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Aviso

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

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

Describir la metodologia aplicada en el Laboratorio de Micologia del Centro Nacional de
Referencia Fitosanitaria (CNRF) para la deteccion e identificacion de Passalora fulva mediante
caracterizacion morfométrica y técnicas moleculares a partir de tejido vegetal de tomate (Solanum
lycopersicum).

2. INTRODUCCION
2.1 Informacion sobre la plaga

El moho de la hoja del tomate, causada por el hongo P. fulva, es una enfermedad comuin y
destructiva en cultivos de tomate, cuando éstos crecen bajo condiciones de alta humedad
relativa, afectando a cultivos bajo invernadero y ocasionalmente a cielo abierto (Thomma, Van
Esse, Crous y De Wit, 2005; lida et al., 2018).

Los sintomas iniciales de la enfermedad ocurren una semana después de la infeccion. Los
conidios de P. fulva se adhieren al envés de la hoja, germinando y penetrando a través de las
aperturas estomaticas, por lo que comienzan a presentarse manchas con apariencia blanquecina,
tornandose cafés después de la esporulacién del hongo. En el haz, dichas manchas se
manifiestan como puntos difusos de color verde palido o amarillento, los cuales crecen
adquiriendo un color amarillo obscuro debido a la muerte celular de las hojas (Joosten y de Wit,
1999; Thomma et al., 2005). Debido a la obstruccion de los estomas, las hojas pueden presentar
enrollamiento, clorosis y defoliacion. En infecciones severas estos sintomas se presentan sobre
tallos, peciolos y frutos ocasionando la muerte del hospedante (Jones, Zitter, Momol y Miller,
2016).

P. fulva no forma estructuras especializadas como haustorios, en su lugar, obtiene nutrientes a
través del crecimiento micelial intercelular y la liberacion de proteinas y péptidos que inducen
en las células del hospedante la liberacion de sustancias nutritivas. Presenta alta especificidad
de hospedantes, ya que afecta solo a cultivares de tomate (S. lycopersicum), debido a dicha
especificidad, se piensa que el origen de P. fulva coincide con el centro de origen de S.
lycopersicum en Sudameérica (Joosten y De Wit, 1999; Thomma et al., 2005).

Hasta ahora el estado teleomorfo de P. fulva es desconocido; sin embargo, de acuerdo al analisis
molecular de las secuencias ITS1, 5.8S e ITS2 del DNAr, P. fulva posee un alto porcentaje de
similitud con otros taxones que poseen una fase teleomorfa dentro de Mycosphaerella como M.
kensiensis y M. hedericola, razén por la que se le coloca dentro de la familia
Mycosphaerellaceae. Morfoldgicamente Passalora se distingue por poseer una cicatriz conidial
mas obscura y engrosada, pero no protuberante como en el caso de Cladosporium, el cual a
diferencia de Passalora presenta su fase teleomorfa dentro de Davidiella (Braun, Crous, Dugan,
Groenewald y De Hoog, 2003).
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Actualmente, el cultivo de tomate en invernadero ha contribuido en la creacion de condiciones
ambientales favorables para la dispersion del hongo en &reas templadas de todo el mundo
(Thomma et al., 2005). En paises donde se registra alta prevalencia de la enfermedad, la presion
impuesta por variedades de tomate resistentes ha favorecido el surgimiento de nuevas razas que
vencen rapidamente la resistencia, ocasionando pérdidas severas a la produccion de tomate en
invernadero (lida et al., 2018). Por esta razon, P. fulva es considerada una plaga de importancia
econOmica, pues, de acuerdo al Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP)
(2019), en 2018 la superficie sembrada de tomate en México fue de 88 500 ha, con una
produccion total de 4.02 millones de toneladas.

2.2 Informacion taxondmica
Nombre: Passalora fulva (Cooke) U. Braun & Crous, 2003

Sinonimias: Fulvia fulva (Cooke), 1954
Cladosporium fulvum Cooke, 1883
Mycovellosiella fulva (Cooke), 1983

Nombres comunes: Moho de la hoja del tomate (espafiol)
Tomato leaf mold (inglés)

Posicion taxondmica:
Dominio: Eukaryota
Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Dothideomycetes
Subclase: Dothideomycetidae
Orden: Capnodiales
Familia: Mycosphaerellaceae
Género: Passalora Fr., 1849
Especie: P. fulva (Cooke) U. Braun & Crous, 2003

(Braun et al., 2003)
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3. DETECCION E IDENTIFICACION

Para determinar la presencia de P. fulva se debe partir de material vegetal fresco, que presente
signos y sintomas caracteristicos de la enfermedad. Sin embargo, de acuerdo a Tsatsia y Jackson
(2017), existe la posibilidad de que el patégeno también se disperse a través de semillas
asintomaticas o contaminadas superficialmente con esporas.

