmacion bioldgicamente realista

mediante el uso de herramientas moleculares (Aveskamp et al., 2010).

Como ejemplo, En el (2004) Boerema et al. mencionaron que las especies ligeramente pilosas, P.
anserina y P. leonuri no se alojan en la seccion Pilosa o Paraphoma. Segln la apariencia de sus
conidios, estas especies se han colocado en las secciones Phoma y Plenodomus, respectivamente. Este
enfoque ambiguo ha dado como resultado maltiples superposiciones entre las secciones separadas
(Aveskamp et al., 2008).

De acuerdo a Boerema et al. (2004), la seccion Phoma comprende especies "que tienen mucho en
comun con P. herbarum". Pero como la mayoria de las especies estdn acomodadas dentro de esta

seccion, muestra la necesidad de realizar mas investigaciones sobre la clasificacion dentro del género.

La mayoria de las descripciones morfoldgicas se realizan en condiciones in vivo, asi como las especies
teleomorfas relacionadas. Actualmente existen muchas notas y resimenes acerca de la ecologia de
individuos pertenecientes a Phoma sp., sin embargo, se basan en la relacion estrecha con hospederos

que tienen una alta importancia econémica, sesgando la mayoria de la informacion.

Algunos ejemplos acerca de individuos pertenecientes a Phoma sp. como patdgenos de plantas con
una alta importancia econémica son: P. andigena (tizon tardio de la papa) y P. foveata (gangrena de
la papa), ambos incluidos en la lista de organismos cuarentenarios de la Organizacién Europea de
Proteccion Vegetal (EPPO, por sus siglas en inglés). P. betae (enfermedad de la pata negra en
remolacha y espinaca) es un patdgeno transmitido por semilla muy conocido. P. apiicola (raiz de
phoma y pudricion de la corona del nabo y el apio). P. terrestris (raiz rosada de la cebolla) y P. lingam
(raiz seca y cancro o enfermedad de la pata negra en las Brasicaceas). Patdgenos de cultivos de
legumbres y forrajes como P. sub-boltshauseri (tizon o mancha foliar de frijol y caupi), P. medicaginis

(tallo negro de la alfalfa) y P. pinodella (podredumbre del pie y tallo negro del guisante y trebol).

En plantas de tomate, P. destructiva (pudricion de frutos, tizon de hojas y tallos) y P. lycopersici

(cancro, pudricion de tallos y frutos). En floristerias, crisantemos P. chrysanthemicola (pudricion de
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la raiz y pudricién del tallo basal) y P. ligulicola (tizon de las rayas, mancha foliar y del tallo). En

Amaryllidaceae P. narcissi (enfermedad de la mancha roja, quemaduras de las hojas).

También se tratan importantes patdgenos vegetales oportunistas plurivoros como por ejemplo P.
exigua, P. macrostoma, P. multirostrata y P. sorghina (comun en los trépicos y subtrépicos) (Boerema
et al., 2004).

8.8 Consideraciones sistematicas del género Phoma sp.

La introduccion de secuencias de nucledtidos como caracteres filogenéticos desarrollé grandemente
la sistematica fungica. En (1997) Grondona et al. discutieron la pobre delineacion entre la seccion de
Phoma, Paraphoma y los géneros Pyrenochaeta y Pleurophoma. Ademas, la relacion entre las

especies de Ascochyta sp. y Phoma sp. que producen conidios septados permanece sin resolver.

En (1975) Boerema & Bollen, diferenciaron a Phoma sp. de Ascochyta sp. en las diferencias en
conidiogénesis y septacién conidial. Los conidios de Ascochyta sp. son, basicamente, siempre de 2
células, debido a la euseptacion temprana durante la conidiogénesis, mientras que en los conidios

septados en Phoma sp. son raros en condiciones de laboratorio.

Aungue no es raro en la naturaleza, y estan formados por una euseptacion tardia. El analisis
espectrométrico de los cristales formados por especimenes de ambos géneros parecia apoyar esta
diferenciacion. Sin embargo, mas tarde en (1996) Faris-Mokaiesh et al. mostraron que P. pinodella y
A. pinoides probablemente estan estrechamente relacionados, basando sus conclusiones en una
similitud en el patrén de bandas de los productos de PCR y RFLP. Esta relacion entre las dos especies

fue respaldada por analisis de secuencia de varias regiones genéticas.

En (1964) Boerana & van Kesteren cuestionaron a Plenodomus lingam y al género Phoma sp. debido
a las diferencias en el desarrollo picnidico. Mas tarde, los autores justificaron la recombinacion basada
en la similitud en la conidiogénesis: ambos taxones producen conidios a partir de fialides unicelulares

en forma de matraz, una caracteristica que se considera especifica para el género Phoma sp.

Esta decision surgié nuevamente como punto de discusion en 1997, cuando los datos moleculares de

la region ITS revelaron que P. lingam y su pariente relativo P. wasabiae solo estaban distantemente



relacionados con otros hongos fomoides. Esto condujo a la hipotesis de que el antiguo género
Plenodomus habia sido reducido incorrectamente a sinonimia y deberia ser reubicado (Reddy et al.,
1998).

Los sinanamorfos y teleomorfos de Phoma sp. han sido poco investigados hasta ahora, a excepcion
del complejo P. lingam. Pocas relaciones sinanamorficas han sido confirmadas hasta ahora por medio
de técnicas moleculares. Arenal et al. en el (2000) demostraron que P. epicoccina y Epicoccum nigrum
son sinanamorfos mediante el uso de datos de secuencias ITS, y sinonimizaron estas especies después

de estudios microscopicos.

8.9 Conceptos generales para determinar especies del género Phoma sp.

Se han identificado y caracterizado numerosas cepas de Phoma sp. utilizando principalmente
caracteres morfologicos in vitro. Como en la mayoria de los otros géneros fungicos, estos caracteres
incluyen el tamafio y la forma de los conidiomas, conidias y clamidosporas, pero también la

produccion de metabolitos y las tasas y patrones de crecimiento en diversos medios de cultivo.

Los caracteres relacionados con conidiomas picnidiales se utilizan principalmente para la
diferenciacion seccional. Los picnidios son muy variables en forma y tamafio, pero en la mayoria de
las especies son globosos o subglobosos (Fig. 19A), o a veces piriformes debido a un cuello alargado
(seccion Plenodomus). En colonias mas antiguas los picnidios pueden agregarse. El color varia segun
la especie, de amarillento a marrén-olivéaceo u olivaceo-negro y depende de las condiciones de cultivo
y la edad. Ocasionalmente, los picnidios son setosos como en la seccion Paraphoma (Fig. 19B), o
pilosos como en la seccion Pilosa (Fig. 19C). Se pueden observar ostiolos Unicos o multiples, aunque
en algunas especies (secciones Sclerophomella y Plenodomus) se encuentran picnidiosesclerocios
(Fig. 19D) (Boerema et al., 2004).
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Figura 19. A-D. Tipos de picnidios. A. Regular glabro como en P. herbarum B. Setoso como en P.
carteri C. Piloso como en P. betae D. Picnidios similares a picnoesclerocios como en P. incompta.
Barras de escala = 100 pm. Tomado de: (Aveskamp et al., 2008).

La presencia de clamidosporas multicelulares (Fig. 20) es a menudo una buena indicacion de que una
cepa pertenece a la seccion Peyronellaea, aunque este no siempre es el caso. La forma de estas
clamidosporas es, en la mayoria de los casos, comparable a los conidios multicelulares de Alternaria
sp., llamadas alternaroides o alternaroides-botrioides (Fig. 20 A-D), pero en algunas especies se
pueden encontrar pseudoescleroides o epicoccoides (Fig. 20E — 201, respectivamente). La formacion
de clamidosporas unicelulares (Fig. 20 F-H) no se considera caracteristica de ninguna seccién en

particular, pero puede ayudar a la identificacién a nivel de especie (Aveskamp et al., 2009).
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Figura 20. A-1. Morfologia de la clamidospora en Phoma sp. A. Cadena de clamidosporas de P.
glomerata. B. Clamidosporas alternaroides de P. glomerata. C. Clamidosporas alternaroides de P.
jolyana. D. Clamidospora botrioide como en P. sorghina E. Clamidosporas multicelulares
unicelulares (u) y pseudoesclerotioides (pm) en P. chrysanthemicola. F. Clamidosporas unicelulares
de P. pinodella G. Cadena de clamidosporas unicelulares en P. clematidina. H. Cadena de
clamidosporas unicelulares en P. chrysanthemicola. 1. Clamidosporas epicoccoides en P. epicoccina.
Barras de escala: A =100 pum, G = 50 pm, B-F y H-I =10 um. Tomado de: (Aveskamp et al., 2008).

Las conidias se forman en picnidios, y la forma y el tamafio de las conidias se consideran los
indicadores mas Utiles para determinar una cepa hasta el nivel de especie, pero también se usan para
diferenciar algunas secciones (Fig. 21). La conidia promedio mide 2.5-10 x 1-3.5 um. Sin embargo,
en la seccion Macrospora se producen conidias agrandadas, que son de hasta 25 x 9 um (Fig. 21 K-
L) (Aveskamp et al., 2008).



Figura 21. A-L. Morfologia conidial en Phoma sp. A-D. Conidia hialina, aseptada de pequefio
tamafio como en A. P. herbarum B. P. multirostrata C. P. astragali y D. P. eupyrena. E-H.
Conidias hialinas, ocasionalmente septadas, de pequefio tamafio como en E. P. exigua F. P.

cucurbitacearum G. P. macrostoma y H. P. polemonii. 1-J. Las conidias generalmente hialinas de
tamafo pequefio, con frecuencia presentan septos grandes, septadas y a menudo pigmentadas,
ocurren en |. P. actaeae y J. P. schneiderae. K-L. Conidia hialina, ocasionalmente septada, pero
todas relativamente grandes como en K. P. rabiei y L. P. xanthina. Barras de escala =10 pum.
Tomado de: (Aveskamp et al., 2008).

In vivo, la proporcion de conidios septados puede ser de hasta el 95%, lo que ha llevado a muchas
identificaciones erréneas en Ascochyta sp. en el pasado y una gran cantidad de sinbnimos para especies
de Phoma sp. en Ascochyta (Van der Aa et al., 2000).
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Las caracteristicas morfologicas presentadas por Phoma sp. en diferentes medios de cultivo como tasa
de crecimiento, formacion de pigmentos, han servido como herramienta de identificacion. De acuerdo
a la literatura los medios de cultivos mas utilizados en Phoma sp. son: Extracto de malta, Agar Avena
y PDA (papa, dextrosa, agar) (Boerema et al., 2004).

Desafortunadamente, dentro de una sola especie, se puede observar una gran variabilidad,
especialmente la presencia formaciones sectoriales o zonas picnidiales (Aveskamp et al., 2008). De
acuerdo a observaciones realizadas en el LSG, existen individuos pertenecientes a Phoma sp. donde
los picnidios estan totalmente recubiertos por micelio y estos no se encuentras distribuidos
uniformemente a lo largo del medio, por el contrario, segun lo mencionado por Aveskamp et al. 2008,
se presentan agrupados o en zonas de desarrollo. Existen especies que producen una pigmentacion
rojiza bastante caracteristica en el medio PDA, indicando que se trata de un hongo perteneciente al
género Phoma sp., sin embargo, la sobreproduccion de micelio denso, muchas veces dificulta la

observacién clara de picnidios, dificultando los procesos de evaluacion.

En el LSG se ha observado que alteraciones en los medios de cultivo pueden generar cambios

bruscos en las caracteristicas de los aislamientos.

El uso de reacciones bioquimicas y pruebas fisioldgicas para indicar la presencia de ciertos metabolitos
fue por largo tiempo una practica comun en la sistematica de Phoma sp. La aplicacion de reactivos
alcalinos (KOH, NaOH) en cultivos frescos todavia se usa, ya que puede cambiar el color de los
metabolitos y pigmentos dependientes del pH. Ademas, el anélisis bioquimico de cristales dendriticos
formados en cultivos mas antiguos, se puede utilizar para la identificacion de una cepa hasta el nivel

de especie (Aveskamp et al., 2008).

8.10 Enfoques basados en el ADN en la taxonomia de Phoma sp.

Los avances tecnoldgicos basados en identificaciones hasta nivel de especie han representado una
excelente herramienta para los taxbnomos de Phoma sp. Es importante mencionar que, aun existiendo
este tipo de tecnologia, se requiere de una alta experiencia en la identificacion morfoldgica de este
género, debido a que muchos de los aislamientos reportados en bases de datos (secuencias de

nucleotidos) estan almacenados incorrectamente.
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Como resultado, hasta el afio 2003 casi una quinta parte del nimero total de cepas de Phoma sp., cuyas
secuencias se enviaron a bases de datos de secuencias publicas como Genebank, se identificaron
incorrectamente. Sin embargo, esta tendencia no es exclusiva de Phoma sp., ya que este porcentaje
aumenta lentamente a lo largo de los afios, y para 2006, cerca del 27% del total de secuencias flngicas

publicas se derivaron de cepas identificadas de forma errada (Aveskamp et al., 2008).

Adicionalmente, es importante mencionar que aun contando con una alta experiencia en la
identificacion del género Phoma sp. utilizando herramientas convencionales, y aun pudiendo llegar
hasta nivel de especie, en casos especificos como el de P. exigua, su identificacion se vuelve compleja
ya que existen al menos 11 variedades presentes en esta especie (Aveskamp et al., 2008). En el 2002
utilizando datos AFLP, mostraron una varianza ampliamente distribuida dentro de P. exigua var.
exigua. Las variantes nuevas y sin nombre de este taxdn parecen representar algunos patdgenos graves,

como un patdgeno descubierto recientemente en la lechuga (Aveskamp et al., 2008).

