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Resumen 

El hongo Monographella maydis es un agente asociado al complejo de la 

mancha de asfalto en maíz, una enfermedad que afecta significativamente la 

productividad del cultivo. En este trabajo se realizó el aislamiento del hongo a partir 

de muestras infectadas y la posterior extracción de ADN genómico, el cual fue 

secuenciado mediante la plataforma PacBio Sequel II. El genoma obtenido fue 

ensamblado de novo utilizando Canu, y la calidad del ensamblaje se evaluó con 

QUAST y BUSCO, mostrando una alta continuidad. La anotación estructural y 

funcional se llevó a cabo con el pipeline Funannotate, integrando bases de datos 

como Pfam, CAZy, MEROPS, UniProt, y EggNOG-mapper para la asignación de 

funciones y ortología. Además, se identificaron clusters biosintéticos mediante 

antiSMASH, y se reconstruyeron rutas metabólicas con KEGG Mapper. Finalmente, 

se realizaron análisis filogenómicos y pangenómicos con especies relacionadas del 

género Microdochium y Phyllachora, lo que permitió establecer las relaciones 

evolutivas y genéticas de M. maydis. Este estudio constituye la primera 

caracterización genómica integral de esta especie, proporcionando una base para 

futuras investigaciones sobre su biología, patogenicidad y potencial metabólico. 
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Abstract 

Monographella maydis is a fungal species associated with the maize tar spot 

complex, a disease that significantly impacts crop productivity. In this study, the 

fungus was isolated from infected maize tissues, and genomic DNA was extracted 

and sequenced using the PacBio Sequel II platform. The genome was assembled 

de novo with Canu, and assembly quality was assessed with QUAST and BUSCO, 

revealing high completeness. Structural and functional annotations were performed 

using the Funannotate pipeline, integrating databases such as Pfam, CAZy, 

MEROPS, UniProt, and EggNOG-mapper for functional and orthology assignments. 

Biosynthetic gene clusters were identified using antiSMASH, and metabolic 

pathways were reconstructed via KEGG Mapper. Comparative pangenomic and 

phylogenomic analyses with related species from Microdochium and Phyllachora 

genera provided insights into the evolutionary relationships and genomic diversity of 

M. maydis. This study represents the first comprehensive genomic characterization 

of this fungus, offering a valuable foundation for future research on its biology, 

pathogenicity, and metabolic potential. 
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Glosario de abreviaturas 

1. TSC. Tar Spot Complex. Complejo Mancha de Asfalto 

2. M. maydis. Monographella maydis. 

3. P. maydis. Phyllachora maydis  

4. ITS. Internal Transcribed Spacer. Espaciador Interno Transcrito 

5. PCR. Polymerase Chain Reaction. Reacción en Cadena de la Polimerasa 

6. Tm. Melting Temperature. Temperatura de Fusión 

7. WGS. Whole Genome Sequencing. Secuenciación de Genoma Completo 

8. SNVs. Single Nucleotide Variations. Variaciones de Nucleótido Único 

9. QUAST. Quality Assessment Tool for Genome Assemblies. Herramienta de 

Evaluación de Calidad para Ensambles de Genomas 

10. GC. Guanina–Citosina 

11. SMS. Single Molecule Sequencing. Secuenciación de Molécula Única 

12. LTRs. Long Terminal Repeats. Repetición Terminal Larga 

13. CLR. Continuous Long Reads. Lecturas Largas Continuas 

14. BUSCO. Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs. Ortólogos 

Universales de Copia Única para Benchmarking 

15. NCBI. National Center for Biotechnology Information. Centro Nacional para 

la Información Biotecnológica 

16. BLASTn. Basic Local Alignment Search Tool (nucleotide). Herramienta 

Básica de Búsqueda de Alineamientos Locales (nucleótidos) 

17. CTAB. Bromuro de Cetiltrimetilamonio 

18. DMSO. Dimetilsulfóxido 

19. RT. Room Temperature. Temperatura Ambiente 

20. TE buffer. Buffer Tris–EDTA 

21. KEGG. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes. Enciclopedia de Genes 

y Genomas de Kioto 

22. BGC. Biosynthetic Gene Cluster. Clúster de Genes Biosintéticos 

23. KOs. KEGG Orthology. Ortología KEGG 

24. MLE. Maximum Likelihood Estimation. Estimación de Máxima Verosimilitud 
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Introducción 