Los primeros sintomas sobre el tejido vegetal se manifiestan en un periodo comprendido de siete a
diez dias después de la infeccion. Estos se observan inicialmente como manchas pequefias de color
verde claro o amarillo sobre el haz de las hojas y estomas (Anexo 8.1). Al crecer, estas manchas se
tornan de color amarillo obscuro y presentan agregaciones hifales de color blanco sobre ellas, a
partir de las cuales emergen los conidiéforos, cambiando su color a un café obscuro al ocurrir la
esporulaciéon (Thomma et al., 2005). Otros sintomas visibles son clorosis, defoliacion y
enrollamiento de las hojas. Mientras que en infecciones severas también es posible observar la
presencia de micelio sobre tallos, peciolos y frutos (Jones et al., 2016).

Si la muestra recibida carece de los drganos vegetales necesarios para el diagndstico de la
enfermedad, o éstos se encuentran en mal estado con signos de descomposicion avanzada se
registra el motivo del rechazo: “Material en mal estado” o “No se proces6” y se concluye el
diagndstico.

3.1 Descripcion morfométrica

La identificacion morfométrica se debe realizar a partir del tejido vegetal o del aislamiento y
cultivo in vitro del patégeno. Contrastando su morfometria colonial y estructural con la
reportada por la literatura.

3.1.1 Descripcion colonial

En condiciones in vitro la colonia de P. fulva presenta un crecimiento lento, desarrollando un
micelio semi compacto, con una pigmentacion que va del amarillo o verde obscuro al marrén
obscuro (Figura 1a) (lida et al., 2018).

3.1.2 Descripcion morfologica

Micelio liso, 2 um de diametro, bien desarrollado, septado, noduloso y ramificado.
Conididforos septados, ligeramente pigmentados, coloracién verde olivo a café obscuro, lisos,
en ocasiones ramificados, solitarios o en fasciculos, rectos o sinuosos, usualmente con puntas
apicales curvas, formando células conideogénicas apicales y laterales, de 20-160 pum x 5-10
pm. Esporulacion abundante (Crous, Braun, Schubert y Groenewald, 2007). Conidios hialinos,
globosos, lisos elipticos, no alargados, sin septos o uniseptados, raramente hasta 4 septos,
formando cadenas simples o ramificadas, pigmentacion amarillo claro a hialino, de 10-30 um
X 5-10 pum (Figura 1b-d) (Braun, 1995; Videira et al., 2017).
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A diferencia de P. fulva, Cladosporium spp. presenta cicatrices conidiales e hilum
prominentes, engrosados y obscuros; sus conidios son subglobosos, elipsoides, ovoides o
subcilindricos, con uno o varios septos, con superficie verruculosa y formando cadenas
ramificadas (Figura 2) (Braun, 1995; Crous et al., 2007).

Figura 1. Crecimiento cultural y estructural de Passalora fulva. (a) morfologia colonial color verde oliva en
medio de cultivo V8; (b) conididforo reducido a una célula conidiégena, (c-d) conidi6foros libres y conidios en
cadena, globosos, elipticos, uni o aseptados. Escala de 10 um. (Videira et al., 2017)
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Figura 2. Descripcion morfoldgica. a). Passalora spp., conidi6foros libres, solitarios, rectos y poliblasticos;
conidios globosos, elipticos, uniseptados o aseptados. b). Cladosporium spp., conidios ovoides, subcilindricos,
con uno o varios septos, cicatriz conidial e hilum prominentes y superficie verruculosa (Braun, 1995).

3.2 Identificacion morfoldgica

La identificacion morfoldgica se debe realizar a partir de signos sobre el tejido vegetal o del
crecimiento in vitro de las estructuras en papel secante y medio de cultivo.

3.2.1 Observacién directa

1) Partir de semillas, hojas, ramas, tallos o frutos con presencia de sintomas y observar con un
microscopio estereoscépico la presencia de signos del hongo (micelio, conidiéforos libres
y conidios).

2) Obtener fragmentos de aproximadamente 0.2 mm de grosor, utilizando navaja de bisturi o
navaja de afeitar.

3) Elaborar montajes temporales o permanentes (Anexo 8.3) para su observacion con un
microscopio compuesto. Marcar las preparaciones con el numero de identificacion y los
datos de la muestra.