La existencia de este tipo de complejidades en el interior de una especie, establece un limite para la
identificacion morfologica, haciéndose necesario la implementacion de metodologias de diagnostico
moleculares y de esta manera complementar el proceso de identificacion fitosanitaria en condiciones

de laboratorio.

8.11 NUumero de especies reportadas en el género Phoma sp.

Utilizando los criterios poco claros de Saccardo, inicialmente se describieron 638 taxones en 1884. Y
durante el Siglo XX esa cantidad aument6 a mas de 2800. Hasta el afio 2005 se almacenaron en el
MycoBank mas de 3200 accesiones pertenecientes al genero Phoma sp. La razon por la cual el nmero
de especies descritas se elevd a ese nimero es debido a la practica comun de los taxbnomos de asociar
la nomenclatura con el hospedero, combinado con la escasez de caracteres morfologicos y una alta
variabilidad en las caracteristicas observadas en los diferentes medios de cultivo (Aveskamp et al.,
2010).

Basandose en nuevos métodos de identificacion Boerema et al., en el 2004 realiz6 una revision
detallada del genero y publico un manual de identificacion el cual describe 223 taxa especificos e

intra-especificos. Los taxa descritos en este manual son individuos causantes de enfermedades en
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plantas y algunos principalmente saprofitos (Aveskamp et al., 2008). Sin embargo, esto es tan solo la
punta del iceberg ya que por ejemplo en el afio 2010 solo el 40% de las especies de herbario

mencionadas en la literatura, habian sido estudiadas correctamente (Aveskamp et al., 2010).

A pesar de gque este manual bastante Util esta basado en caracteres taxondmicos, existen taxones
intraespecificos los cuales al dia de hoy se encuentran en discusion y un ejemplo de ellos es Phoma
multirostrata que incluye las variedades: multirostrata, microspora y macrospora, las cuales solo
pueden distinguirse por la longitud de sus conidias, provocando que varios autores actualmente no
acepten la existencia de dichas variedades. Es importante mencionar que ubicar a un individuo dentro
de un taxon intra-especifico basandose en el tamafio de sus conidias se puede prestar para errores, ya
que pequefias variaciones en la preparacion de los medios de cultivo, utilizacion de los mismos y las
condiciones de incubacion; pueden generar importantes cambios desde el punto de vista morfolégico,

limitando el proceso de diagnostico.

Solo 2000 de los aproximadamente 5000 especimenes de herbario existentes han sido estudiados por
Boerema y sus compafieros de trabajo durante los ultimos 45 afios, y aunque muchos de ellos podrian
ser recombinados en otras especies, el nimero total de taxones de Phoma sp. enumerados en este

trabajo es probablemente incompleto (Aveskamp et al., 2008).

Del mismo modo que el fenotipo in vivo puede depender de la composicion del sustrato, la alta
variacion intraespecifica en el cultivo es el tipo y el pH de los medios utilizados, asi como la
temperatura de crecimiento. Esto puede haber influido en la forma y el tamafio de los picnidios,
conidios y clamidosporas, la tasa de crecimiento, la pigmentacion y el color de la colonia en muchos

estudios descriptivos (Aveskamp, 2008).

El estado de nuestro conocimiento de la sistematica del género no estd mucho mas avanzado que en
el sistema sacardoano. Una idea del trabajo descriptivo que aln debe llevarse a cabo se ve en el estudio
de 40 afios de Boerema y compafieros de trabajo. De los 223 taxones que aceptaron, 110 (casi el 50%)
se recombinaron de otros taxones o se describieron como nuevos. Como hasta ahora solo se ha
re-examinado el 40% de las especies de herbario, esto indica cuantos afios de trabajo taxonomico

pueden quedar por delante (Aveskamp, 2008).
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8.12 Futuro de las investigaciones basadas en la taxonomia de Phoma sp.

Actualmente un concepto definido y los limites que lo diferencian de otros géneros morfolégicamente
similares se encuentran en debate y reclasificacion constante, haciéndose necesario nuevos estudios
que involucren los materiales tipo, asi como los materiales de referencia disponibles y sus géneros
relacionados. Los aislamientos disponibles actualmente en las colecciones nacionales e internacionales
requieren de un esfuerzo conjunto para ser incluidas dentro de un extenso estudio que involucre la
caracterizacion taxonomica, asi como analisis filogenéticos, con el fin de obtener una mejor
comprension del género y sus respectivas especies y de esta manera lograr definir un concepto
genérico bastante sélido.

Es importante dilucidar como ocurrié la especiacion de este género con el fin de evitar la presencia de
taxones intra-especificos basados en caracteres morfologicos. A nivel de especie es imperativo realizar
investigaciones sobre complejos de especies presente en nichos especificos, teniendo en cuenta que es
posible obtener aislamientos filogenéticamente distintos, pero morfolégicamente parecidos y ser
caracterizados errébneamente como una misma especie. Actualmente esto es lo que se esta presentando
en el genero Phoma sp., generando la presencia de subclasificaciones en algunas de sus secciones,

como se ha mencionado anteriormente.

También existe la posibilidad de que ocurra el caso contrario, en donde aislamientos
morfolégicamente diferentes hayan evolucionado recientemente a partir de un ancestro en comdn. Por
lo anterior, uno de los principales desafios a futuro sera comprender como se produce la especiacion

en el género Phoma sp.

Uno de los grandes retos a nivel mundial y principalmente para los fitopatélogos relacionados con
cultivos comerciales y bancos de germoplasma, sera el desarrollar un sistema taxonémico altamente
robusto e integral que proporcione identificaciones rapidas con el fin de detectar aquellas especies
cuarentenarias y estas puedan ser claramente distinguidas de las especies saprofitas y oportunidades,

principalmente en los puertos de importacion y controles fronterizos.

Como retos adicionales es necesario estimular a nivel investigativo el desarrollo de herramientas de
identificacion polifasica (Johnson, 2014), teniendo como base una coleccion de cepas altamente

diversa y de esta manera ayudar a la adecuada identificacion de los aislamientos. Una de las propuestas
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mas llamativas actualmente y que muestra ser altamente prometedora es el uso de cddigos de barra de
ADN vy el uso estandarizado de microcodigos (Xu, 2016). Esta iniciativa se basa principalmente en el

uso de secuencias cortas de nucleotidos especifica en las especies de interes.

Con base en todo lo anterior es posible asegurar que al desarrollar un sistema eficiente de identificacion
a nivel de especie, este podria mejorar significativamente la capacidad para controlar y manejar
enfermedades causadas por el género Phoma sp., asi como monitorear los patrones espaciales y

temporales de las distribuciones y migraciones de individuos pertenecientes al género a nivel mundial.

8.13 Complejidades de la especie Phoma exigua

P. exigua se encuentra ubicado dentro de la seccion Phyllostictoides la cual fue introducida por primera
vez en el afo de 1990 por el botanico y micélogo neerlandés Antonius Van der Aa y posteriormente

el también micdlogo neerlandés Gerhard Boerema en 1997 valid6 formalmente la “Seccion

Phyllostictoides” (Van der Aa et al., 2000).

Los individuos pertenecientes a esta seccion producen picnidios de paredes delgadas,
pseudoparenquimatosas, glabros, aunque a veces se observan acompafiados de crecimientos o
proyecciones hifales. Poseen una sola apertura u ostiolo para la liberacién de las conidias sin embargo

en muchos casos estos permanecen totalmente cerrados durante mucho tiempo.

Generalmente producen conidias sin septos en condiciones in vitro y en condiciones in vivo en las
conidias mas grandes es posible observar un proceso de tabicacion secundario produciendo células
con presencia de un septo medial. El porcentaje de conidias septadas estd determinado por las
condiciones ambientales y el rango pueden variar ampliamente, llegando a un 95% de septacion; esto
no ocurre en condiciones controladas ya que la mayoria de las conidias producidas in vitro son

aseptadas, sin embargo, la septacion se puede presentar en pequefios nimeros.

Tal y como se presento en la Tabla 1, los individuos presentan clamidosporas unicelulares, en caso de

que las produzcan. Estas pueden presentarse aisladas, agrupadas o en complejos.

La gran mayoria de los individuos pertenecientes a esta seccion son anamorfos del género Didymella

Sacc. y la especie lectotipo de esta seccidn es P. exigua var. exigua.
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8.14 Nomenclatura actual y reubicacion taxonémica de Phoma exigua

8.14.1 Sinonimias

Phyllosticta sambuci Desm., Annls Sci. Nat., Bot., sér. 3 8: 14 (1847)

P. exigua Desm., Annls Sci. Nat., Bot., sér. 3 11(2): 282 (1849)
Ascochyta phaseolorum Sacc., Michelia 1(no. 2): 164 (1878)

Phoma exigua Sacc., Michelia 1(no. 5): 525 (1879)

Ascochyta nicotianae Pass., Atti Soc. Crittogam. Ital. 3(1): 14 (1881)
Ascochyta viburni Roum. ex Sacc., Syll. fung. (Abellini) 3: 387 (1884)
Phyllosticta hydrangeae Ellis & Everh., J. Mycol. 5(3): 145 (1889)
Phyllosticta forsythiae Sacc., Fungi italica autogr. del. 1-4: tab. 87 (1877)
Ascochyta coffeae Henn., Hedwigia 41: 307 (1902)

Phomopsis perexigua Traverso, Fl. ital. crypt. (Florence) 2(1): 229 (1906)
Ascochyta forsythiae (Sacc.) Hohn., Verh. Naturwiss. Vereins Hamburg, ser. 3 47: 36 (1909)

Phyllosticta hydrangeae var. europaea Passal., Pilze der zweiten deutschen Nordpolfahrt 1869-70
(Leipzig) 1: 5 (1926)

Ascochyta heteromorpha (Schulzer & Sacc.) Curzi, Boll. R. Staz. Patalog. Veget. Roma 12(3): 380
(1932)

Ascochyta hydrangeae (Ellis & Everh.) Aksel, Trudy bot. Inst. Akad. Nauk SSSR. PI. Crypt. 11: 83
(1956)

P. exigua var. solanicola (Prill. & Delacr.) Popkova, Malikova & Kovaleva, (1973)
Phoma viburni (Roum. ex Sacc.) Boerema & M.J. Griffin, Trans. Br. mycol. Soc. 63(1): 110 (1974)

Phoma herbarum f. humuli Sacc., Syll. fung. (Abellini) 2: 133 (1883)



Phoma heteromorpha Schulzer & Sacc., Revue mycol., Toulouse 6(no. 22): 74 (1884)
Phoma perexigua Sacc., Syll. fung. (Abellini) 3: 123 (1884)

P. exigua var. heteromorpha (Schulzer & Sacc.) Noordel. & Boerema, Jaarb. plziektenk. Dienst.: 109
(1988) [1987]

Phoma solanicola Prill. & Delacr., Bull. Soc. mycol. Fr. 6(1): 142 (1890)
P. exigua var. capsici L.Z. Liang, Acta microbiol. sin. 31(2): 161 (1991)
P. exigua var. viburni (Roum. ex Sacc.) Boerema, J. Phytopath. 146(8-9): 414 (1998)

B. exigua var. viburni (Roum. ex Sacc.) Aveskamp, Gruyter & Verkley, in Aveskamp, Gruyter,
Woudenberg, Verkley & Crous, Stud. Mycol. 65: 39 (2010)

B. exigua var. heteromorpha (Schulzer & Sacc.) Aveskamp, Gruyter & Verkley, in Aveskamp,
Gruyter, Woudenberg, Verkley & Crous, Stud. Mycol. 65: 38 (2010)

B. exigua var. forsythiae (Sacc.) Aveskamp, Gruyter & Verkley, in Aveskamp, Gruyter, Woudenberg,
Verkley & Crous, Stud. Mycol. 65: 37 (2010)

B. exigua var. coffeae (Henn.) Aveskamp, Gruyter & Verkley, in Aveskamp, Gruyter, Woudenberg,
Verkley & Crous, Stud. Mycol. 65: 37 (2010)

La sinonimia anterior fue tomada del repositorio micoldgico de indexacion internacional “Index
Fungorum”. Recuperado de: http//:http://www.speciesfungorum.org/Names/SynSpecies.asp?Rec
ordID=515 624.

P. exigua es un hongo plurivoro muy comun en Europa y Asia, aunque también ha sido reportado en
Australia y las Américas. Este hongo ha sido frecuentemente renombrado como una especie desde
mediados del Siglo XIX y puesto en los géneros Phoma sp., Phyllosticta sp. y Ascochyta sp.,
basandose en la especificidad con respecto al hospedero en el que ha sido hallado. Boerema et al, en
el 2004 basandose en estudios utilizando AFLP’s establecio la sinonimia de esta especie, asi como

una contribucién taxondmica de su nomenclatura, con el fin de esclarecer su correcta identificacion.
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De acuerdo a Van der Aa et al, 2000 P. exigua var. exigua ha sido descrito, redefinido y relacionado

con mas de 160 sinonimias, basandose principalmente en sus caracteres morfolégicos:

Ascochyta sp.(9): A. adzamethica, A. boydii, A. carpathica f. caulivora, A. cynarae, A. dahliicola, A.

glechomae, A. lappae, A. pirina y A. potentillarum.
Diplodina sp. (1): Diplodina cynarae.
Phoma sp. (4): P. catalpicola, P. heteromorphospora, P. niesslii y P. westendorpii.