El maíz (Zea mays L.) desempeña un papel fundamental en la seguridad 

alimentaria mundial, la sostenibilidad económica y la innovación agrícola. Más allá 

de su importancia agronómica, el maíz tiene una profunda relevancia sociocultural, 

reflejando una relación milenaria entre el cultivo y los pueblos originarios de las 

Américas. Su diversidad genética y fenotípica deriva de una larga historia de 

domesticación, cultivo y selección artificial realizada por más de 80 grupos 

indígenas en México y Centroamérica (Secretaría de Agricultura y Desarrollo Rural, 

2023). Tan solo en México se han registrado 64 razas de maíz, 59 de las cuales se 

consideran nativas del país (CONABIO, 2022). 

 

Según FAOSTAT, el maíz es el cultivo más producido en el mundo, con una 

producción que supera los 1.2 mil millones de toneladas y una tasa de crecimiento 

del 46% desde 2010. Su capacidad de adaptación a una amplia gama de climas, 

altitudes y tipos de suelo ha permitido su cultivo en casi 170 países, cubriendo 

aproximadamente 197 millones de hectáreas (FAOSTAT, 2024; Listman & Ordónez, 

2019; Satyanarayana, 2004). Además de su papel como alimento básico, el maíz 

se utiliza como forraje y como recurso renovable para la producción de 

biocombustibles. Su valor nutricional, particularmente su contenido de 

micronutrientes, también contribuye a mejorar la salud pública en regiones en 

desarrollo (Ranum & Pe, 2014). 

 

A pesar de su importancia agrícola y económica, la producción de maíz enfrenta 

numerosos estreses bióticos, incluidos plagas de insectos y enfermedades fúngicas. 

Entre ellas se encuentra el complejo de mancha de asfalto (TSC, por sus siglas en 

inglés), una enfermedad capaz de reducir los rendimientos hasta en un 50%, lo que 

representa una seria amenaza para la seguridad alimentaria mundial. TSC es un 

complejo polimicrobiano asociado principalmente con tres especies de hongos: 

Phyllachora maydis, Monographella maydis y Coniothyrium phyllachorae, esta 

última considerada un hiperparásito de P. maydis (Ríos Herrera et al., 2007). Sin 
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embargo, los mecanismos de infección, las interacciones patogénicas y la base 

genómica de este complejo aún se comprenden de manera limitada. 

 

Entre estos hongos, Monographella maydis ha sido particularmente poco 

estudiado a nivel molecular. Aunque su aislamiento fue reportado por primera vez 

por Maublanc en 1904, actualmente no existen marcadores moleculares para su 

identificación rápida, ni recursos genómicos que permitan elucidar su biología. Para 

cerrar esta brecha de conocimiento, la presente investigación se enfoca en el 

aislamiento y la caracterización genómica de Monographella maydis. 

 

Este estudio abarcó múltiples etapas, incluyendo el aislamiento in vitro de M. 

maydis, la extracción de ADN, la secuenciación de lecturas largas mediante la 

plataforma PacBio Sequel II y el ensamblaje de novo del genoma con Canu. 

Posteriormente, se llevaron a cabo análisis bioinformáticos para evaluar la 

integridad del genoma (con QUAST y BUSCO), predecir y anotar genes (con 

Funannotate y EggNOG-mapper), e identificar clústeres de genes biosintéticos y 

posibles factores de virulencia (mediante antiSMASH y KEGG Mapper). También se 

realizaron análisis filogenéticos y pangenómicos para explorar las relaciones 

evolutivas de M. maydis dentro de taxones fúngicos relacionados. 

 

En conjunto, este trabajo proporciona la primera anotación genómica de alta 

calidad e información comparativa sobre Monographella maydis. Los datos 

generados servirán como base para futuros estudios moleculares orientados a 

comprender su potencial patogénico, sus interacciones con el hospedero y su papel 

dentro del complejo de mancha de asfalto, contribuyendo finalmente al desarrollo 

de herramientas diagnósticas y estrategias de manejo de la enfermedad. 
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Justificación  

El maíz (Zea mays L.) es uno de los cereales más importantes del mundo, ya 

que funciona como alimento básico, fuente de forraje para ganado y materia prima 

industrial. Sin embargo, su producción se ve amenazada por diversas 

enfermedades fúngicas, entre las cuales destaca el complejo de mancha de asfalto 

debido a su creciente incidencia y severidad en las Américas. Esta enfermedad 

puede causar pérdidas severas en el rendimiento y se ha convertido en una de las 

principales limitantes para la producción de maíz, especialmente bajo condiciones 

húmedas favorables. 