4) Medir el ancho y largo de las estructuras del hongo (micelio, conidi6foros libres y conidios)
y comparar las dimensiones obtenidas con la literatura de referencia, con el fin de definir el
género y especie de acuerdo a la descripcion morfométrica.

3.2.1.1 Interpretacion de resultados

Cuando los signos en el tejido vegetal correspondan a conidiéforos y conidios que coincidan
con la descripcion de P. fulva, el diagnostico debe reportarse como positivo para esta técnica.
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Opcionalmente, como prueba de corroboracion se debe realizar el anélisis filogenético de los
aislamientos. La corroboracion por secuenciacion puede ser necesaria en aquellos casos en
donde se necesite un sustento fitosanitario de mayor relevancia para la movilidad de tejido
vegetal, si es el caso, se debe seguir el procedimiento descrito en el Anexo 8.5 para la
extraccion de ADN y analisis filogenético.

Si no se detecta la presencia de estructuras caracteristicas de P. fulva, entonces el diagndstico
debe reportarse como negativo para esta técnica y el resultado se verifica por incubacién en
medio de cultivo y papel secante.

3.2.2 Incubacién en papel secante

1) A partir de semillas o tejido vegetal con o sin sintomas y signos del hongo, obtener
fragmentos de aproximadamente 1 cm? y en condiciones de asepsia, desinfestarlos con una
solucién de hipoclorito de sodio al 1% durante 1 min y enjuagar en 3 ocasiones con agua
destilada esteéril. Para permitir el secado del material vegetal, colocar los fragmentos sobre
papel absorbente estéril durante 2 a 3 horas aproximadamente.

2) Armar camaras himedas. Colocar en cajas Petri de cristal un circulo de papel filtro
Whatman® del numero 4 (puede utilizarse otro tipo de papel filtro o papel absorbente) y
esterilizar en autoclave durante 20 min a 121 °C y 15 psi (libras por pulgada cuadrada, por
sus siglas en inglés) o durante 2 horas a 160 °C con calor seco. Una vez que las cajas estan
estériles y frias, bajo condiciones asépticas, humedecer el papel filtro con agua destilada
estéril (evitar tener exceso de agua) y con plumén permanente etiquetarlas con los datos de
identificacion de la muestra.

3) Colocar en la camara himeda de 5 a 6 fragmentos de material vegetal seco. Incubar durante
5 dias a 25 °C, bajo condiciones de 80% de humedad.

4) Transcurrido el tiempo de incubacion, observar con un microscopio estereoscépico si hay
estructuras del hongo, de haberlas, realizar el montaje para visualizar sus caracteristicas y
obtener aislamientos puros en medio de cultivo PDA (Papa Dextrosa Agar, por sus siglas
en inglés) o V8 (Anexo 8.2).

5) Incubar los aislamientos puros durante 10 dias a 25 °C, al término de este tiempo observar
el tipo de crecimiento y coloracion del micelio, ademés de la formacion de estructuras del
hongo (micelio, conidiéforos y conidios).

6) A partir de las estructuras, obtener montajes temporales o0 permanentes para su observacion
con un microscopio compuesto. Medir las estructuras del hongo y obtener el intervalo de
medidas del ancho y largo. Comparar las dimensiones con la literatura de referencia para
definir el género y especie del hongo de acuerdo con sus caracteristicas morfométricas.
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3.3.2.1 Interpretacion de resultados

Si durante la incubacion en papel secante, se obtienen estructuras tipicas del hongo sobre el
tejido vegetal que correspondan a P. fulva, se debe reportar el diagnostico para esta técnica
como positivo.

Opcionalmente, como prueba de corroboracion se debe realizar el analisis filogenético de los
aislamientos. La corroboracion por secuenciacion puede ser necesaria en aquellos casos en
donde se necesite un sustento fitosanitario de mayor relevancia para la movilidad de tejido
vegetal, si es el caso, se debe seguir el procedimiento descrito en el Anexo 8.5 para la
extraccion de ADN y andlisis filogenético.

Si no se detecta presencia de estructuras caracteristicas de P. fulva, se debe reportar el
diagnostico para esta técnica como negativo y verificar el resultado por incubacion en medio
de cultivo y observacion directa.

3.2.3 Aislamiento en medios de cultivo

1) A partir de semillas o tejido vegetal, con o sin presencia de sintomas y signos del hongo,
obtener fragmentos de aproximadamente 1 cm?, desinfestarlos y secarlos siguiendo el
procedimiento descrito en la seccion 3.2.2 inciso 1.

2) Sembrar las semillas o fragmentos vegetales secos en cajas Petri con medio de cultivo PDA
0 V8 (Anexo 8.2) e incubar a 25 °C * 3 °C durante 5 dias.