Phyllosticta sp. (155): P. abutilonis, P. aconitina, P. actinidiae, P. adenostylis, P. aecidiicola, P.
alismatis, P. alliicola, P. aloides, P. alpina, P. alternantherae, P. anagallidis, P. antennariae, P.
arborea, P. ariaefoliae f. ulmifolia, P. aricola, P. armeniaca, P. balcanica, P. ballotaecola, P.
balsaminae, P. belgradensis, P. bellidicola, P. bellidis, P. berlesiana, P. bletiae, P. bonanseana, P.
calaminthae, P. calthae, P. calycanthi, P. canescens, P. capparidis, P. capsulicola, P. cardaminis-
amarae, P. carpathica, P. carthami, P. caucésica, P. caucasicai, P. celosiae, P. chenopodii, P.
cinchonae, P. circaeae, P. coriandri, P. crinodendri, P. crotalariae, P. cynarae, P. dahliicola, P.
datiscae, P. daturae, P. daturicola, P. desertorum, P. dircae, P. doellingeriae, P. elettariae, P.
erigerontis, P. erodii, P. erythraeae, P. eupatorii, P. eupatorina, P. falcata, P. fatiscens, P.
filipendulae, P. filipendulina, P. filipendulina var. ulmariae, P. gaillardiae, P. galinsogae, P. gei, P.
gerberae, P. gillesii, P. glechomae, P. gomphrenae, P. gueldenstaedtiae, P. halophila, P.
helianthemicola, P. heterospora, P. hieracii, P. hoveniae, P. hualtata, P. hydrocotyles, P.
hypericicola, P. inulae, P. ivaecola, P. juliae, P. lampsanae, P. lappae, P. lychnidis, P. lythri, P.
macrospora, P. magnolia, P. magnoliae, P. melampyri, P. mentzeliae, P. mercurialicola, P. mimuli,
P. molluginis, P. monardae, P. monardicola, P. mucunae, P. myosotidicola, P. nupharis, P.
nymphaeacea, P. orontii, P. otites, P. pentastemonis, P. pentastemonis f. pentastemonis, P.
pentastemonis var. major, P. pentastemonis var. pentastemonis-azurei, P. pentastemonitis, P.
petasitidis, P. phlomidis, P. pimpinellae, P. pogostemonis, P. polemonii, P. potamia, P. pucciniophila,
P. pucciniospila, P. pygmaea, P. rosae-sinensis, P. sagittifoliae, P. salviae, P. scrophulariae-
bosniacae, P. scrophulariaecola, P. senecionicola, P. sesami, P. sinapi, P. sisymbrii, P. solani, P.
sonchi, P. sordida, P. spaethiana, P. stachidis var. annua, P. stachidis var. arvensis, P. staticis-
gmelini, P. stigmaphylli, P. stratiotis, P. strelitziaecola var. major, P. suaedae, P. taraxaci, P.
tassiana, P. telekiae, P. torilidis, P. tropaeoli, P. valerianae, P. verbasci, P. vernonicida, P.

westendorpii, P. xanthosomatis, P. zahlbruckneri, P. zambiensis.



La extensa sinonimia puede explicarse por el caracter plurivoro ilimitado del hongo y su extrema
variabilidad en tamafio y tabicacion de conidios. Son notables los muchos nombres indicativos de
“hospedero especifico”, anteriormente descritos en el género Phyllosticta. Como productor de
citocalasinas A y B, el hongo se conocié inicialmente como “Phoma stam S 298 (Van der Aa et al.,
2000).

La principal causa que provoco en el pasado, el traslado del P. exigua de una sinonimia a otra fue la
gran variabilidad de se presenta en el tamafio y septacion de las conidias en condiciones in vivo, en
contraste con la septacion observada en condiciones in vitro. Esto debido a que las diferenciaciones
de los caracteres taxondémicos de cepas asiladas de hospederos especificos solo es posible realizarlas
en condiciones de laboratorio y recordemos que el porcentaje de septacién observado en las dos
condiciones (in vivo — in vitro) varia significativamente. En la tabla 3 se resumen las caracteristicas
morfoldgicas de las colonias en medio de Agar Avena (OA), Agar Extracto de Malta (MA) y Agar
Cereza (CA).

Tabla 3. Caracteristicas morfolégicas observadas en P. exigua var. exigua en medios de cultivo OA,
MAy CA.

Agar Avena Agar extracto Agar Cereza
(OA) de Malta (MA) (CA)
Tasa de
o (25-)50-85 (25-)40-75 35-70
crecimiento (mm)
Irregular, Irregular,
Margen Lobulado
lobulado lobulado
Micelio Aéreo, flocoso. Aéreo, flocoso. Aéreo.
Blanco a gris Gris olivaceo a Gris opaco a
olivaceo verde opaco/ negro
Color palido/gris negro olivaceo. A olivaceo. A
olivaceo. menudo con menudo con
Generalmente parches rojizos. manchas
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incolora hacia Generalmente canela a gris

el margen. incolora hacia el sepia.

margen.

Picnidio

Globosos, subglobosos, irregulares, solitarios, agregados,
glabros. Pared picnidial 1-3 capas externas con células

isodiamétricas

Diametro picnidial

100 — 200 pm

Ostiolo

1 a 2 papilados, revestido de células papiladas subhialinas.

Color del picnidio

Olivéaceos a olivaceos negros.

Exudado conidial

Blanco a amarillento, rosado a salmén, rosado vinoso.

Células

conidiogénicas

3-8 x 3-8 um. Globosas, fidlides ampuliformes, engrosamiento

periclinal del locus conidiogénico.

Dimension Aseptada: (2.5-) 4-7 (-12) x 2-3.5 pum (in vitro). Septada: 7.5-
conidial 14.0 (-16.0) x 2.5-4.0 (-6.0) um (in vivo)

o Sugblogosa, elipsoidales, oblongas, alantoides, generalmente
Conidia

con presencia de gutulas.

Clamidosporas

Ausentes (suele observarse la presencia de células hinchadas

constrefiidas en los septos)

Cristales Ausentes
Prueba de NaOH Positivo Positivo N/A
Antibiético E Presente Presente Presente

Fuente: (Van der Aa et al., 2000).

Con base en los estudios realizados por Van der Aa en el 2000, se presenta en la figura 16 un esquema

de una colonia de P. exigua var. exigua tras una incubacion de 14 dias aproximadamente.

Los esquemas presentados fueron obtenidos de observaciones realizadas utilizando microscopio
electronico. En la figura 22 D-F es claro apreciar que ocurre un crecimiento anular desde la pared
lateral de la conidia, dejando al final un poro (p) en el area central. Basicamente el tabique consiste en
una laminilla media llamada “placa septal” (sp.) en ambos casos estan cubiertas con paredes adheridas

a la pared lateral del conidio (Van der Aa et al., 2000).
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Figura 22. Esquema de P. exigua var. exigua (Seccion Phyllostictoides). Corte vertical del picnidio
y micelio subsecuente (A). Vista superficial de un ostiolo, revestido internamente con células
hialinas papiladas (B). Células conidiogénicas y conidios (C). Representacion esquematica de la
tabicacion secundaria de los conidios. Ocurre como un crecimiento anular hacia el interior de la
pared lateral, dejando un poro (p) en el centro. El tabique consta de una laminilla media, la placa
septal (sp), a ambos lados cubierta con capas de pared que a cierta distancia estan "adheridas" a la
pared lateral del conidio. (D-F). Tomado de: (Van der Aa et al., 2000).

Las cepas representativas de P. exigua var. exigua estan conservadas en el Instituto de Biodiversidad
Fungica Westerdijk bajos los cdgidos: CBS 431.74, CBS 101150 y CBS 101155.

Aveskamp en el 2010 realiz6 un estudio con el fin de reorganizar y delimitar correctamente al género
Phoma sp. desde un punto de vista evolutivo mediante el analisis de secuencias multilocus, como
resultado de este estudio demostro que dicho genero es altamente polifilético. En esta investigacion se

analizaron mas 206 taxones los cuales tenian una alta afinidad con el género Phoma sp.

El principal objetivo de este estudio fue llegar a un consenso sobre la circunscripcion del género
Phoma sp. Una definicién modificada del género no solo es Gtil en taxonomia, sino que también sera
de interés para los oficiales de cuarentena de plantas. Sin embargo, las asociaciones teleomorfas de

Phoma sp. aun son inciertas, y se intentd arrojar luz sobre el estado sexual de este género. Se
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incluyeron especies que representan todas las secciones de Phoma y las secuencias de ADN se

compararon con las de otras especies en los Pleosporales (Aveskamp et al., 2010).

Como resultado de esa investigacion P. exigua fue renombrado, siendo su nombre actual el

siguiente:

Boeremia exigua (Desm.) Aveskamp, Gruyter & Verkley, in Aveskamp, Gruyter, Woudenberg,
Verkley & Crous, Stud. Mycol. 65: 37 (2010).

Para lograr este objetivo de delimitacion se aplicd la combinacion de cuatro loci. Dos de ellos
altamente reconocidos por la capacidad de resolver filogenias por encima del nivel familiar que son la
subunidad mayor (LSU, por sus siglas en inglés) y la subunidad menor (SSU) del ADN ribosémico.
Los otros dos brindaron resolucién a nivel de especie e incluso por debajo, los cuales fueron las

regiones ITS y parte del gen de la B-tubulina (Aveskamp et al., 2010).

En micologia tradicional es usual utilizar el nombre genérico de forma conveniente y esto es lo que ha
ocurrido con el género Phoma sp. Las especies han sido definidas y clasificadas desde un sistema
netamente basado en la morfologia y no se establecid este género como una entidad filogenética. Esto
causa un gran conflicto desde diferentes puntos de vista, ya que los mic6logos hacen un gran esfuerzo
por clasificar a los individuos de manera natural, sin embargo, esta el interrogante si se deben mantener
los géneros basados en las formas o ir gradualmente cambiando la vision de investigadores y personal
técnico en campo hacia las nuevas clasificaciones mas naturales, es decir, fusionando los datos

filogenéticos con los datos morfoldgicos.

P. exigua es un claro ejemplo de las complejidades que envuelve la micologia tradicional y cdmo un
género clasificado solo en los caracteres taxondmicos, va perdiendo su identidad a medida que se van

desarrollando nuevas metodologias que esclarecen las relaciones naturales de los individuos.

Para efectos practicos y como una manera de pedagogica de ir asumiendo la reciente nomenclatura,
de aqui en adelante nos referiremos a P. exigua como B. exigua de manera intercalada. A continuacion,

se muestra informacion relevante del nuevo clado Boeremia.
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Boeremia Aveskamp, Gruyter & Verkley, gen. nov.: este grupo representa a las especies
morfolégicamente similares que se conocen actualmente como P. exigua, es un clado bien definido
(BPP = 1.00, RBS = 100%) y comprende todos los taxones reconocidos como variedades separadas
de P. exigua por Abeln et al., en el 2002. (Aveskamp et al., 2010).

Las especies y variedades de este clado se diferencias de otros taxones de Phoma sp. en funcion de la
morfologia de los ostiolos. A diferencia de otras especies que producen ostiolos de lineas suaves, los
taxones incluidos en este clado tienen celulas hialinas distintas que recubren sus aberturas ostiolares
(Fig. 23).

Figura 23. Configuracion ostiolar observado en individuos pertenecientes al género Boeremia gen.
nov. Fuente propia.

El conidiomata picnidial es variable en forma y tamafio, generalmente globosos o subglobosos, glabros
0 con pocas excrecencias miceliales, pueden crecer en la superficie del agar o sumergidos, solitarios
0 agregados. Pueden medir en entre 75 a 370 um de diametro. 1 - 2 ostiolos (-3), no papilados o
papilados, revestidos internamente con células hialinas papiladas cuando han alcanzado su mayor
grado de madurez. Pared picnidial pseudoparenquimatosa, la cual estd compuesta de 2 a 8 capas de
células, de las cuales de 1 a 3 mas externas se encuentran pigmentadas de color marrén. Las células
conidiogénicas son fialidicas, hialinas, simples, lisas, ampuliformes a doliformes (3-7,5 x 3-6,5 um).
Conidias de forma variable, hialinas de paredes delgadas, lisas, generalmente aseptadas (2,5-12 x 2-4
um), sin embargo, es posible encontrar conidias con 1 a 2 septos (15 x 5 um). Pseudotecio rara vez

registrado en una especie in vivo, subgloboso, hasta 300 um de diametro. Asca cilindrica o subclavada
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(50-95 x 6-10 pum), siempre con 8 ascosporas biseriadas. Ascosporas elipsoides, uniseptadas (12-18 x
5-6 um).

Especie tipo: Boeremia exigua (Desm.) Aveskamp, Gruyter & Verkley

Boeremia exigua var. exigua (Desm.) Aveskamp, Gruyter & Verkley, comb. nov. MycoBank
MB515624. Basionym: P. exigua Desm., Ann. Sci. Nat. Bot. 11l 11: 282. 1849. (Aveskamp et al.,
2010).

8.15 Metodologias empleadas para la identificacion del complejo Phoma sp.

A través de los afos las investigaciones taxondmicas realizadas por los mic6logos con el fin de hallar
una manera rapida y adecuada de identificar y diagnosticar a individuos pertenecientes al complejo P.
exigua, han experimentado con una variedad de metodologias pasando por técnicas de identificacion
morfoldgicas, bioquimicas, fisioldgicas, hasta llegar a los tiempos actuales mediante el uso de
herramientas moleculares. A continuacion, se realizara un breve repaso de algunas de las metodologias

usadas en la identificacion de este complejo a través del tiempo.

8.15.1 Metabolito “E”’

Una de las précticas mas usadas para la identificacion de individuos pertenecientes al complejo P.
exigua se encuentra el uso de la técnica denominada: Produccion de Metabolito “E”. esta técnica de
caracter bioquimico, se caracteriza por la produccidon de un metabolito incoloro “E” (producido por P.