 

Aunque Phyllachora maydis ha sido identificada como el principal patógeno del 

complejo, el papel de Monographella maydis permanece poco entendido. Su 

biología, mecanismos de infección y determinantes genómicos no han sido 

elucidados, lo que limita nuestra capacidad para desarrollar herramientas de 

diagnóstico precisas y estrategias de manejo efectivas. El conocimiento actual 

sobre M. maydis se restringe a observaciones morfológicas y reportes históricos, 

sin contar con ninguna caracterización molecular o genómica. 

 

Dada la importancia global del maíz y la naturaleza emergente de la enfermedad 

de mancha de asfalto, es esencial obtener un entendimiento más profundo de M. 

maydis a nivel genómico. El aislamiento, secuenciación y anotación de su genoma 

no solo proporcionarán información fundamental sobre su potencial metabólico y 

virulencia, sino que además permitirán realizar estudios comparativos con otros 

hongos relacionados. Estos análisis pueden ayudar a identificar genes o clústeres 

génicos específicos involucrados en la patogenicidad y la interacción con el 

hospedero, apoyando el diseño futuro de marcadores moleculares para su 

detección rápida. 

 

Por lo tanto, esta investigación representa un esfuerzo pionero en la 

caracterización genómica de Monographella maydis. Contribuye a llenar un vacío 

crítico en la genómica fúngica y en la fitopatología, proporcionando información 
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valiosa que puede guiar estudios futuros sobre epidemiología de la enfermedad, 

diagnóstico molecular y manejo integrado de enfermedades en maíz. 
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Antecedentes 

El Complejo Mancha de Asfalto (TSC, por sus siglas en inglés) del maíz ha sido 

documentado por más de un siglo, siendo reportado por primera vez en 1904 

(Maublanc, 1904). Inicialmente, dos hongos—Phyllachora maydis y Coniothyrium 

phyllachorae—fueron identificados en México como los agentes causales de la 

enfermedad. Sin embargo, no fue sino hasta 1984 que Monographella maydis fue 

descrita como un miembro adicional del complejo (Müller & Samuels, 1984). Esta 

especie se descubrió dentro de las áreas necróticas de hojas de maíz infectadas y 

se asoció con las características lesiones en “ojo de pescado” que distinguen al TSC 

de otras enfermedades foliares. El mismo estudio estableció la conexión entre el 

anamorfo de M. maydis (anamorfo—Microdochium maydis) y estos síntomas 

necróticos. 

 

Aunque M. maydis ha sido descrita morfológicamente y clasificada 

taxonómicamente, algunos estudios recientes han cuestionado su papel dentro del 

TSC. Por ejemplo, un estudio sugirió que M. maydis podría no estar directamente 

involucrada, basándose en la ausencia de aislamientos o detecciones moleculares 

en ciertas regiones de Norteamérica (Valle-Torres et al., 2020). Una explicación 

plausible es que M. maydis aún no se ha dispersado hacia las zonas más 

septentrionales del continente, donde predominan únicamente infecciones 

causadas por P. maydis. Estos reportes contrastantes enfatizan la necesidad de un 

Figura 1. Síntoma de ojo de pescado, visto a través de un 
estereomicroscopio. Imagen de la autora. Octubre, 2023. 
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entendimiento molecular más profundo de M. maydis, particularmente mediante 

estudios genómicos que permitan clarificar su papel dentro del complejo. 

 

Complejo Mancha de Asfalto 

El TSC surge de la interacción sinérgica entre Phyllachora maydis y 

Monographella maydis (Hock et al., 1992). Típicamente, P. maydis inicia la infección 

formando los estromas negros y brillosos en la superficie de la hoja. La colonización 

subsecuente por M. maydis incrementa dramáticamente la severidad de la 

enfermedad, llevando a la formación de las lesiones en “ojo de pescado”: halos 

necróticos que rodean el punto central de la mancha de asfalto. Inoculaciones 

experimentales han demostrado que, aunque P. maydis puede infectar al maíz por 

sí sola, la coinfección con M. maydis intensifica el desarrollo de los síntomas. Las 

lesiones en ojo de pescado aparecen aproximadamente entre 2 y 7 días después 

de la colonización por P. maydis, seguidas de una degradación extensa del tejido 

mediada por M. maydis (CIMMYT, 2018). Así, aunque P. maydis inicia la infección, 

M. maydis es responsable de la expansión de la lesión, la necrosis y las severas 

pérdidas de rendimiento asociadas al TSC. 