3) Aislar cultivos puros del hongo en medio de cultivo PDA o V8 e incubar durante 12 dias.
Observar la presencia de micelio, conidiéforos y conidios mediante un microscopio
estereoscopico.

4) Obtener preparaciones temporales o permanentes (Anexo 8.3) de las estructuras y observar
con un microscopio compuesto.

5) Medir las estructuras del hongo (conididéforos y conidios) y obtener el intervalo y promedio
del ancho y largo de éstas. Comparar las dimensiones obtenidas con la literatura de
referencia para definir el género y especie del hongo.

3.2.3.1 Interpretacion de resultados

Si durante la incubacion en medio de cultivo, se obtienen estructuras tipicas del hongo sobre
el tejido vegetal que correspondan a P. fulva, se debe reportar el diagnostico para esta técnica
como positivo.

Opcionalmente, como prueba de corroboracion se debe realizar el analisis filogenético de los
aislamientos. La corroboracion por secuenciacion puede ser necesaria en aquellos casos en
donde se necesite un sustento fitosanitario de mayor relevancia para la movilidad de tejido
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vegetal, si es el caso, se debe seguir el procedimiento descrito en el Anexo 8.5 para la
extraccion de ADN y andlisis filogenético.

Si no se detecta presencia de estructuras caracteristicas de P. fulva, se debe reportar el
diagnostico para esta técnica como negativo y verificar el resultado por incubacion en papel
secante y observacion directa.

3.3 Identificacion del patdgeno

Para reportar una identificacion positiva de P. fulva, es necesaria la deteccion en conjunto de las
siguientes pruebas: aislamiento y caracterizacion de la colonia; y caracterizacion morfométrica
de las estructuras distintivas del hongo.

Opcionalmente, como prueba de corroboracién se debe realizar el analisis filogenético de los
aislamientos. La corroboracion por secuenciacioén puede ser necesaria en aquellos casos en
donde se necesite un sustento fitosanitario de mayor relevancia para la movilidad de tejido
vegetal.

4. REGISTROS
Almacenar los registros y evidencias del proceso de diagndstico de P. fulva.

e EIl material vegetal que no fue usado en el diagndstico se debe mantener dentro de su empaque
original, bajo refrigeracion a 4 °C durante al menos 1 mes posterior al diagnostico.

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

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

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

e Si aplica, resguardar los resultados de las pruebas moleculares y analisis filogenético
(fotografia del gel y secuencias) y mantener el DNA obtenido en congelacion a -20 °C (de
ser posible a -70 °C).

5. CONTACTO PARA INFORMACION ADICIONAL

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

6. RECONOCIMIENTO

Este protocolo fue elaborado por los técnicos del Laboratorio de Micologia del CNRF (Adrian
Gonzalez Saucedo, Jire Ajeleth Mufioz Jaimes, Lervin Hernandez Ramos, Magnolia Moreno
Velazquez y Nayeli Carrillo Ortiz); revisado por la Jefatura del Departamento de Fitopatologia
(Maria del Rocio Hernandez Hernandez); y editado por personal del Grupo DiaFi (Ariana
Guadalupe Robles Zarate y Lizeth Guadalupe Durén Espinosa).
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8.1 Sintomas y signos

) I WA
Figura 3. Sintomas y signos de Passalora fulva en tomate. (a) Micelio verde olivo creciendo sobre el envés de
las hojas; (b) puntos clordticos sobre el haz de hojas (Kubota, Morishima e lida , 2015).

8.2 Medios de cultivo

A continuacion, se sefialan los medios de cultivo usados para el crecimiento y determinacion de
P. fulva en condiciones in vitro.

Jugo V8 vy Agar (V8)

Jugo V8 50 ml
Extracto de levadura 1lg
Carbonato de calcio 1lg
Glucosa 1lg
Agar 109
Agua destilada 500 ml
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Procedimiento: centrifugar el jugo V8 a 4,436 g, recuperar el sobrenadante y desechar el
precipitado. Mezclar 50 ml del sobrenadante y el resto de los ingredientes en un matraz
Erlenmeyer de 1000 ml, integrando todo mediante un agitador magnético. Esterilizar la mezcla
en autoclave a 121 °C por 15 min. Enfriar el medio de cultivo sin que llegue a solidificar y
posteriormente vaciarlo en cajas Petri.