[IP¥2]

exigua), el cual se puede derivar a un pigmento “a” y un pigmento “p”

A pesar que la presencia de un metabolito en particular no se limita a una especie en particular, se ha
demostrado mediante comparaciones con otras cepas que P. exigua que el metabolito “E” solo es
revelado por cepas pertenecientes a este hongo, razon por la cual se cree que esta reaccion de oxidacion

es un valioso caracter taxondmico (Boerema & Howeler, 1967).

La reaccion es la siguiente: (E + O—> (a <> ) ); en condiciones alcalinas (NaOH)
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Se ha demostrado en ejercicios comparativos que la produccion del Metabolito “E” es mas abundante
en Agar Malta. En agar cereza la produccion es mucho menor y en Agar Avena es bastante escaso. A
un pH mas bajo, parece haber mas sustancia “E” en el medio que a pH mas altos y adicionalmente se
encontrd que en presencia de luz hay mayor produccion de este metabolito. En presencia de los
productos de oxidacion de la sustancia “E”, los pigmentos “a” y “B” actian como indicadores de pH.
Asi, el pigmento “o” es rojo purpura a pH <10,5 y azul verdoso a pH >12,5. El pigmento “B” es

amarillo a pH <3,5 y rojo a pH >5,5 (Boerema & Howeler, 1967).

El proceso es relativamente sencillo y facil de revelar en cultivos de P. exigua y sus variedades la
oxidacion del Metabolito “E” se produce al agregar al medio una gota de alcali, normalmente se usa
NaOH y la produccion del pigmento inicia casi que de inmediato en el lugar donde fue ubicada la gota.
Esto es posible observarse gracias a la presencia de un ambiente alcalino en el cual se presenta un
viraje de color a azul-verdoso el cual se va oscureciendo a medida que transcurre el tiempo.
Normalmente se evidencia una coloracién mas intensa hacia el borde de la gota (donde el suministro
de oxigeno es mayor). Posteriormente el pigmento “a” pasa a “B” el cual es rojizo en condiciones
alcalinas. El color rojo aparece primero en el borde de la gota y en el centro de la gota hay al principio
una mezcla de “a” (verde-azulado) y “B” (rojizo). El color, por supuesto, también estd influenciado
por el color natural del medio de agar, que es amarillo en agar malta y rojo en agar cereza (Boerema
& Howeler, 1967).

8.15.2 Cristalizacion de los pigmentos de antraquinona

Adicionalmente al analisis de la presencia del Metabolito “E” para la diferenciacion de las variedades
pertenecientes a P. exigua Tichelaar, (1974) realiz6 el reporte sobre el efecto producido por el
fungicida Tiofanato-metilo (Dimetil 4,4’-(o-fenilen)bis(3-tioalofanato)) en condiciones de
laboratorio, el cual produce la cristalizacion de los pigmentos de antraquinona (cristales de color

amarillo) al comparar las variedades exigua y foveata.

Al igual que la prueba bioquimica con el uso de NaOH, el proceso el Tiofanato-metilo es relativamente
sencillo. Se adicionan 25 ppm de fungicida en el Agar Malta fundido (extracto de malta al 1%) después

de dejar enfriar a 50°C no solo acelero la formacion de los cristales amarillos, sino que también
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aumento su abundancia, produciendo asi una diferencia notable entre las colonias de las dos variedades

de P. exigua en una semana.

8.15.3 Deteccion de la produccion de crisofanol

Mosch & Mooi (1975), reportaron la presencia de crisofanol (&cido crisofanico o metilantrachinona),
un derivado de la antraquinona producido por P. exigua var. foveata en medio PDA (papa, dextrosa,
agar) usando la siguiente metodologia: se homogenizé el micelio junto con el medio de cultivo y se
hizo la extraccion mediante cloroformo. Después de evaporacion a 55°C, el extracto obtenido fue
esparcido sobre ldminas de gel de silice y fue posteriormente cromatografiado. Se utilizdé una mezcla
de tolueno y acetona (0,95:5 v/v) como solvente. Utilizando una luz con longitud de onda de 366nm,
fue posible observar varios componentes; donde el componente mas conspicuo tuvo un valor de Rf de
0,79 (factor de retardo — Rf). Este valor coincidié con uno de los principales componentes de una

presentacion comercial de crisofanol.

Con el valor Rf 0,79 hallado se tomaban tejidos vegetales infectados recién cortados, en los cuales se
tenia sospecha de la presencia de P. exigua y eran ubicados sobre una hoja de gel en silice (presionando
firmemente) y se cromatografiaba como se explico anteriormente. Siendo una técnica poco compleja

pero bastante limitada ya que solo servia para distinguir entre las variedades exigua y foveata.

8.15.4 Deteccion de la produccion de liasas

Charya & Reddy (1983), informaron sobre la capacidad de P. exigua de producir enzimas celuloliticas
y pectoliticas denominadas liasas. Con el objetivo de crear una metodologia para la identificacion de
este hongo fitopatdgeno, propusieron caracterizar este tipo de enzimas, en cepas halladas afectando
semillas de Vigna radiata. Para su evaluacion las cepas de P. exigua debian ser mantenidas en medio
de cultivo Asthana-Hawker (AHM), Czapek (CZA), Peptona-Glucosa y medio harina de mung (Vigna
radiata) durante un periodo maximo de 16 dias, a una temperatura entre 25-29°C. De acuerdo con los
resultados obtenidos P. exigua secreta pectato-liasas en diferentes concentraciones dependiendo del

medio, encontrandose que la temperatura optima la para produccion de este tipo de enzimas se da entre



los 25-30°C y el pH dptimo entre 6-10. Respecto a la produccion de pectina-liasas, la concentracion
fue similar en todos los medios recomendados y la temperatura 6ptima fue la misma que para las
pectato-liasas. El pH 6ptimo de 9 y por debajo de pH 7 no hubo produccion de la enzima. A pesar de
obtener resultados contundentes este tipo de metodologia no es lo suficientemente robusta para
trabajos de diagndstico. Razdn por lo cual esta técnica no fue ampliamente empleada ya que los rangos
de datos encontrados fueron similares a los obtenidos con otros hongos fitopatdgenos como:

Penicillium citrinum, Verticillium dahliae, Helminthosporium tetramera, entre otros.

8.15.5 Técnica inmunoenzimatica ELISA

Como una medida para el rapido diagndstico de la enfermedad de la gangrena de la papa causada por
las variedades foveata y exigua, Aguelon & Dunez (1984) desarrollaron dos técnicas
inmunoenzimaticas de ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés)
(Tipo Sandwich e Indirecta) mediante el uso de antisuero obtenido de conejos, los cuales fueron
inyectados con soluciones proteicas provenientes de micelio de estas dos variedades. Las ELISAS
desarrolladas demostraron ser adecuadas en la deteccion de P. exigua presente en diferentes tejidos
(tubérculos, brotes y tallos), siendo la ELISA Indirecta la de mayor sensibilidad en comparacion con
la de tipo Sdndwich. La desventaja presentada por estas técnicas fue la presencia de un nivel alto de
reacciones inespecificas con muestras de tubérculos y brotes. La reduccion del nivel de estas
reacciones se logré unicamente al diluir los extractos. Durante el desarrollo de las técnicas no se logro
identificar el origen de estas reacciones inespecificas, sin embargo, no se encontré evidencia suficiente

que se debiesen a reacciones seroldgicas.

La ventaja de los antisueros usados en ente ensayo es que proporcionan una herramienta muy simple,
sensible y rapida para la deteccion de Phoma sp., pero no fue posible producir los anticuerpos
especificos para las dos variedades, ya que estos reaccionaron con otras especies pertenecientes al
género Phoma sp., razén por la cual los resultados obtenidos por los investigadores a la fecha siguen
siendo poco claros y poco confiables. Los intentos de identificar y aislar un antigeno especifico en

extractos de proteinas de micelio no tuvieron éxito.
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8.15.6 Espectrofotometria de masas (EM)

Desde el punto de vista morfoldgico los hongos P. exigua var. exigua y P. exigua var. foveata son
indistinguibles. Weijman et al. (1984), describieron varias técnicas de espectrofotometria de masas
como alternativas rapidas y eficientes para el diagnostico de estos dos patdgenos del cultivo de la papa.
En el estudio se evaluaron las siguientes técnicas: Cromatografia de Capa Fina (TLC) generalmente
usada para el monitoreo de reacciones, purificacion de muestras y la identificacion de compuestos y
contaminantes en mezclas; Cromatografia gas-liquido (GLC) utilizada para la separacion y
caracterizacion de antraquinonas naturales; la Cromatografia de Gases Acoplada a Espectrometria de
Masas (GC-MS), usada para identificar diferentes sustancias dentro de una muestra de prueba;
espectrometria de masas por pirdlisis (Py-MS) y la espectrometria de masas con sonda de insercion
directa (DIP-MS). Para efectos practicos en el uso de estas técnicas es necesario realizar la obtencién
de Pasibaquina (antraquinona fungica) de las muestras a analizar, en este caso de las dos variedades
de estudio (foevata y exigua). De acuerdo a las necesidades de cada técnica asi mismo fue la
preparacion de las muestras para sus respectivos andlisis y debido a la complejidad de los

procedimientos no es préactico realizar la descripcion de cada técnica en el presente documento.

Con base en los datos obtenidos se confirmé que la TLC es una técnica eficiente de bajo costo, sin
embargo, la obtencion de bandas de pasibaquina se altera a menudo debido al poder limitado al
analizar extractos crudos. Las metodologias de EM como enfoques alternativos de diagndstico son
mucho mas costosas que las convencionales, sin embargo, son mucho mas rapidas y eficientes cuando
se tiene estandarizado el manejo de las muestras ya que con estas técnicas no se requiere de grandes
cantidades de micelio o tejido infectado. Las desventajas de estas técnicas se presentan principales con
problemas de uso de los equipos debido a la necesidad de limpiezas frecuentes de las fuentes de iones

utilizadas, las cuales se contaminan por componentes de baja volatilidad.

El método mas prometedor para la identificacion de estos patdgenos fue la GC-MS, debido a su alta
disponibilidad, especificidad e idoneidad para la automatizacién del proceso. Debido a que son
técnicas que pueden adaptarse a sistemas computarizados, esto permite que el muestreo, analisis y
generacion de reportes se haga de una manera mucho mas rapida y eficiente. Por tal razon estas
metodologias deben ser analizadas con mayor detalle, principalmente en aquellas situaciones donde

se maneje un gran volumen de muestras.
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8.15.7 Utilizacion de medios de cultivo semi-selectivos

Basandose en caracteristicas fisioldgicas presentadas por las variedades foveata y exigua, Turkensteen
(1987), desarrolld6 un medio selectivo conteniendo los siguientes ingredientes: 10 mg de rosa de
Bengala, 40 mg de clorotalonil, 300 mg de metalaxil, 250 mg de sulfato de estreptomicina, 100 mg de
sulfato de neomicina, 50 mg de cloruro de tetraciclina, 10 g de extracto de malta y 15 g de Agar
Técnico No. 3.

El experimento se llevé a cabo sembrando en el medio semi-selectivo dos 0 méas cepas de los hongos
de interés con el propdsito de comparar virajes de color, producidos en el medio. Una de las ventajas
del uso de este medio de cultivo, se basa en que la produccion de antraquinonas formadas por P. exigua
var. foveata provoca la aparicion de gran cantidad de cristales de color amarillo verdoso, siendo este
facilmente identificable, aun cuando haya crecimiento de la variedad exigua en la misma caja.
Adicionalmente se observo la formacion de lineas negras en medio de algunas colonias (normalmente

estas dos variedades producen lineas de color violeta delimitando las colonias).

Normalmente las lineas negras aparecen al onceavo dia de incubacion sin desvanecerse (cuando las
colonias comparadas han hecho contacto). En contraste con las lineas violetas que se observan al
cuarto dia de incubacion (colonias sin contacto), las cuales se desvanecen al ser cubiertas por el hongo.
A pesar de los hallazgos obtenidos no fue posible establecer una relacion directa entre las variedades

y la formacidn de estas lineas oscuras.

A la fecha y con base en la literatura consultada no se encuentra en el mercado un medio de cultivo

selectivo o semi-selectivo para el diagnéstico de P. exigua (B. exigua nov.).

8.15.8 Desarrollo de protocolos para obtencion de ADN flngico

A partir de los 90’s se dio inicio a investigaciones por parte de los micologos para el desarrollo de
herramientas relacionadas con la identificacion molecular de hongos fitopatdgenos con el objetivo de
tener una mayor claridad acerca de sus relaciones filogenéticas. En este orden de ideas Moller et al.
(1992), desarrollaron un protocolo para la obtencién de ADN fangico de alto peso molecular (requisito

principal) con el fin de llevar a cabo investigaciones relacionadas con la sistematica de los hongos a
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través de la amplificacion de regiones genomicas definidas o de secuencias polimorficas (RAPDs,

RFLPs), metodologias basadas en la técnica PCR.

Con el desarrollo de este protocolo abordaron algunos de los grandes inconvenientes en la obtencién
de ADN fangico de buena calidad los cuales se basan en alta produccion polisacaridos de algunos
aislamientos, asi en la obtencion de cantidades insuficientes al extraer ADN proveniente de estructuras
reproductivas o tejidos vegetales infectados.

Para este fin introdujeron la inactivacion de proteinas mediante el uso de SDS (dodecilsulfato sodico)
y Proteinasa K (inactivador de RNAsas y las DNAsas), precipitacion de polisacaridos acidos en
Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) caliente en presencia de SDS y sales, asi como una sola

precipitacion del ADN obtenido en isopropanol.