 

 

Figura 2. Hoja con ojos de pescado hidratados. 
Imagen de la autora. Octubre, 2023. 
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Características morfológicas de Monographella maydis 

M. maydis pertenece al filo Ascomycota, caracterizado por la producción de hifas 

septadas y estructuras sexuales conocidas como peritecios (Tronsmo et al., n.d.). 

El teleomorfo (Monographella maydis) forma peritecios en forma de frasco con 

ostiolos que liberan ascas con ocho ascosporas hialinas y triseptadas. Su anamorfo 

(Microdochium maydis) produce conidios hialinos, triseptados, que se agrupan en 

esporodoquios. Estas estructuras son inicialmente claras, pero se oscurecen 

conforme maduran. La descripción de Müller y Samuels (1984) continúa siendo la 

referencia morfológica más completa de esta especie y ha servido como guía para 

su identificación en investigaciones subsecuentes. 

 

 

 

Figura 3. Peritecios vistos a través del estereomicroscopio.  

Figura 4. Peritecio abierto; se muestra las ascas que contienen las 
esporas, visto a través del microscopio compuesto. Imagen de la autora. 
Octubre, 2023. 
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En su descripción original (Müller & Samuels, 1984), este hongo fue colocado en 

el género Monographella (Petrak, 1924), describiéndolo de la siguiente manera: 

 

“Un hongo […] pirenomiceto1 fue encontrado dentro de las áreas necróticas. Sus 

ascomas eran inicialmente de color claro pero se tornaban café con la edad; las 

ascas eran unitunicadas y presentaban un anillo apical amiloide. Cada asca 

contenía ocho ascosporas incoloras y fragmosporas. Los ascomas estaban 

acompañados por esporodoquios claros de los cuales surgían células 

conidiogénicas anelídicas que producían conidios estrechamente clavados a 

cilíndricos, hialinos y fragmosporos. Esta especie fue fácilmente colocada en 

Monographella (Petrak, 1924) y proponemos M. maydis sp. nov. El anamorfo 

asociado era una especie de Microdochium H. Sydow, similar al anamorfo de 

Monographella nivalis…” (Müller & Samuels, 1984). 

 

De aquellos aislamientos mencionados (1984), no existieron preparaciones 

permanentes, lo que ha llevado a que Monographella maydis sea considerada una 

especie putativa (Mccoy et al., 2019), ya que no existía evidencia adicional de que 

hubiese sido realmente aislada y subcultivada. 

 

En el presente proyecto, se realizaron preparaciones permanentes de estas 

estructuras para referencia futura. En los anexos pueden observarse con detalle 

imágenes del anamorfo y el teleomorfo de M. maydis. 

 

En este estudio, estas características morfológicas fueron confirmadas mediante 

observación microscópica y preparaciones permanentes en portaobjetos, lo que 

corroboró la identidad de M. maydis aislada de hojas de maíz infectadas que 

mostraban lesiones de ojo de pescado. La identificación se respaldó adicionalmente 

mediante análisis molecular utilizando marcadores ITS, permitiendo una 

confirmación fiable del hongo antes de proceder con los análisis genómicos. 

 
1 Palabra en desuso que hacía referencia a una familia de hongos dentro del orden Xylariales. 
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Marcadores moleculares 

La identificación precisa de especies fúngicas puede ser un reto debido a sus 

ciclos de vida complejos y variabilidad morfológica. Los marcadores moleculares, 

particularmente las regiones ribosomales ITS, se han convertido en herramientas 

esenciales para la identificación a nivel de especie en hongos (Martin & Rygioewicz, 

2005). Sin embargo, en el caso de M. maydis, los recursos moleculares son 

escasos, ya que no existen genomas publicados ni marcadores específicos 

disponibles para diagnóstico. Esta limitación subraya la importancia de generar un 

ensamblaje genómico de novo que sirva como referencia para estudios futuros. Tal 

información genómica permitirá análisis comparativos con especies relacionadas, la 

identificación de posibles genes de virulencia y el diseño de primers específicos 

para su detección rápida. 