Papa, agar vy dextrosa (PDA)

Papa 100 g
Dextrosa 759
Agar nutritivo 99
Agua destilada 500 ml
Agar destilada 10g

Procedimiento: colocar los trozos de papa en un matraz Erlenmeyer con el agua y esterilizar en
autoclave a 121 °C durante 20 min. Filtrar el agua de coccion y aforar a 500 mL. Agregar la
dextrosa y el agar, mezclando con agitador magnético. Esterilizar la mezcla en autoclave a 121
°C por 20 min. Enfriar el medio de cultivo sin que llegue a solidificar y posteriormente vaciarlo
en cajas Petri.

8.3 Elaboracidon de montajes

8.3.1 Preparaciones temporales con cubreobjetos

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

2) Tomar directamente un fragmento de micelio o las estructuras del hongo a partir del tejido
vegetal o cultivo del hongo.

3) Colocar las estructuras del hongo sobre un portaobjetos con la ayuda de una aguja de
diseccion o de un alfiler entomoldgico. Adicionar una gota de medio de montaje (Anexo
8.4), hidratando el tejido, teniendo cuidado de no formar burbujas de aire.

4) Cubrir la gota con un cubreobjetos, secar con papel absorbente el exceso de medio de
montaje, cuidando que no se pierda el espécimen. Calentar por segundos para eliminar
burbujas de aire.

Observar el espécimen mediante un microscopio compuesto. En caso de que no se aprecien
las estructuras, debe repetirse el proceso haciendo cortes mas finos.

8.3.2 Preparaciones temporales con cinta adhesiva
1) Colocar en un portaobjetos una gota de medio de montaje (Anexo 8.4).
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2) Con un trozo de cinta adhesiva transparente tocar por la cara del pegamento, el &rea
superficial del tejido vegetal o medio de cultivo con crecimiento micelial.

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

4) Observar con un microscopio compuesto.

8.3.3 Preparaciones permanentes
1) Colocar una gota de medio de montaje (Anexo 8.4) sobre un portaobjetos.

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

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

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

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

5) Dejar enfriar y observar con un microscopio compuesto.

8.4 Medios de montaje

Lactofenol

Fenol (cristales) 20 ¢
Acido lactico 20 ml
Glicerina 40 ml
Agua destilada 20 ml
Azul de Nilo 0.1-05¢g

Procedimiento: agregar los cristales de fenol y el agua a un recipiente, calentar ligeramente para
disolver los cristales, adicionar la glicerina y el acido lactico, colocar una cantidad minima de
colorante y agitar hasta que se diluya, agregar colorante hasta obtener la coloracion deseada.

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

Agua- glicerina
Glicerina 50 ml
Agua destilada 50 mi
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Consiste en mezclar 50 partes de agua destilada y 50 partes de glicerina. Se puede adicionar
algun colorante como azul de Nilo.

Nota: se utiliza en montajes temporales y permanentes.

8.5 Corroboracion molecular

La corroboracion molecular de P. fulva debe complementar su determinacion morfoldgica, para
ello se debe extraer el DNA de una cepa pura del hongo, amplificar un fragmento mediante la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), y secuenciar dicho fragmento alineando y
contrastando su secuencia con secuencias de referencia documentadas para P. fulva.

Nota: para la estandarizacion de este protocolo se utilizaron diversos reactivos y
equipos, éstos se pueden remplazar por otras marcas siempre y cuando cumplan con
las mismas especificaciones técnicas.

8.5.1 Extraccion de DNA
8.5.1.1 A partir de cultivos puros

La extraccion se realiza a partir de cultivos puros en medio de cultivo PDA, previa y
morfolégicamente caracterizados.

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

Se sugiere seguir la metodologia propuesta por Cenis (1992), con algunas modificaciones
que se describen a continuacion:

1) En un tubo con perlas de ceramica (MagNA Lyser Green Beads, Roche) transferir 0.01 g
de micelio de una caja Petri del item de intereés.

Nota: para facilitar la obtencién de sobrenadante, previamente sustraer del tubo un
poco menos de la mitad de las perlas de cerdmica; o duplicar los volumenes de los
reactivos que se mencionan a continuacion.

2) Agregar 500 pL de buffer TE 1X, incubar a temperatura ambiente durante 5 min.
Posteriormente, centrifugar 5 min a 17 940 g, decantar el sobrenadante con una
micropipeta.

Nota: evitar decantar el buffer TE mediante inversion del tubo, ya que las perlas de
ceramica y micelio pueden perderse.

3) Adicionar 300 pL de buffer de extraccion y macerar el micelio usando un disruptor de
tejidos durante 10 min (Minibeadbeater-96, BioSpect Products o0 equipos con
caracteristicas similares).
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Nota: el buffer de extraccion consiste en 200 mM Tris-HCL pH 8.5, 250 mM NacCl,
25 mM EDTA (Acido Etilendiaminotetraacético) y 0.5% SDS (Dodecil Sulfato de
Sodio).