Este protocolo resultd bastante Gtil para el procesamiento de un alto nimero de muestras provenientes
de varias especies fungicas. Las concentraciones de ADN obtenido se encontraban en rangos entre los

50-50 kpb usando entre 30-60 mg de micelio liofilizado para la extraccion.

8.15.9 Contribuciones taxonomicas para el diagndstico basado en caracteres morfoldgicos

A la par de los avances tecnoldgicos los investigadores relacionados con el mundo de la micologia no
dejan de lado un aspecto muy importante en taxondmica tradicional y es el de desarrollar o crear claves
taxondmicas mucho mas detalladas con el fin de brindar herramientas de apoyo a los micélogos

especializados en morfologia.

Van der Aa et al. (2000) realizaron una descripcion morfoldgica y una revision de la nomenclatura de
la Seccion Phyllostictoides en la cual se encuentran incluidos todos los individuos de la forma P.
exigua. Discutiendo la disposicion taxondmica proporcionando una clave dicotdmica basada
principalmente en un indice hongo-hospedero, proponiendo dos variedades: P. exigua var. forsythiae

(Sacc.) comb. nov. y P. exigua var. noackiana (Allesch.) comb. nov.

Adicionalmente se ofrecen datos importantes acerca de la sinonimia relacionada, lectotipo y datos
sobre distribucion y ecologia. Este documento representa una herramienta importante para conocer las

caracteristicas morfoldgicas mas relevantes en el estudio de P. exigua (B. exigua nov.) aportando datos
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de las caracteristicas presentadas por este hongo in vivo e in vitro. Es importante mencionar que la

taxonomia subespecifica presentada en este documento estuvo respaldada por estudios usando AFLPs.

Posteriormente Boerema et al. (2004) desarrollaron un manual altamente descriptivo incluyendo
figuras y descripciones de colonias de al menos 223 taxones especificos e intra-especificos dentro del
género Phoma sp. Sacc. emend. Boerema & G.J. Bollen, incluyendo las méas de 1000 sinonimias
correspondientes dentro los celomicetos. Este manual representa una herramienta fundamental para el
estudio y adiestramiento desde el punto de vista morfoldgico para aquellos investigadores interesados

en realizar trabajos de sistematica y filogenia con hongos pertenecientes a este taxon.

8.15.10 Uso de marcadores moleculares

Uno de los mayores argumentos para el uso de caracteres moleculares es que son universales ya que
existen genes en todos los genomas celulares (i.e. ribosomales), los cuales son una herramienta ideal
para proveer informacion filogenética. A pesar de que los caracteres morfologicos poseen limitaciones
con respecto a estudios filogenéticos son el complemento necesario para el desarrollo de marcadores
moleculares los cuales son una herramienta necesaria en el campo de la biologia evolutiva (Rentaria,
2000).

En el (2000) MacDonald et al. desarrollaron una metodologia mediante el uso de marcadores
moleculares (RAPD y PCR-RFLP) para la diferenciacién de molecular entre P. exigua var. exigua y
la variedad foveata. Con el objetivo de hallar una banda de ADN polimorfico entre las dos variedades
se analizaron 33 cebadores aleatorios en reacciones RAPD y los patrones obtenidos fueron
caracteristicos para cada patdgeno. Esto permitio el disefio de una prueba PCR que permitio distinguir
cada variedad. Los cebadores derivados del producto RADP generaron fragmentos de 474 pb y la
posterior digestion con enzimas de restriccion de las bandas amplificadas (PCR-RFLP) produjeron los

patrones correspondientes para identificar cada patogeno.

Los RAPDs son marcadores que amplifican aleatoriamente fragmentos del ADN, normalmente son
oligonucledtidos de aproximadamente 10 pares de bases de longitud, los cuales pueden ser
complementarios en varios sitios del genoma. El polimorfismo de las bandas obtenidas en cada uno

de los individuos obedece a cambios en la secuencia de nucleotidos en los lugares de acoplamiento
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del oligonucledtido ya sea por deleccién o insercién de los fragmentos en estos sitios (Tiwari et al.,
2013).

Una de las principales ventajas de los RAPD es su capacidad de amplificar regiones del ADN, tanto
“codificantes” como las “no codificantes” y a comparacion de los RFLPs y las isoenzimas, revelan
niveles de mayor variacion. No requieren conocimientos previos del genoma, asi como la construccion
0 mantenimiento de librerias gendmicas (contiene fragmentos de los ADN gendmicos generados
mediante la digestion parcial). No requiere pruebas radiactivas y el nimero de loci analizados es
ilimitado (Rentaria, 2000).

Desventajas: 1) presencia de bandas erroneas (artefactos), 2) Reproducibilidad de los resultados, 3)
comigracion de las bandas, 4) alelos raros no son detectados o pueden ser malinterpretados, 5) poca

informacion de los loci codominantes.

Los RFLPs revelan diferencias del ADN especificas, las cuales fueron reconocidas por enzimas de
restriccion particulares (endonucleasas) las cuales reconocen y cortan solamente una secuencia

especifica del ADN siempre y cuando estas no se encuentren metiladas (Rentaria, 2000).

El uso de esta herramienta en sisteméatica hongos demostré que solo pequefias variaciones pueden ser
observables a nivel poblacional al analizar ADN mitocondrial (mt-ADN) debido que en cada especie
existe un alto grado de conservacion. Esta técnica presenta tiene como desventajas la necesidad de una
gran manipulacion y altos costos en los ensayos, los fragmentos obtenidos son representan un gran
volumen dentro de una reaccion simple; necesidad de aislar grandes cantidades de ADN cuanto el

genoma es grandes (Martinez de la Parte, 2006).

Desde hace algunas décadas se ha trabajo arduamente en el desarrollo de estrategias para el diagndstico
de individuos y se han descrito técnicas para diferenciar de manera directa el material genético de los
individuos, a través de patrones de bandas provenientes del ADN conocidas como “huellas genémicas
o huellas de ADN”. Haciendo una semejanza, estos patrones de bandas corresponderian, por ejemplo,
a los codigos de barras que identifican un producto comercial y en el caso de los seres humanos a sus
huellas digitales, es decir, Unicas para cada individuo; llevando a cabo una tipificacion altamente

precisa y unica del organismo en estudio (Valadez-Moctezuma et al., 2001)

Una de las técnicas usadas para el diagnostico rapido del complejo Phoma es el uso de Huellas

digitales de amplificacion de ADN (DAF) la cual se basa en la tecnologia de la PCR generando un
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perfil de amplificaciones arbitrarias (MAAP, por sus siglas en inglés) (Caetano-Anollés & Bassam,
1993).

Aveskamp et al. (2009b) puso a prueba esta técnica utilizando ADN proveniente de 42 cepas
pertenecientes al complejo P. exigua usando cinco cebadores de mini-horquilla. Cada una de las
huellas de ADN contenia de 1 a 13 bandas visibles entre 300 y 2000 bp.

Los cebadores mini-horquilla consisten en un bucle de ADN compuesto de siete u ocho nucle6tidos y
un nucleo arbitrario de tres a cinco nucleétidos de longitud. La estabilidad de estos cebadores
oligonucleotidicos es bastante alta y con base en varias investigaciones han demostrado ser muy Utiles
en estimaciones de las relaciones genéticas incluyendo estudios acerca de la diversidad genética de
hongos fitopatdgeno como Fusarium oxysporum f. sp. cubense y Discula destructiva (Aveskamp et
al., 2009b).

La técnica de la PCR es altamente sensible y con el fin de asegurar el éxito de la misma es conveniente
utilizar al inicio pocas moléculas de ADN molde (en el orden de los nanogramos); pero debido a esta
propiedad, es muy facil que se amplifiquen secuencias exdgenas de ADN contaminante, si no se toman
las precauciones necesarias durante el establecimiento de la reaccion (Valadez-Moctezuma et al.,
2001)

Su principio es muy sencillo y esta basado en la amplificacién del ADN en condiciones in vitro,
obteniéndose el final del proceso la replicacién exponencial de la secuencia blanco hasta en un millon
de veces, aln como se menciono anteriormente en presencia de gran cantidad de moléculas de ADN
no relacionadas, trayendo como producto un ADN altamente homogéneo el cual es una excelente

fuente para diversas manipulaciones moleculares (Ayra et al., 2001).

La técnica DAF es capaz de detectar diferencias genéticas en una gran variedad de organismos, aunque
es relativamente sencillo encontrar diferencias entre organismos a nivel de especie DAF puede
encontrar diferencias en relaciones mucho mas estrechas incluyendo analisis de pedigri. Esta técnica
se basa en tres pasos: i. amplificacion del ADN ii. Separacion del ADN mediante electroforesis iii.
Tincion para la resolucion de los fragmentos obtenidos (tincion de plata) (Caetano-Anollés & Bassam,
1993)

Con el fin de discriminar la variedad del complejo P. exigua (B. exigua nov.) se han llevado a cabo

investigaciones utilizando los Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP, por
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sus siglas en inglés). Esta técnica es una combinacién de las metodologias basadas en hibridacion y
PCR.

Los AFLP consisten en la digestion completa del ADN gendmico total con enzimas de restriccion,
seguida de la amplificacion selectiva de los fragmentos obtenidos para detectar polimorfismos debidos
a mutaciones en la secuencia de ADN en, o cerca de, los sitios de restriccion. Los polimorfismos se
detectan por electroforesis como un patron de fragmentos de ADN amplificados (bandas) que difieren
en nimero y tamafo, este patron es altamente especifico y debido a las restricciones de la técnica es

altamente reproducible (Serrato & Ramos, 2014)

Al igual que otras técnicas de marcadores moleculares, el proceso inicia con el aislamiento del ADN
gendmico y su restriccién completa con dos endonucleasas diferentes Eco Rl y Mse I. Eco RI reconoce
una secuencia de seis pares de bases (pb) al interior del genoma y Mse | reconoce una secuencia de 4
pb. A través de la accion combinada de ambas endonucleasas, se obtienen un gran nimero de
fragmentos con frecuencias (en numero descendente): Mse I-Mse | >>>Mse |- Eco Rl >>>Eco RI-
Eco-RI. La técnica AFLP selecciona Unicamente los fragmentos Mse I-Eco RI ya que si se

amplificaran todos los fragmentos el andlisis correspondiente seria muy complejo.

Posteriormente a la restriccion continua la ligacion de un adaptador especifico de doble cadena el cual
tiene una longitud de 25 a 30 pb a cada lado del fragmento de restriccion, y dichos adaptadores cuentan
con una cola 5°. Estas secuencias de adaptadores seran reconocidas por los iniciadores especificos para
la PCR que se unen para dar inicio a la primer “amplificacion pre-selectiva”; esto significa que solo
una parte de los fragmentos Mse I-Eco RI se amplificaran en esta etapa del proceso (SRFA, Selective
Restriction Fragment Amplification) y esta se lleva a cabo con el uso de iniciadores que contienen
una base extra en el extremo 3’; resultando un subconjunto de fragmentos que ademas de llevar la
secuencia complementaria al iniciador, tienen complementariedad con la base extra adicionada. Paso
seguido, estos productos amplificados son sujetos a una seleccion mucho mas rigurosa en donde se

consideran iniciadores con dos o tres bases extras (Valadez-Moctezuma et al., 2001).

Esta técnica permite una mayor deteccion de polimorfismos comparada con otras metodologias

basadas en el uso de la PCR haciendo posible identificar marcadores genéticos con mayor facilidad.

Uno de los grandes usos de esta técnica se basa en la aplicacion en investigaciones de caracterizacion

genetica. Gracias a la gran cantidad de bandas reproducibles que se generan, se ha convertido en una
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herramienta muy importante en la caracterizacion molecular de organismos dificiles de determinar a

nivel morfoldgico.

Dentro de las ventajas de esta técnica se encuentran las siguientes: 1) son un marcador neutral, 2)
proveen informacion de todo el genoma del organismo, 3) no requieren informacién previa del
genoma, 4) producen un gran numero de bandas polimorficas, 5) en altamente reproducible, 6) se usan
pequefias cantidades de ADN, 7) una vez estandarizados se generan a gran velocidad, 8) se pueden
usar en analisis de poblaciones, andlisis de genética cuantitativa tipo QTL (quantitative trait loci) y de

filogenia y 9) nivel de resolucidn bueno tanto en electroforesis como en electroforesis capilar.

La técnica presenta las siguientes desventajas: 1) mayor nimero de pasos con otros marcadores
dominantes como ISSR y RFLP, 2) no pueden analizarse en geles de agarosa, 3) es una técnica costosa,
comparada con otras, 4) son un marcador dominante que no permite distinguir heterécigos de los
homdcigos dominantes, 5) 5) las bandas pueden ser homoplasias (son iguales en tamafio pero su origen
es diferente) (Serrato & Ramos, 2014).

Abeln et al. en el (2002), llevaron a cabo una investigacion utilizando esta técnica con el objetivo de
hallar diferencias genéticas en variedades pertenecientes a la especie P. exigua (B. exigua nov.)
mediante el uso de 43 aislamientos del hongo altamente similares. Las regiones ITS amplificadas en
este estudio fueron bastante similares proporcionando perfiles de bandas muy claros y altamente

reproducibles, los cuales eran variables entre las cepas.

Este anélisis revelé de manera contundente la similitud genética de las siguientes variedades: populi,
linicola, heteromorpha, viburni, forsythiae y noackiana y las especies exdticas P. destructiva y P.
lycopersici. Y adicionalmente una fuerte evidencia genética para la similitud entre las variedades:

exigua, diversispora y lilacis.