 

Impacto de la Mancha de Asfalto 

Aunque P. maydis por sí sola causa daños limitados, la infección combinada con 

M. maydis resulta en reducciones severas del rendimiento que pueden alcanzar 

hasta un 50% o más. El momento de la infección es crucial: cuando el TSC se 

desarrolla antes de la floración, las pérdidas pueden variar entre 30% y 100%, 

Figura 5. Asco aislado visto a través del microscopio compuesto; las ocho 
ascosporas están perfectamente visibles dentro del asco. En la misma 
imagen, otro asco (casi vacío) está visible; éstos son unitunicados.  
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especialmente bajo condiciones de humedad. Infecciones después de la 

polinización aún provocan reducción en el llenado del grano y pérdidas cercanas al 

50% (INTAGRI, 2016). Estos efectos hacen del TSC una de las enfermedades del 

maíz más importantes económicamente en América Latina y una preocupación 

emergente en Norteamérica. 

 

El TSC puede aparecer en cualquier etapa del ciclo de vida de la planta, y esto 

determina el grado de impacto. Cuando surge antes de la floración, las pérdidas 

pueden alcanzar entre el 30 y el 100%; generalmente, esto ocurre cuando existe 

abundancia de lluvia. La aparición de la mancha durante la floración ocasiona una 

formación inadecuada de la inflorescencia, lo que puede resultar en la pérdida total 

del cultivo. Si la inoculación ocurre después de la floración, las pérdidas tienden a 

ser alrededor del 50%, dado que el grano no completa su desarrollo y permanece 

chupado (Figura 6) (INTAGRI, 2016). 

Distribución geográfica 

El complejo mancha de asfalto es de gran importancia en diversos países del 

continente americano, como México, Guatemala, El Salvador, Colombia, Nicaragua, 

Honduras, Bolivia, Costa Rica, República Dominicana, Panamá, Perú, Puerto Rico 

y Venezuela (Hock et al., 1992; Sol Hernández, 2018), y más recientemente en el 

Medio Oeste de los Estados Unidos, donde se reportó por primera vez en 2016 

(Valle-Torres et al., 2020). 

Figura 6. Efecto de TSC en hoja y mazorca. (Imagen: CIMMYT). 
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Los Estados Unidos son el mayor productor de maíz del mundo, con 384 millones 

de toneladas en 2021 (Orús, 2023). En 2018, hasta 30 millones de acres pudieron 

haber sido afectados, lo que representa aproximadamente una tercera parte de la 

producción nacional. Incluso si las pérdidas fueran mínimas, una reducción del 1% 

en la producción significaría una pérdida económica de $231,600,000 USD 

(CIMMYT, 2018). 

 

Dado que muchos países en desarrollo dependen de las importaciones de maíz 

provenientes de los Estados Unidos, la expansión del TSC plantea preocupaciones 

significativas para la seguridad alimentaria (Satyanarayana, 2004). 

 

Factores ambientales y agronómicos 

La diseminación del complejo, aparentemente controlada por M. maydis, 

depende de las condiciones que permiten la proliferación de este hongo. Además 

de requerir casi obligatoriamente la presencia de P. maydis (que actualmente se 

encuentra en pocas localidades, limitando el nicho de M. maydis), necesita rangos 

de temperatura entre 17 y 22 °C, una humedad relativa superior al 75% y suelos 

Figura 7.  Presencia de TSC de acuerdo a la 
literatura existente. 
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con un nivel freático alto (INTAGRI, 2016). Por lo tanto, podría pensarse que no 

existen razones para considerar al TSC como una amenaza importante. 

 

Sin embargo, el cambio climático podría expandir la enfermedad hacia nuevas 

áreas productoras de maíz. Otro riesgo es la globalización y el intercambio 

comercial de cultivos. Este riesgo podría disminuirse importando y exportando maíz 

sin hojas, dado que estas constituyen el principal medio de propagación del hongo; 

además, el riesgo de infección desde el grano contaminado hacia la planta es 

mucho menor. 

 

Se cree que el inóculo inicial proviene de estromas que pasan el invierno en 

hojas en descomposición de ciclos agrícolas previos o en residuos dejados en los 

campos (Groves et al., 2020). 

 

Aproximaciones genómicas y aplicaciones 

Los avances en la secuenciación de ADN han transformado la fitopatología y la 

sistemática de hongos al permitir una identificación precisa, reconstrucciones 

filogenéticas confiables y la anotación funcional de genomas. La secuenciación del 

genoma de M. maydis permite explorar sus posibles factores de virulencia, clústeres 

de biosíntesis de metabolitos secundarios y genes involucrados en la patogenicidad. 