4) Adicionar 150 pL de acetato de sodio 3 M pH 5.2, invertir suavemente dos a tres veces el
tubo y posteriormente colocar los tubos a -20 °C durante 10 min.

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

6) Agregar 250 uL de isopropanol (almacenado a -20 °C), mezclar por inversion dos a tres
veces Yy dejar reposar a temperatura ambiente durante 10 min.

Centrifugar 10 min a 15 290 g y desechar el isopropanol por decantacion, evitando perder
la pastilla.

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

7) Agregar 500 pL de etanol al 70% para lavar la pastilla y centrifugar durante 2 min a 15
290 g. Desechar el alcohol por decantacion.

8) Repetir el paso 8. Posteriormente, para permitir el secado de la pastilla, colocar el tubo
invertido sobre papel secante estéril durante 3 horas o hasta que no se observen gotas en
la pared del tubo.

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

8.5.1.2 Verificacion de la calidad del DNA

La cuantificacion de la calidad y cantidad del DNA extraido se realiza por espectrofotometria
UV-Vis, siguiendo las instrucciones sugeridas por el fabricante del equipo. Se recomienda el
uso de espectrofotometros para micro volimenes con caracteristicas similares al equipo
NanoDrop 2000c (Thermo Scientific™). La calidad 6ptima del DNA esta dada por la
absorbancia de Azso2s0 Y A2eoi230 €N intervalos de 1.8 a 2.0 y 2.0 a 2.2, respectivamente.

8.5.2 Ensayo de control enddgeno

La amplificacion del material genético se debe llevar a cabo con los oligonucledtidos ITS-1 e
ITS-4 propuestos por White, Bruns, Lee y Taylor (1990), los cuales reconocen las regiones
conservadas 18S, 5.8S y 28S del rRNA. Las secuencias de los oligonucleotidos se observan
en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Oligonucle6tidos utilizados para la amplificacion de la region ITS rRNA.

. Nombre del s N ~
Tipo e el Secuencia (5" 23") Tamario (pb)
Sentido ITS-1 5- TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3’ 650
Antisentido ITS-4 5- TCCTCCGCTTATTGATATGC -3’

Para realizar la amplificacion por PCR se recomienda utilizar el kit Tag DNA Polymerase
Recombinant (Invitrogen™ ) o reactivos con caracteristicas similares. El procedimiento de
reaccion se debe ejecutar de acuerdo a las recomendaciones del fabricante (Cuadro 2).

Cuadro 2. Mezcla de reaccion para la amplificacion de la region ITS rRNA

Reactivos Concentracion inicial Concentracion final Volumen (uL)

Buffer PCR 10 X 1X 2.5
MgCl: 50 mM 1.5mM 0.75
dNTP’s 10 mM 0.2mM 0.5
Oligonucle6tido ITS-1 10 uM 0.5 uM 1.25
Oligonucleétido 1TS-4 10 uM 0.5 uMm 1.25
Taq DNA Pol 500 U 25U 0.125
DNA 25 — 500 ng/puL 2 — 40 ng/pL 2.0
Agua grado biologia

m?nlecglar ’ ) ) 16.625

Volumen final 25

El programa térmico de amplificacion se muestra en el Cuadro 3. Para la verificacion de este
protocolo se emplearon termocicladores modelo Techne-Flexigene y Bio-Rad T100 Thermal
Cycler. Sin embargo, otros equipos con caracteristicas similares pueden ser utilizados.

Cuadro 3. Programa para la amplificacion de la regién ITS rRNA

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacidn inicial 95 3 min 1
Desnaturalizacion 95 455
Alineamiento 58 453 35
Extension 72 453
Extensidn final 72 10 min 1

Todos los ensayos de amplificacion de las muestras por gen enddgeno deben incluir al menos
un control positivo de referencia, para lo que se recomienda el uso de DNA que en un ensayo
previo haya tenido una amplificacion exitosa con el par de oligonucleétidos ITS-1 e ITS-4.
Asi mismo, es necesario incluir un control negativo, el cual no debe contener DNA en la
mezcla de reaccion.
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Una vez realizada la amplificacion con los oligonucledtidos ITS-1 e ITS-4, el producto de PCR
debe revelarse por electroforesis en gel de Agarosa ultra pura al 2 % en Buffer TAE 1X, tefiido
con 0.6 X de GelRed™ Biotum durante 60 min a 100 V.