Los resultados de esta investigacion arrojaron como gran conclusion que la AFLP fue altamente
informativa; se observaron muchos patrones de bandas diferentes. Las reacciones duplicadas
confirmaron que AFLP es una técnica altamente reproducible en comparacion con otras técnicas de

huellas dactilares, como se ha demostrado anteriormente (Abeln et al., 2002).
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8.15.11 Utilizacion de cebadores universales y bases de datos

El auge en el uso de técnicas moleculares en estudios filogenéticos dio paso al desarrollo y
construccién de bases de datos internacionales que sirvieran como repositorio de las secuencias
halladas por los cientificos durante las investigaciones relacionadas con estudios en sistematica de

hongos.

Un claro ejemplo de este tipo de caracterizaciones moleculares se observa en el trabajo realizado por
Koike et al. en el (2006), utilizando secuencias de los genes correspondientes al ARN Ribosomal
5,8S; mediante el uso de cebadores universales (regiones conservadas de ADN). El proceso esté
claramente definido: 1) obtencion de los aislamientos de interés (en este caso P. exigua), 2)
Caracterizacion morfoldgica, 3) Extraccion del ADN, 4) Seleccion de los cebadores (ITS1, 1TS2), 5)
Realizacion de la PCR con perfiles basados en los cebadores escogidos, 6) Obtencion de los productos
de PCR, 7) limpieza de dichos productos, 8) secuenciacion de los productos de PCR (para el
experimento se usaron los primers ITS1- ITS4), 9) limpieza de las secuencias obtenidas y 10)
comparacion de las secuencias en bases de datos. Este fue el primer reporte de P. exigua causando
enfermedades en el cultivo de la lechuga en Estados Unidos, el cual estuvo soportado por

caracterizacion morfolégica y molecular.

8.15.12 Utilizacién de marcadores filogenéticos

A mediados de los 90’s se empezaron a conocer varios marcadores que eran capaces de identificar al
género Phoma sp., esto gracias a los avances en las técnicas moleculares y bioquimicas. Como se
describié anteriormente el uso de cebadores universales son una herramienta util para la
caracterizacion molecular. Sin embargo, se ha demostrado que a lo largo de las Gltimas décadas que
el uso de la region ITS pueda inferir diferencias en las relaciones con sus parientes mas cercanos,
razon por la cual se hizo necesario la busqueda de otros loci lo suficientemente reveladores para

realizar un andlisis filogenético mas robusto.

Dentro de los genes de interés se ha encontrado que el Factor de Elongacion es bastante util para

investigar las relaciones entre hongos en varios niveles. Con base en esta informacion, Irinyi et al.
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(2007) obtuvieron secuencias codificantes para el factor de elongacion de traslacion 1 subunidad alfa
(EFla=tefl), de seis especies pertenecientes a Phoma sp. con el objetivo de resolver las relaciones
filogenéticas entre ellas, y consideradas estrechamente emparentadas antes de realizarse este estudio.
Segun la investigacion la seleccion de este gen radica en la importancia de su funcion, ya que es un
componente esencial en el proceso de sintesis de proteinas en eucariotas y arqueabacterias,

promoviendo la union de aminoacil-tRNA al ribosoma.

Las especies estudiadas fueron inicialmente caracterizadas morfolégica y fisiologicamente de acuerdo
a Boerema et al. (2004), siendo identificadas como: P. exigua var. linicola, P. eupyrena, P. destructor,
P. medicaginis, P. foveata, y P. herbarum. Todas ellas aisladas de plantas infectadas. Adicionalmente
se incluyeron en el estudio las secuencias del factor de elongacion de: Ascochyta sp., Ascochyta pisi y

Phoma pinodella.

Mediante el uso de la técnica PCR se obtuvo un Gnico producto entre 250 y 260 pb en todas las
amplificaciones, usando los cebadores EF1-728F y EF1-986R para cada una de las 6 cepas de Phoma
sp. probadas. Y con base en esta informacion se construy6 un arbol filogenético en donde se observo

que las especies de Phoma sp. estudiadas estaban claramente separadas los taxones Aschohyta.

Aqui se introduce una caracteristica fundamental en estudios de filogenia y es la obtencion de arboles
filogenéticos mediante algoritmos computacionales. Una herramienta fundamental en la resolucion de

las relaciones genéticas entre poblaciones de estudio.

Para la generacién de los arboles filogenéticos, el algoritmo genético, crea una poblacion de arboles
aleatoria cuyas hojas o nodos son diferentes. Cada elemento (arbol) se evalia mediante una funcién
objetivo hibrida, la cual combina dos criterios normalizados: maxima parsimonia y matriz de distancia
(DMM) que darén su valor de aptitud a cada elemento, posteriormente se realizan las operaciones

béasicas del algoritmo genético como son la seleccion, cruza y mutacion (Ryosuke, 2002).

Un resultado importante obtenido en este estudio y que confirma la necesidad de realizar estudios de
caracterizacion molecular con el fin de entender mejor la biologia de este género, se baso en que el
arbol filogenético basado en secuencias tef no admite las secciones tradicionales de Phoma sp. basadas

en caracterizacion morfoldgica.
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8.15.13 Desarrollo de PCR convencional y PCR en tiempo real

En el afio (2007) Cullen et al. desarrollaron ensayos de PCR convencionales y cuantitativas para la
deteccidn de patdgenos afectando tubérculos de papa almacenados. El estudio fue llevado a cabo con
el objetivo de detectar en una misma reaccion los siguientes patdégenos: Phytophthora erythroseptica,

Pythium ultimum y P. exigua var. foveata.

Para el desarrollo de la PCR convencional y tiempo real se disefiaron cebadores correspondientes a la
region ITS del ADNr. Una vez disefiados los cebadores se obtuvieron amplicones de 150 pb
aproximadamente permitiendo una amplificacion eficiente, provenientes del analisis de méas 120

aislamientos presentes en el estudio.

A pesar de que los cebadores fueron disefiados para identificar la variedad foveata, en los resultados
obtenidos se encontré que también identificaban la variedad exigua, asi como especies diferentes a
Phoma sp. Esto demuestra la complejidad en la identificacion precisa del complejo Phoma, debido a
que en las PCR ensayadas no se distinguian las dos variedades, ya que las alineaciones obtenidas de

las regiones ITS1 - ITS2 eran idénticas.

La metodologia denominada PCR en tiempo real fue desarrollada por la necesidad de cuantificar
diferencias en la expresion del RNA mensajero (RNAmM) y la necesidad de aprovechar la
disponibilidad de pequefias cantidades de RNAm en algunos procedimientos. Esta Ultima necesidad
hace de la PCR una herramienta valiosa cuando las cantidades de RNA son bajas. La PCR en tiempo
real ofrece resultados cuantitativos y una de sus mas grandes ventajas es la relativa facilidad y
conveniencia del uso en comparacion con algunas metodologias méas antiguas., ademas de que los

productos de la amplificacion se observan a medida que transcurren los ciclos.

Esta técnica se basa en la deteccion de un reportero fluorescente y su cuantificacion, cuya sefal
aumenta en proporcién directa a la cantidad de producto PCR presente en la reaccion. Razén por la
cual se requiere de un termociclador que tenga un sistema de deteccidn capaz de obtener y cuantificar

la sefial emitida por el reportero al final de cada ciclo (Martinez & Silva, 2004).

En una PCR en tiempo real cada reaccion es caracterizada en el momento en que la amplificacion de

un producto PCR es detectado, después de un numero fijo de ciclos. Entre mas alto es el nimero de
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copias obtenidas del blanco mucho més pronto sera observable el aumento en la fluorescencia. Esto

revoluciono la capacidad de monitorear el progreso en tiempo real de la PCR.

8.15.14 Andlisis de secuencias multi-locus

Como ya se ha mencionado anteriormente, individuos pertenecientes al complejo Phoma generan
grandes pérdidas a nivel economico en cultivos de importancia comercial. Recordemos que desde el
punto de vista morfolégico se ha demostrado que la diferenciacion de las variedades y especies
relacionadas, son en muchos casos indistinguibles. A pesar de los grandes avances en biologia
molecular se hace necesario el desarrollo de técnicas mas sensibles y confiables en el diagndstico y

revelacion filogenética de este tipo de patdgenos basandose en el ADN.

Entre las técnicas moleculares disponibles destaca la técnica de secuenciacién multilocular MLST
(MultiLocus Sequence Typing) que se basa en el andlisis de las secuencias parciales de una serie de
genes conservados; pequefias variaciones en la secuencia de estos genes permiten diferenciar

claramente las distintas cepas de la misma especie (De las Rivas et al., 2007).

La MLST es altamente confiable ya que revela el alto grado de polimorfismo que puede estar presente
en las secuencias de nucleotidos y adicionalmente en cada nuevo estudio se pueden usar y agregar los
datos obtenidos en investigaciones anteriores. Esta metodologia entr6 a reemplazar antiguas técnicas
como la Electroforesis Enziméatica Multilocus (MLEE), la hibridacion ADN-ADN y las RAPDs. Posee
una ventaja observable sobre el andlisis de polimorfismos de un solo nucle6tido (SNPs) de que se
pueden detectar y agregar a la base de datos nuevas posiciones de nucledtidos polimdrficos en

cualquiera de las secuencias de fragmentos de genes (Taylor & Fisher, 2003).

Utilizando la técnica MLTS, Chen et al. (2015) analizaron un total de 287 aislamientos identificado
morfolégicamente como Ascochyta sp., Didymella sp. y Phoma sp. provenientes del Westerdijk
Fungal Biodiversity Institute y del Plant Protection Organization of the Netherlands con tres objetivos
especificos: 1) determinar la filogenia de estos tres generos usando secuencias multilocus (LSU, ITS,
rpb2 y tub2), 2) delimitar la filogenia de Didymellaceae, revisando su taxonomia desde un enfoque

polifasico y 3) designar epitipos para estabilizar la aplicacién de nombres dentro de la familia.

85



Como resultado se obtuvieron 286 grupos taxondmicos contenidos en una alineacion concatenada,
arrojando un total de 2620 caracteres incluyendo los ‘gaps’ (espacios en blanco): 966 caracteres para
LSU, 648 para ITS, 395 para tub2 y 599 para rpb2. De los cuales 833 eran patrones de sitios Gnicos:
45 para LSU, 270 para ITS, 216 para tub2 y 352 para rpb2. Se analizaron un total de 12858 &rboles,

arrojando 17 clados monofiléticos bien soportados.

9. Flujo de trabajo para desarrollar una metodologia de diagndstico molecular: P. exigua (B.
exigua nov.)

A partir del numeral 9 en adelante, se presentara la descripcion de las pautas a seguir mediante el
seguimiento de un flujo de trabajo y tomando a modo de ejemplo actividades preliminares de
implementacion llevadas a cabo en las instalaciones del LSG, con el fin de desarrollar una herramienta

de diagnostico molecular para el hongo P. exigua (B. exigua nov.).

9.1 Identificar regiones de ADN disponibles en bases de datos que permitan la diferenciacion de
especies del género Phoma sp.

9.1.1 Obtencidn de secuencias de genes usados en filogenia de bases de datos publicas. (Genes:
ITS, g-tubulina, ACT, LSUy TEF)

Con base en la literatura consultada, fueron seleccionados los genes ITS, B-tubulina, ACT, LSU y
TEF, basandose en ellos, desarrollar la técnica de diagnostico molecular en P. exigua; ya que son los
mas secuenciados para este hongo (ver, Tabla 3). Esto se debe a la alta capacidad que tienen de resolver
filogenias y de acuerdo a Kowalski et al. (2019), son la mejor opcion para la identificacion de

aislamientos del género Phoma sp.

Por lo tanto, los tamafios de los productos de PCR generados por estos genes, sirven para diferenciar
taxones emparentados, en muchos casos hasta nivel de variedad y su variacion dentro del genoma es

constante.

En estudios de filogenia de hongos se suelen amplificar regiones del genoma altamente conservados

y las regiones mas utilizadas generalmente son los genes ribosomales. El ribosoma eucariota cuenta
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con dos subunidades de ARN ribosomal (40S y 60S) las cuales son codificadas por tres genes: un gen
Ilamado 5,8S, la subunidad pequefia 18S (SSU, por sus siglas en inglés) y por ultimo la subunidad
grande 28S (LSU). Estos tres genes se encuentran separados entre si por regiones espaciadores de
transcripcion interna (ITS). La region ITS y la SSU son regiones que acumulan mutaciones neutrales
a través del tiempo y por este motivo son extensamente usadas en comparaciones taxondmicas de base

filogenética (Garzon, 2013).

El “factor de elongacion de traduccion 1” es parte del complejo EF1 citosolico cuya funcion principal
es promover la union de Aminoacil-tRNA al ribosoma en un proceso dependiente del Guanosin
Trifosfato (GTP, pos sus siglas en inglés). Hace parte esencial del proceso de sintesis de proteinas en
las células eucariotas y debido a que es una proteina altamente conservada se ha sugerido que tiene

propiedades ideales para la interferencia filogenética (Irinyi et al., 2007).

La B-tubulina, es una proteina que hace parte constituyente de los microttbulos en células eucariotas
y esta regién es ampliamente usada para la identificacion de hongos ya que permite establecer
diferencias entre individuos de una misma especie cuando se realizan comparaciones de las zonas

intrénicas del gen (Garzén, 2013).

Estudios filogenéticos realizados en Phoma sp. han demostrado que las secuencias de Actina,
proporcionan una resolucion alta para la delimitacién de especies emparentadas en varios ensayos

siendo muchas veces consideradas, mas eficientes que las regiones ITS (de Gruyter et al., 2012).

Es importante mencionar que para desarrollar una metodologia de diagnéstico molecular existen dos
opciones: 1) realizar comparacion de genes, 2) realizar comparacion de genomas. Para el caso
particular de P. exigua la Unica opcién disponible fue la nimero 1, ya que en las bases de datos
consultadas solo se encontraron cuatro genomas secuenciados. Con un ndmero tan reducido de
genomas disponibles no es posible realizar procesos de comparacion. Por esta razon se llevo a cabo la

seleccidn de los genes anteriormente mencionados.