La genómica comparativa con otros ascomicetos relacionados puede revelar 

adaptaciones únicas o mecanismos que facilitan su asociación con P. maydis dentro 

del complejo de mancha de asfalto. 

 

Asimismo, contar con registros de genomas de referencia de diversas especies 

puede ser útil para identificar con precisión un organismo, ya que la identificación 

exclusivamente morfológica no siempre garantiza certeza, dado que muchas 

estructuras pueden ser similares entre especies completamente diferentes 

(evolución convergente). La extracción de ADN de un organismo no identificado, su 

secuenciación y la comparación con un genoma de referencia constituye un método 
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mucho más preciso de identificación, aunque más costoso; pero si la precisión se 

prioriza, esta sería la vía más adecuada (read mapping). 

 

Observaciones finales 

A pesar de que ha pasado más de un siglo desde el primer reporte del complejo 

mancha de asfalto, muchos aspectos de la biología de Monographella maydis y su 

contribución al desarrollo de la enfermedad permanecen sin resolver. Aunque los 

estudios morfológicos proporcionaron las bases para su identificación, los datos 

genómicos son esenciales para comprender sus mecanismos moleculares de 

patogenicidad y su interacción con Phyllachora maydis. La generación y el análisis 

del genoma de M. maydis representan, por lo tanto, un paso crucial hacia la 

comprensión de sus relaciones evolutivas, su potencial de virulencia y su relevancia 

biotecnológica. Las siguientes secciones de este trabajo describen las estrategias 

experimentales, los análisis bioinformáticos y los enfoques comparativos utilizados 

para alcanzar estos objetivos. 
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Hipótesis 

Monographella maydis posee características genómicas únicas y conjuntos de 

genes específicos relacionados con la virulencia y la adaptación metabólica que lo 

distinguen de otros hongos asociados al complejo de la mancha de asfalto del maíz. 

La secuencia y anotación de su genoma ofrecerán nuevos conocimientos 

moleculares sobre su potencial patogénico y sus relaciones evolutivas. 
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Objetivos  

Objetivo general 

Aislar, secuenciar y realizar un análisis genómico comparativo e integral de 

Monographella maydis, organismo asociado al complejo mancha de asfalto del 

maíz, con el fin de dilucidar su composición genética, sus posibles factores de 

virulencia y sus relaciones evolutivas con especies fúngicas relacionadas. 

 

Objetivos específicos 

1. Aislar M. maydis de hojas de maíz que presenten síntomas del TSC y 

confirmar su identidad 

2. Estandarizar el cultivo in vitro de M. maydis 

3. Ensamblar y anotar el genoma de M. maydis 
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Materiales y métodos  

Aislamiento de Monographella maydis 

Hojas de maíz que presentaban tanto síntomas de mancha de asfalto como de 

“ojos de pescado” fueron colectadas en la Estación Experimental del CIMMYT en 

Poza Rica, Veracruz, México, durante el segundo ciclo agrícola de 2022. El sitio fue 

seleccionado por sus condiciones climáticas favorables para el desarrollo de la 

enfermedad y por la persistencia del hongo en el suelo en forma de estromas 

(INTAGRI, 2016). 

 

Las muestras foliares recolectadas se colocaron en cámaras húmedas para 

favorecer la rehidratación de los estromas y la esporulación del hongo. Las lesiones 

necróticas fueron examinadas diariamente con un estereomicroscopio y se 

extrajeron los estromas de forma aséptica. Tras aproximadamente dos semanas, se 

observaron ascosporas liberadas desde peritecios formados sobre la superficie 

foliar; estas fueron aisladas y transferidas a placas de Petri con medio estéril 

utilizando una aguja fina y estéril. 

 

Se realizaron observaciones microscópicas para la identificación de los 

aislamientos. Las características morfológicas confirmaron la presencia de 

esporodoquios atribuibles a M. maydis, claramente diferenciables de los de 

Fusarium spp., que ocasionalmente estaban presentes en los mismos tejidos. 

Aunque Microdochium maydis (anamorfo de Monographella maydis) es 

morfológicamente similar a Fusarium spp., rasgos distintivos en la morfología de los 

Figure 8. Zona de muestreo para los aislamientos.  
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esporodoquios permitieron una diferenciación precisa mediante microscopía 

compuesta (Figuras 9 y 10). 