El gel de agarosa se debe revelar utilizando un fotodocumentador, para lo cual se recomienda
el uso de equipos con caracteristicas andlogas al modelo Gel Doc™ EZ Gel Documentation
System, Biorad.

8.5.3 Interpretacion de resultados para la amplificacion de la regién ITS rRNA

La presencia de una banda que corresponda a fragmentos de peso aproximado de 622pb, indica
que la calidad del DNA es Optima. La ausencia de bandas en las muestras indica que la
extraccion de DNA no fue adecuada.

Por otro lado, también se debe verificar la ausencia de bandas en el control negativo, de
observarse, es necesario repetir el ensayo de gen endégeno para corroborar la fiabilidad de los
resultados.

Una vez verificada la amplificacion del control positivo, la correcta amplificacion del DNA de
las muestras y la ausencia de bandas en el control negativo, el material amplificado es apto
para secuenciarse.

8.5.4 Corroboracion por filogenia molecular

Para la secuenciacion y analisis filogenético se debe emplear la region ITS del rRNA. De
acuerdo a Braun et al. (2003), el andlisis de este gen es suficiente para la diferenciacion de P.
fulva.

El Laboratorio de Micologia del CNRF se basa en el analisis filogenético de la regién ITS del
rRNA amplificado con los oligonucleétidos ITS-1 e ITS-4.

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

2) Las secuencias se ingresan a la herramienta de alineamiento Nucleotide BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) del NCBI (National Center for Biotechnology Information)
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), insertando la secuencia y realizando el
alineamiento con los parametros predeterminados.

3) En el alineamiento se debe revisar el porcentaje de cobertura e identidad de las secuencias
cuya tendencia sea cercana al 100 %, asi mismo, el valor de E debe tender a cero, este
ualtimo representa el valor estadistico generado por BLAST a partir del alineamiento al azar
de la secuencia de interés (Figura 4). Es importante verificar el origen de las secuencias
consultadas en el analisis filogenético, preferentemente éstas deben encontrarse ligadas a
ejemplares tipo o ejemplares determinados por alguna autoridad taxonémica en el grupo.
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Cobertura Identidad
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Max = Total £ Query E Per. o .
Score | Score\ Cover Jralue ldent ccession

Cladosporium fulvum strain ATCC 44060 12S ribosomal RMA gene. i 1149 4149 100% 0.0 -100.00% AF2393701.2

Passalora fulva strain its CIDEFI332 small subunitribosomal RNA @ 1016 1016  BE8% 0.0 100.00% MH405714.1

Passalora fulva strain its CIDEFI330 small subunitribosomal RMNA g1 1016 1016 889%, 0.0 100.00% MK405713.1

Passalora fulva strain its CIDEFI329 small subunit ritosomal RNA Q1 4046 1016 58% 0.0 100.00% MK405F712.1

Passalora fulva strain its CIDEFI327 small subunit ribosomal BRMNA g 1016 1016 889, oo 100.00% MK405711.1

Passalora fulva strain its CIDEFI326 small subunit ribosomal RMA g 1016 1016 88% 0.0 100.00% MK405710.1

Passalora fulva strain its CIDEFI325 small subunitribosomal RNAGQI 4045 1016 88% 0.0 100.00% MK405709.1

OoooOoooo

Passalora fulva strain its CIDEFI223 small subunit ribosomal RMA gi 1016 1016 88% 0.0 100.00% MK405708.1

FiguraT4. Alineamiento de la accesion MK405711.1 para-Passanra fulva, usando Nucleotide BLAST.

Para P. fulva, se recomienda el uso de las secuencias de la region ITS del rRNA, asignadas
a las accesiones AF393701.2, AF393700.3 y AY251069.1, con las cuales es posible
construir un andlisis filogenético para determinar con exactitud su identidad (Braun et al.,
2003; Crous et al., 2009).

4) El alineamiento multiple de secuencias y la construccion de arboles filogenéticos se realiza
con los softwares BioEdit Sequence Alignment Editor y MEGA (otros softwares pueden
ser utilizados para el mismo proposito). Para el alineamiento multiple de secuencias se debe
crear una secuencia consenso, donde incluye tanto la secuencia del oligonucleétido directo
como del oligonucledtido reverso en su inverso complementario.

Una vez creada la secuencia consenso de la muestra, se utiliza el algoritmo ClustalW para
su alineamiento con las secuencias de referencia. Para la reconstruccion filogenética es
recomendable utilizar un método que esté basado en distancias génicas (Neighbor-joining
NJ) y métodos probabilisticos (Maximum likelihood o inferencia Bayesiana).