Normalmente para este tipo de investigaciones la base de datos de secuencias mas usada por excelencia
y la de mayor confiabilidad, es la custodiada por el Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica
(NCBI) de los Institutos Nacionales de Salud. EI NCBI fue creada en 1988 con el fin de desarrollar

sistemas de informacion relacionados con biologia molecular.
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Adicionalmente el NCBI tiene la responsabilidad de mantener la base de datos de secuencias de
4cidos nucleicos GenBank®, la cual recibe datos a través de colaboraciones internacionales con el
Banco de Datos de ADN de Japdn (DDBJ) y el Archivo Europeo de Nucle6tidos (ENA), asi como
de la comunidad cientifica (Agarwala et al., 2015).

Los recursos bioinforméticos ofrecidos por el NCBI se pueden encontrar a traves de su pagina de
inicio (NCBI, 2020).

Para desarrollar esta actividad, se debe realizar una busqueda de secuencias y usando una base de datos
confiable. Esta actividad requiere de ciertas habilidades en bioinformética y actualmente existen gran
variedad de recursos via web que explican de manera detallada como llevar a cabo esta labor de

busqueda y obtencion.

Bésicamente el proceso tiene los siguientes pasos: 1) ingreso a la pagina principal del NCBI, 2)
Seleccionar la base da datos de nucleétidos llamada “Nucleotide”, 3) Digitar en el area de busqueda
el organismo de interés, 4) descargar y almacenar las secuencias halladas (generalmente se almacenan
en formato .FASTA) (Fig. 24).

2 NCBI Resources @ How To &

Sign in to NCBI

Nucleotide Nucleotide v |/Phoma exigua [ Search |
Create alert Advanced Help
COVID-19 is an emerging, rapidly evolving situation.
) Get the latest public health information from CDC: https://www coronavirus.gov .
b Get the latest research from NIH: https://www.nih.gov/coronavirus.
Find NCBI SARS-CoV-2 literature, sequence, and clinical content: hitps:/iwww ncbinlm.nih.govisars-cov-2/
Species Summary ~ 20 per page ~ Sort by Default order + Sendto: =  Filters: Manage Filters
Plants (2) _
Fungi (1,595) @Complete Record =
Customize Items: 1 to 20 of 1597 OCoding Sequences P
OGene Features ! [Tree]
Molecule types Pa \ua (1551)
enomic DNA/RNA (1,597) — : . inati !

gCustomae ( : [ Phoma exigua 188S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal trar (E:hoose Destlnatur)n fata (9) 5

ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete seque @File O Clipboard ‘gi;zﬁzr?@{ )
Source databases RNA gene, partial sequence U Collections Ipersici ()
INSDC (GenBank) (1,591) 532 bp linear DNA 21)
Eii{fﬁﬂlg Accession' AY927784 1 GI- 60460079 Download 1597 items

Taxonomy Format
Sequence Type GenBank FASTA Graphics FASTA A R
Nucleotide (1,507) Sort by jta
Soquence tength [J Phoma exigua strain 02-059 18S ribosomal RNA gene, partial sequenc: v
Custom range 2. spacer 1, 5.88 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2,6 gpoy G| )

28S ribosomal RNA gene, partial sequence TeEnm
Release date 509 bp linear DNA
Custom range Accession: AY367351.1 GI: 34559521
Revision date Taxonomy. Search details -
Custom range GenBank FASTA Graphics ["Boeremia exigua"[Organism] OR Phoma

Figura 24. Busqueda de las secuencias de interés en la base de datos del NCBI.



Una vez almacenadas las secuencias, es importante realizar un proceso de depuracion de las mismas
y eliminar las redundancias. La redundancia de secuencias significa, que en la base datos existen dos
0 mas secuencias identicas, las cuales han sido rotuladas o identificadas de manera diferente, es decir,

que el proceso de depuracion se basa en la eliminacién de secuencias “repetidas”.

Es importante mencionar que estas bases de datos publicas estan alimentadas por investigadores a
nivel mundial y este hecho aumenta la probabilidad de que dichas bases almacenen informacion
redundante. Para el presente ejercicio en particular se hallaron 9645 secuencias de genes disponibles
en las bases de datos publicas, y después de realizar la labor de eliminacion de redundancias ese

namero se redujo a 1299 (ver, Tabla 4).

Para efectos practicos se recomienda que una vez se hayan eliminado las redundancias clasificar las
secuencias obtenidas por cada gen encontrado y de esta manera tener un panorama global de la

disponibilidad de informacion relevante para iniciar la investigacion.

Tabla 4. Relacion de nimero de secuencias por cada gen hallado.

I oy NP

especies/ especies/
Cantidad varied. Otros Cantidad varied. Total
Internal
Transcribed Spacer
- ITS 416 23 3 117 7 533
B-rubuin [N 1 2 10 2 230
N o 7 8 188
Large Ribosomal
Subunit - LSU 99 13 54 1 153
Translation
Elongation Factor -
TEF 28 10 9 2 97
Calmodulin 68 22 1 1 1 69
RNA polymerase Il
-RPB2 29 18 0 0 29
Total Global 1036 107 6 263 21 1299

9.1.2 Alinear secuencias mediante el uso del Software bioinforméatico MEGA (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis).
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Una vez se han obtenido las secuencias de interés estas deben ser limpiadas y alineadas con el fin de
eliminar aquella informacion que pudiese generar ruido al momento de los analisis correspondientes.
Para este fin existen a disposicion software especializados en el tema los cuales deben adquirirse la
experiencia requerida en su manejo y uso correspondiente. Para esta propuesta se menciona uno de

facil acceso a estudiantes e investigadores llamado MEGA (version 10.1) (Fig. 25).

MX: Alignment Explorer (Actina - Alineada.fas) o= =] X
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

(=R =EnEve DXExa+#ap Q2 G9Q

DNA | Protein |

Species/Abbry . S L1111 1111 1el=*l* [=]*]=]*
1. B_exi_KT309153_culture-collection_) > | B C
2. B_exi_KT309174_culture-collection,
3. B_exi_KT309176.2_culture-collection|
4. B_exi_KT308219.2_cutture-collection S
5. B_exi_KT309243 2_culture-collection 2

9. B_exi_KU726962_strain_Pn002
10. B_N_MG67639_isolate_Is_6730

14. B__MG967693_isolate_Js_6764

15. 8_N_MGI67694_isolate_Js_6355

17. B_H_MG967696_isolate_ls_631
18. B_N_MG967697_isolate_Js_8032
19. B_M_MG967688_isolate_Js_4353 D
20. B_hed_KT309376_culture-cole
21.B_cri_KY484558_strain_CBS_1
22 B_exi_v_exi_KP748414__isolate_12 8¢

Site # I‘ ::] @ with  wlo gaps

Figura 25. Ejemplo de secuencias alineadas y depuradas utilizando el Software MEGA®:

9.1.3 Construccién de arboles filogenéticos.

Cuando ya se tienen las secuencias alineadas y separadas por genes, se inicia el proceso de
construccién de arboles filogenéticos. Para la construccion de dichos arboles se pueden utilizar tanto
secuencias de nucledtidos como de proteinas. Por tal razén es importante escoger muy bien los genes
que se quieren analizar, es decir, que su analisis aporte informacion contundente que revele las
relaciones filogenéticas de los organismos de los cuales se obtuvieron las secuencias.

Antes de realizar la busqueda de secuencias en las bases de datos, es imprescindible realizar antes una

basqueda en la literatura acerca de trabajos previos en filogenia y desde el punto de vista cientifico
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analizar cuales han arrojado mejores resultados a través del tiempo a nivel sistematico (informacién
presentada en la seccion 8).

Con base en la informacion presentada anteriormente, se recomienda que para adquirir experiencia en
este tipo de herramientas bioinformaticas, se deben utilizar secuencias de nucledtidos, ya que ofrecen
mayor informacion cuando se quiere estudiar organismos estrechamente relacionados (complejo P.

exigua para este ejemplo).

Con las secuencias ordenadas y alineadas el siguiente paso es la construccién de los arboles
filogenéticos los cuales de manera visual brindardn informacién importante acerca de cuén

emparentados estas dos organismos dentro del analisis correspondiente.

En la figura 26 se puede observar claramente la conformacion de un arbol filogenético utilizando a

alineamientos correspondientes al gen de la Beta-tubulina para este ejemplo.

MX: Alignment Explorer (Beta-tubulina - Alineada.fas) |8 &4 KT3B97ES sran CBS 10721
—IBMVMWMFAPEQ

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help 8 exi KRE53201 sirain ZJUB106

- 8 exi MH725230 vouches MF-32 422

= uuc i [~ B ex1 KT309424 culture-collection ICMP: 11477
=B L.F| 0 E w 6’ [ | 0O K b 4 + » [ B exvcof 237505 sean G 109183
- | 8 o6 KT308408 cutre cotecion CUP 1185

DNAS P\I Inted in G | 8 exi v het GU237496 strain CBS 101196

i T Protein ) = P exi EUS41427 isolate D/146.

NMAETEENSRNREAORR S ERNRAARS 2 8 e KT300440 cuture.collecton ICHP 11885

! B ex KT309470 cuture-collection ICMP- 14412

8 ex KT309523 cuture-collection ICHP 5533

8 ex LT838278 partial tubb gene for
B e LT838279 partial tubb gene for
B ex KY273917 isolate 17 82
B exi KY273918 isolate 17 87
B exi KT309383 culture-coblecton ICMP 10089
8 exi KT309446 culture-collecton ICMP: 12242
B exi KT309416 culture-collection ICMP 11444
417 P ex v ex EUS41428 isolate ICMP 15330
B exi MG029468 isolate 32 36
e
B exi v exi KRO10463 strain 10-1
e
[ |8 ex KT309456 cuture-collection ICMP 13339
9. B_exi_KT309437_cu C ¢ B &t KT08S
= = = B exi KY273919 isolate 321
10. B_exi_KT309440, : C C 8 ex KY273922 isolate 32.226
C B exi v exi MGO70365 isolate T70

€ MG020470 isolate 17 39
ex MH725223 voucher MF-17.35

i KT309499 cuture-collection ICMP 2214
x MH732951 strain 17PDO26-4
2 v in MG298934 isolate PAPE-1

EENEE]

€x KT309437 cuture-collection ICHP. 11846
B ex KT300407 cuture-collection ICMP- 11184
- B fov GU237508 strain CBS 109176
F— B sam GU237516 strain CBS 109170
|tog- B ned 2710 st GBS 20001

8 hed GU237511 strain CBS 36791

o UCC 160509
18. B_exi_KR653201 “ 8 ex MHT25227 voucher MF-17 83
19. B_exi_KT389785_ C
il % L— Pfov EUS41431 isolate D048
20. B_exi_LT838278 4 ‘ F— 8 noa GU237514 stran CBS 100353
: A 5 — B div GU237491 strain CBS 101184

B dv GU237492 strain CBS 10280
B tel GU237520 strain C8S 109175
B sp KX698030 SCJ-2017a cuture MFLUCC 150771

B cn GU237489 strain CBS 109.79
B str GU237518 strain CBS 126,93

B lyc GU237512 strain CBS 378,67
8 ex KT300447 culture-collection ICMP: 12263
B Iyc KY484765 strain CBS 196.35

E mac KX698032 culture MFLUCC:16-0335
= 8 exi KT309415 culture-cobection ICMP: 11407
77 B ex KT309420 culture-colection ICMP: 11452
©

o/ scu. 150172

Figura 26. Arbol filogenético correspondiente al complejo P. exigua a partir de alineamientos de
secuencias del gen Beta-tubulina.
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9.1.4 Seleccion de genes para identificar molecularmente el hongo P. exigua.

Al igual que con el alineamiento de secuencias, para la construccion de arboles filogenéticos se puede
utilizar el software MEGA, el cual tiene la funcion de detectar aquellas regiones de los alineamientos

en los cuales haya presencia de cambios en los nucleétidos.

La importancia en este paso es la de reconocer e identificar aquellas regiones donde se evidencien
cambios unicos en los aislamientos utilizados (Fig. 27) y con base en esos cambios realizar el disefio
de cebadores especificos que ayuden, mediante una PCR convencional, a la deteccion del organismo

de interés.

Este tipo de ejercicios requiere de una inversion de tiempo considerable ya que se deben buscar de
manera minuciosa aquellas variaciones que pueden resultar de gran interés para el correcto desarrollo

de una metodologia de diagndstico molecular a implementar.

Lo anterior significa que se deben encontrar aquellas particularidades a nivel molecular que estan
dispuestas de manera Unica en el genoma. Solo asi sera posible disefiar cebadores de alta calidad que

reconozcan fielmente al organismo target al momento de llevar a cabo el diagnéstico molecular.

T e e e e e e e e T e [ e e e
| 10 20 30 40 S0 €0 70 80 0 100 110 120 .
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P exi AY8315..... C ...T.C..T. .

P exi EU5439--..-- = .

P exi EU5439|--

B exi v exi |-

B exi v exi |-

B exi v i

P exi v exi |-

B exi v

P exi v exi |-

B exi v

B exi v gi

B exi v

B exi v
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B 1lil MG967

B 1lil MG
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B 1il

B 1il MG96€7
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B fov KY4847-- R R LR - T R
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B sam KY4847 Bl R T I I T I T = L =PI = P

B sam KY4847 < T T T T L= LT = < T R L T

B div KY4846 ----- . - «aCu .
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B noa KY4847 .- -- . ..

B lyc KY4847T-. . .o e

B tel KY4847|-- .- -e .

B str KY4847|.. . ..