 

 

Tras la identificación, se realizaron aislamientos monospóricos para garantizar 

la pureza clonal, siguiendo el protocolo estandarizado descrito en la sección 

siguiente. Los cultivos monospóricos se inocularon en diversos medios —PDA, 

PDAn, CLA y agar V8— para evaluar condiciones óptimas de crecimiento. El mejor 

desarrollo micelial y esporulación se observó en medio V8, por lo que este fue 

seleccionado para el cultivo y subcultivo continuos del organismo. 

 

Tres aislamientos (placas #128, #133 y #137), todos derivados de la muestra 

foliar #86, mostraron crecimiento consistente y produjeron peritecios blancos in 

vitro. Estos cultivos se utilizaron posteriormente para la extracción de ADN. Los 

peritecios de estas placas se preservaron sobre papel filtro estéril a 4 °C para uso 

futuro. Para conservar las características observadas durante la identificación 

morfológica y disponer de una referencia diagnóstica a largo plazo, se prepararon 

preparados permanentes de las estructuras de M. maydis siguiendo el 

procedimiento descrito a continuación. 

 

Figure 9. Esporodoquio de Fusarium spp. und 
in encontrado en la hoja donde M. maydis fue 
también aislado. 

Figure 10. Esporodoquio de Microdochium 
maydis. 
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Preparaciones permanentes de estructuras de Monographella maydis 

Para preservar y documentar las estructuras microscópicas observadas durante 

la identificación morfológica, se prepararon portaobjetos permanentes según el 

siguiente procedimiento: 

 

1. Una vez confirmada la estructura fungosa deseada (por ejemplo, conidios, 

esporodoquios o peritecios) al microscopio, se preparó una suspensión 

homogénea en agua destilada estéril, o la estructura se colocó 

directamente en una gota de agua estéril sobre un portaobjetos limpio. 

2. Se examinó la muestra con un estereomicroscopio para asegurar su 

correcta colocación. 

3. Los portaobjetos se dejaron secar al aire por completo y, posteriormente, 

se fijaron al calor pasando brevemente sobre la llama de un mechero 

Bunsen para asegurar el material sobre el vidrio. 

4. Las muestras se tiñeron con una solución de azul de metileno:agua 

destilada (1:4), aplicando una gota directamente sobre el material fijado. 

5. Tras 2 minutos de tinción, los portaobjetos se enjuagaron suavemente con 

un flujo mínimo de agua destilada estéril para eliminar el exceso de 

colorante y se dejaron secar al aire. 

6. Se aplicó un anillo de parafina alrededor de la muestra para crear un sello. 

7. Se colocó un cubreobjetos con cuidado encima y se calentó ligeramente 

para asentar el montaje y obtener una preparación estable. 

8. Los portaobjetos fueron rotulados con el número de cepa y la fecha, y 

almacenados en cajas portaobjetos a temperatura ambiente como 

referencia a largo plazo y para documentación. 

 

Preparación de cámaras húmedas 

Para promover la rehidratación y esporulación de estromas provenientes de 

tejidos de maíz infectados, se prepararon cámaras húmedas de la siguiente manera: 
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1. Cortar cuadrados de tejido de 1 × 1 pulgada que contengan lesiones con 

halos característicos. 

2. Colocar cada sección de tejido sobre papel filtro estéril y humedecido 

dentro de placas Petri. 

3. Situar las placas (sin sellar con parafilm) dentro de una caja de plástico 

cuyo fondo esté forrado con toallas de papel humedecidas para mantener 

alta humedad sin generar condensación excesiva. 

4. Revisar las placas diariamente; los estromas llenos de peritecios se 

hincharán gradualmente por la hidratación. 

5. Bajo estereomicroscopio, extraer un estroma con una aguja fina y montarlo 

en una gota de agua destilada sobre un portaobjetos. 

6. Observar en microscopio compuesto para verificar la presencia de 

estructuras morfológicas compatibles con M. maydis descritas en la 

literatura. 

7. Una vez confirmadas, proceder al aislamiento monospórico para obtener 

cultivos puros. 

 

Aislamiento monospórico 

Para garantizar cultivos fúngicos puros, se realizaron aislamientos monosporicos 

según el siguiente procedimiento: 

 

1. Con una aguja de insulina rígida y bajo estereomicroscopio, recoger un 

único esporodoquio de la cultura fúngica. 

2. Transferirlo a un tubo microcentrífuga de 1.5 mL que contenga 1 mL de 

agua destilada estéril. 