5) El arbol filogenético obtenido, puede ser confirmado mediante el anélisis de las inserciones
y delesiones (INDELs) y polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) observados
directamente en el alineamiento multiple de secuencias (Figura 5).

LT TTTT T v vaaa e [ TAan | rara[naanrera[nrenrena s aen
—~ 1780 1750 1800 1810 1820 1830 1840
AF353701.2 cladosporium fulwum PSTGTGRAACCARCTC TGTTGCTTCGEEGGUGRACCCCGCOGTT TCGG CGRCGGCG CCCCCGGR cn
AF393700.3 Cladosporium fulwum - -
EY251065.1 Passalora fulwa -
ME405714.1 Passalora fulwva "EJEMPLCO"™ -
AF222831.1 Passalora bellynckii -
GU214640.1 Passalora armatas -co
GU214665.1 Passalora dioscoreae -T
GU214641.1 Passalora dodonaesa -
LF309617.1 Mycovellosiella eucalypti -
GU214666.1 Graminopassalora graminis .a
A¥T752163.1 Passalora perplexa -T
AF222832.1 Mycovellosiella vaginae -
AY725522.1 Passalora zambiae TCCA
AY251073.1 Cladosporium cladosporioides _.cTT
LY840527.2 Cercospora beticola T
AY251077.2 Cladosporium sphaerospermum ..cTT
AY725520.1 Dissoconium aciculare .- .ccoc
AY725542.1 Mycosphaerella communis s -.GC.T.. T..G.. =T, .cacT
AY752143.1 Pallidocercospora acaciigena - - -2+ -CG.TGC.GCG.uuuunn- .-
AF173314.1 Mycosphaerella africana T T =P, e
AF362056.1 Mycosphaerella bixae - ... CeeaBCG. s e e T

Figura 5. Alineamiento multiple de secuencias. Analisis de secuencias de la regién ITS del rRNA de 20
registros pertenecientes a especies cercanas a Passalora spp., utilizando el algoritmo ClustalW, incluyendo
ademés una secuencia de ejemplo para Passalora fulva con la accesion MK405714.1. Un par de SNPs se
encuentran marcados en rectangulos.
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6) Para la reconstruccion filogenética se puede emplear el método de Maxima Verosimilitud
(Maximum likelihood), con un bootstrap de al menos 500 réplicas. Verificar en el arbol que la
secuencia de la muestra de interés quede agrupada junto a las secuencias de referencia para P.
fulva, AF393701.2 y AY251069.1 (Figura 6). Este resultado se puede confirmar al observar
los INDELS y SNPs en el alineamiento mdltiple de secuencias.

[ FPazzaaiora diazcoreas (L2 14605, 1

Passalora suealipn AF00617 1

Myvcasphaersila S AF302058.7

Passalora fulva AF393701.2

Pazzalorn filva MEROITIT

Posralora futva AT25 1068, 1

Mycosphaerelle qfficana AF173314.

Passadara balhwmelt) AF233837.1

- Pasralora vaginae AF222832.1

Possalora perplexa AFF32 1621

Posralpra dodonoea GL2T4641 1

— L Micomhoerelln aeaciigen ATTI2I45.]

Pazsalara grawminis GL214666.1

Drizg T acieiloe ATT25520.]

i commnieie ATTI5542.0

— Cladosporiim sphaernspernmnt AF231077.2

Clodasparium eladogporioides AT2F 10771

Phamapsis vacenaf AFII7575.]

e |

003
Figura 6. Filogenia molecular. Inferida de la region ITS del rRNA mediante el modelo de ‘“Maxima
Verosimilitud” (Maximum likelihood) con 1000 réplicas de soporte (Bootstrap), donde se incluyen las secuencias
de 16 especies, mas la secuencia de ejemplo para Passalora fulva con la accesion MK405714.1 y la secuencia de
Phomopsis vaccinii usada como grupo externo.

8.5.5 Interpretacion de los resultados de la filogenia molecular

El resultado es positivo a P. fulva si la secuencia de la muestra queda agrupada en el mismo
clado que las secuencias de referencia AF393701.2, AF393700.3 y AY251069.1.

El resultado es negativo cuando las secuencias de la muestra quedan agrupadas en un clado
distinto al de las secuencias de referencia. En este caso la identidad del organismo es

Versién 1.0 [20]



{8 AGRICULTURA |3 SENAsICA

establecida con base en el clado en que se agrupe la secuencia de la muestra, y esta debe
registrarse en el resultado final.

Es importante resaltar que la corroboracion del resultado final debe respaldarse en los
resultados obtenidos por la determinacion morfoldgica.
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