B NOA KY4B47 v veeceennnnaeeeacanasnaaaassssssnnsaassssssemaneaBesesacaaannannnann Lo
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Figura 27. Analisis de las secuencias del gen Translation Elongation Factor — TEF para hallar
regiones conservadas presentes en secuencias del organismo target (sefialas en verde). Un punto (.)
en la secuencia representa un nucleétido idéntico con la secuencia consenso.
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9.2 Validar in silico y en laboratorio cebadores especificos para P. exigua en una poblacion de
prueba.

9.2.1 Disefar cebadores especificos para la identificacion molecular hasta nivel de especie de P.
exigua.

Para el disefio de cebadores es necesario tener en cuenta que una PCR convencional debe poseer

unas condiciones minimas requeridas para su buen rendimiento y estas se definen como:

e Duracién de las fases de acoplamiento y elongacion

e Calidad de los cebadores utilizados con sus respectivas temperaturas de fusion.
e Tipo de enzima utilizada (Taqg polimerasa)

e Estandarizar los volimenes de reactivos y de ADN molde

e Definicidn del amplicon o producto PCR que se va a obtener.

Para un correcto disefio de cebadores es imprescindible que cumplan con tres criterios:

e Garantizar que las temperaturas de alineamiento sean similares, esto con el fin de aumentar el
rendimiento. Normalmente esto ocurre cuando hay un porcentaje promedio de entre 50% vy el
60% de Guanina y Citosina.

e Los cebadores no deben favorecer la formacion de horquillas (hairpins)

e Sebe garantizar que no sean complementarios.

Se recomienda que durante el disefio de cebadores para PCR convencionales, se debe evitar que las
secuencias terminen en GGT, TTA, GGG, ATT, CGA, TAA o (Onodera & Melcher, 2004).

Actualmente existen herramientas via web para el disefio de cebadores y entre ellos se pueden

mencionar: VirOligo, MFEprimer3, primer3, Vector NTI, InSilicoPCR, entre otros.
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9.2.2 Extraer y cuantificar ADN de poblacion prueba con hongos pertenecientes al género

Phoma sp.

Para este paso dentro de las instalaciones del LSG se construy6 una poblacion prueba de individuos
pertenecientes al género Phoma sp., de no menos de 15 cepas morfoldgicamente similares, aisladas de
semillas de frijol y forrajes tropicales los cuales cumplian con todos los criterios de caracterizacion
morfoldgica, y de esta manera se garantizé que el ensayo estuviese dentro del criterio de evaluacion
que se deseaba abarcar, el cual era, identificar hasta nivel de especie, aquellas cepas que desde el punto

de vista morfoldgico pertenecieran al complejo Phoma.

Adicional a la caracterizacion morfoldgica hasta nivel de especie, es importante mencionar que, con
el fin de asegurar la calidad del ensayo, esta poblacion debié ser identificada molecularmente hasta
nivel de especie mediante el uso de secuenciacion de primera generacién a través del uso de cebadores

universales.

Una vez las cepas fueron caracterizadas morfolégicamente y molecularmente el paso siguiente se
enfocd en la estandarizacion de la extraccion de ADN. Actualmente existe una gran variedad de
protocolos de obtencion de ADN fungico, los cuales deben ser ajustados a las condiciones de la
muestra y facilidad en la obtencién de la misma. Generalmente para hongos el ADN se extrae
directamente del tejido micelial, y en ese caso se debe asegurar el crecimiento de las cepas en
ambientes sin presencia de agentes contaminantes, es decir, utilizar aislamientos puros de cada

individuo.

Para tal fin existen dos opciones de crecimiento: 1) siembra de la cepa en medio de cultivo liquido
(caldos enriquecidos, medios universales sin presencia de agentes coagulantes, etc.), 2) en medios de
cultivos sélidos. Dependiendo del substrato seleccionado asi mismo se llevaran a cabo las actividades

de recuperacion del micelio y posterior extraccion.

Una vez se haya obtenido el ADN fungico, es necesario determinar la calidad del mismo con el fin de
estimar su concentracion y determinar la presencia de impurezas en la muestra obtenida. Para tal fin

se debe emplear un equipo de espectrofotometria siguiendo los procesos indicados por el fabricante.
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9.2.3 Evaluar la calidad de los cebadores disefiados mediante el analisis in silico en cuanto a
especificidad y eficiencia de la reaccion de PCR para la sintesis de tres parejas de cebadores

promisorios.

Como se ha mencionado en secciones anteriores, la técnica PCR ofrece amplias ventajas frente a otras
metodologias, gracias a su alto nivel de sensibilidad y resolucion de filogenias. Sin embargo, esta
técnica depende en gran parte de la calidad de los genes seleccionados o disefiados para el ensayo, de
ahi la importancia de validar su disefio en condiciones artificiales con el proposito de asegurar su

rendimiento en condiciones reales.

Debido a que la PCR es una técnica relativamente costosa, es importante tomar las medidas necesarias
que estén al alcance del investigador y de esta manera reducir los costos evaluando cebadores recién
disefiados. Por tal razon la validacion in silico es una alternativa eficiente en la cual a través de
algoritmos computacionales se analizan, verifican y validan si los pares de cebadores disefiados son
aceptados o rechazados. Con esto se elimina la posibilidad de desperdiciar algin tipo de reactivo de

alto costo (Orozco-Ugarriza et al., 2016).

9.2.4 Disefio y corrido de la reaccion de PCR

Con el fin de validar la eficiencia de los cebadores y su capacidad discriminativa se recomienda llevar
a cabo una prueba de calidad, probando los cebadores en individuos altamente emparentados y
confirmar la especificidad de los mismos, usando ADN de tres especies de Phoma sp., dos especies

de Ascomycetes pertenecientes a la misma familia y una especie perteneciente a la misma clase.

9.2.5 Secuenciar por método Sanger los productos de la PCR obtenidos.

Una vez se hayan obtenido los productos de PCR de la poblacion prueba, estos deben ser secuenciados
utilizando el método Sanger. El proceso de secuenciacion de productos de PCR se hace de manera

comercial, es decir, se envian las muestras a laboratorios especializados en el tema. Dichas muestras



deben ser rotuladas y enviadas de acuerdo a protocolos especiales y cada laboratorio cuenta con sus

propias condiciones de recibo y procesamiento de las mismas.

Adicionalmente, entidades educativas como universidades publicas y privadas prestan este tipo de
servicios de secuenciacion y los valores oscilan dependiendo si las muestras seran secuenciadas en el

pais de origen o deberan ser enviadas a laboratorios de secuenciacién internacionales.

9.2.6 Comparar las secuencias obtenidas en bases de datos para la identificacion molecular de

P. exigua.

Dentro de los recursos que ofrece el NCBI, se encuentra la Herramienta Bésica de Blsqueda de
Alineacion Local (BLAST, por sus siglas en inglés). Es una de las mas utilizadas cuando se quiere
comparar informacion de secuencias de nucleotidos, asi como recuperar dichas secuencias de bases
de datos. Por lo tanto, esta herramienta representa un excelente punto de partida para aquellos

investigadores que no han tenido experiencias previas con el manejo y uso de bases de datos publicas.

Desde su creacion la herramienta BLAST ha hecho grandes contribuciones al mundo cientifico,
abarcando varios campos de la biologia como lo son: biologia molecular, bioquimica de proteinas,

genética molecular, entre otros.

La herramienta BLAST es la estrategia méas utilizada y confiable es la bldsqueda de similitud de
secuencias. Se usa para la caracterizacion de secuencias recién determinadas (la secuencia de consulta)
con respecto al porcentaje de similitud de cualquier secuencia similar que se encuentre almacenada en
la base de datos (Syngai et al., 2013).

9.2.7 Alinear secuencias mediante el uso del Software bioinforméatico MEGA.

Al igual que en la seccion 9.1.2 se realiza este proceso con el fin de eliminar aquella informacion que

pueda causar interferencias en los analisis.
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9.2.8 Seleccion de cebadores para estandarizar la metodologia de diagnostico molecular.

Se seleccionaré el cebador que haya obtenido los mejores rendimientos, en cuanto a las caracteristicas

basadas en la energia libre de Gibbs y productos de amplificacion (libre de dimeros).

Los cebadores u oligonucle6tidos iniciadores de la reaccion, son fragmentos complementarios que se
unirdn a cada una de las dos cadenas del ADN templado que se han separado. Por tal razén es muy
importante invertir el tiempo necesario en analizarlos a profundidad para tomar buena decision basada
en unos criterios generales previamente establecidos. En la Tabla 5 se relacionan los criterios que se

deben tener en cuenta para realizar una seleccion adecuada de cebadores.

Tabla 5. Criterios generales para la seleccion de cebadores.

Tamanfo Entre 25-30 nucleotidos de longitud.

Base en el extremo 3’ Debe serunaG ounaC

Temperatura de fusion (melting 50-65°C

tempeture)

Contenido de GC 50-60%

Auto-complementariedad Debe evitarse y de esta manera reducir al
minimo la formacion de estructuras
secundarias y los dimeros del cebador

Similaridad Apareamiento con el ADN del 100%

Fuente: (Martinez & Silva, 2004).

Un aspecto importante a tener en cuenta para la seleccion de cebadores es su especificidad la cual
depende directamente de su longitud (cantidad de nucle6tidos que lo conforman). Los cebadores deben
amplificar una secuencia Unica dentro del ADN molde seleccionado ya que si se disefia un cebador
con una secuencia altamente repetitiva se dara lugar a productos no deseados.

Se debe tener presente el “GC Clamp” (pinza de GC), que es la presencia de una base de guanina (G)
o citosina (C) en las Gltimas 5 bases (el extremo 3 ') en un cebador para PCR. Tener la presencia de
un GC Clamp en un cebador de PCR puede ayudar a mejorar la especificidad de la union del cebador
a la secuencia complementaria. Sin embargo, demasiadas bases G o C, especialmente al final de los
cebadores, pueden tener efectos negativos.

97



La temperatura de fusion (Tm) se define como la temperatura a la cual la mitad de las hebras del ADN
molde estan desnaturalizadas y la otra mitad formando duplex y esta influenciada por la cantidad de
G+C presente en la reaccion (Martinez & Silva, 2004).

9.3 Estandarizar la metodologia de identificacion de P. exigua aislado de semillas de frijol y forrajes

tropicales.

9.3.1 Realizacion de una prueba piloto con hongos aislados de semillas de frijol y forrajes
tropicales para realizar ajustes en la extraccion de ADN y en la reaccion de PCR.

En este paso del flujo de trabajo, la prueba piloto se debera enfocar en el analisis detallado de los
pardmetros y criterios anteriormente mencionados, con el fin de ajustar la metodologia lo mejor
posible. A continuacion, se mencionan algunos aspectos a tener en cuenta cuando se lleven a cabo este
tipo de procesos: 1) probar diferentes temperaturas de fusion con base en los calculos realizados, 2)
Cuantificar y verificar la calidad del ADN obtenido después de la extraccidn, 3) Confirmar mediante
secuenciacion la longitud de los productos de PCR obtenidos, 4) comparar resultados obtenidos entre
aislamientos de P. exigua (B. exigua nov.). (evaluacion de la especificidad), asi como de otras especies
pertenecientes al género, 5) Probar los cebadores en géneros diferentes a Phoma sp., 6) Probar
diferentes diluciones de ADN molde (estimacion de sensibilidad), 7) Evaluar ensayos de repetitividad
(corrida de la PCR por un mismo usuario en diferentes tiempos), 8) Realizar ensayos de
reproducibilidad (usuarios diferentes realizan la prueba).

Con base en los resultados de sensibilidad, especificidad, repetitividad y reproducibilidad se tomara
la decision de cudles cebadores seran seleccionados y de qué manera quedara finalmente disefiada la
prueba.

En todos los casos los resultados deberan en teoria ser similares y de esta manera se validara que la

metodologia esta correctamente estandarizada.
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9.3.2 Seleccion y prueba de la metodologia de amplificacion de la PCR.

Si se cuenta con méas de un gen con buenos rendimientos y alta definicion de filogenia, se puede
estandarizar adicional a la PCR convencional una prueba Multiplex (analizar varios genes en una

misma reaccion usando, PCR en tiempo real).

9.3.3 Generacion del protocolo para la aplicacion de la metodologia que permita la
identificacion del hongo cuarentenario P. exigua (B. exigua nov.).

Una vez haya finalizado el proceso de desarrollo de la técnica y se cuente con la informacion detallada
acerca de la estandarizacion de la técnica propuesta, el laboratorio de Sanidad de Germoplasma, con
base en los parametros de documentacion y de acuerdo al sistema de gestion de calidad implementado,
se generara un documento en el cual se describa el protocolo que sera implementado para la
diagndstico molecular del hongo cuarentenario Phoma exigua presente en semillas de frijol y forrajes

tropicales.

10. Conclusiones

El presente documento proporciona un conjunto de datos lo suficientemente robustos acerca de la
taxonomia del hongo cuarentenario Phoma exigua (B. exigua nov.) con el objetivo de resolver las
ambiguedades presentes en la actualidad en cuanto a sisteméatica y procesos de diagnostico
fitosanitario. Los datos y la informacién obtenida mediante la revision bibliografica realizada,
proporciona las herramientas necesarias para la toma de decisiones de gran impacto en laboratorios de
sanidad vegetal que tengan como objetivo la implementacion de herramientas de diagndstico
molecular. Este tipo de trabajos pueden ser utilizados como punto de partida para el desarrollo de
investigaciones encaminadas en ampliar y esclarecer aspectos relevantes acerca del impacto
costo/beneficio mediante el uso de metodologias de diagndéstico fitosanitario de mayor sensibilidad y

eficiencia.
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