3. Poner en vortex brevemente para que el esporodoquio libere los conidios. 

4. Cuando la suspensión se vea homogénea, pipetear 20 µL y extender 

uniformemente sobre una placa de Petri con medio de cultivo estéril (en 

esta etapa puede usarse cualquier medio disponible). 

5. Bajo el microscopio, localizar un conidio bien aislado. 

6. Cortar el trozo de agar que contiene el conidio con un bisturí estéril. 
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7. Transferir este fragmento a una nueva placa de Petri con el medio 

específico (agar V8) e incubar hasta el crecimiento. 

8. Monitorear diariamente las placas para detectar contaminación; descartar 

inmediatamente cualquier placa contaminada para mantener la integridad 

del cultivo. 

 

Confirmación de la identidad de Monographella maydis 

La región ITS (Internal Transcribed Spacer) se emplea como “código de barras” 

molecular para la identificación y clasificación de hongos por su alta variabilidad 

dentro del cluster del ADN ribosómico (Martin & Rygioewicz, 2005). Esta variabilidad 

hace que las secuencias ITS sean un excelente marcador molecular para diferenciar 

especies y por lo tanto se utilizó la amplificación y secuenciación del ITS para 

reconfirmar la identidad de los aislamientos de M. maydis. 

 

Se empleó ADN genómico previamente extraído del micelio de los aislamientos 

seleccionados como templado para PCR. Se utilizaron los primers ITS1 (5´-TCC 

GTA GGT GAA CCT GCG G-3´) e ITS4 (5´-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3´) 

con una temperatura de anillamiento (Tm) de 64 °C. Se evaluaron dos kits 

comerciales de polimerasa (Phusion y GoTaq) para comparar rendimiento; la 

reacción utilizada para las muestras que se secuenciaron se realizó con el kit 

Phusion. 

 

Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa 

al 1% y las bandas objetivo se cortaron y purificaron con el kit QIAquick Gel 

Extraction Kit. Los productos purificados, con concentraciones entre 70–82 ng/µL y 

valores de 260/280 entre 1.82 y 1.91, fueron enviados para secuenciación a 

Macrogen Inc. (Seúl, Corea). 

 

Las secuencias obtenidas fueron analizadas mediante BLASTn (NCBI), 

comparando con organismos de Monographella spp. El amplicón ITS verificado se 

empleó posteriormente como control positivo en ensayos de PCR comparativos, 
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usando como control negativo Aspergillus flavus. Los amplicones de los 

aislamientos 128, 133 y 137 presentaron la misma longitud que el control positivo, 

mientras que el control negativo mostró un producto ligeramente mayor, lo cual 

respalda la confirmación molecular de los aislamientos de M. maydis empleados en 

este estudio. 

 

Cultivo y subcultivo de Monographella maydis 

Las tres cepas (128, 133 y 137) preservadas sobre papel filtro estéril fueron 

reactivadas por subcultivo en medio V8. Se realizaron subcultivos periódicos para 

mantener la viabilidad de las cepas y generar micelio suficiente para la extracción 

de ADN. Las placas se incubaron en condiciones controladas (fotoperíodo 12 h luz 

/ 12 h oscuridad a 25 °C) hasta observar crecimiento micelial abundante y formación 

de peritecios. 

 

 

Figura 11. Amplicones de la PCR con primers ITS1/ITS4. Los primeros 3 pozos son de las 
cepas seleccionadas para el experimento. Se muestran también los amplicones de los 
controles positivo y negativo. 
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Extracción de ADN de Monographella maydis 

Para el subcultivo se transfirieron peritecios asépticamente con aguja de insulina 

a nuevas placas de V8. Las ascas se recogieron cuidadosamente, se suspendieron 

en agua destilada estéril y se maceraron con pistilos de microtubo para liberar 

esporas. Una vez macerada la muestra, 100 µL de la suspensión se colocaron sobre 

placas con medio estéril y se dejaron crecer aproximadamente 5–7 días en 

incubadores a 25 °C con fotoperíodo 12/12 h. 

 

Se implementaron medidas de esterilidad estrictas en todas las transferencias 

para evitar contaminación; cualquier placa con signos de contaminación bacteriana 

o fúngica fue descartada de inmediato para garantizar que las extracciones de ADN 

provinieran exclusivamente de cultivos puros de M. maydis. 

 

Se extrajo ADN genómico de micelio fresco obtenido de subcultivos de los 

aislamientos 128, 133 y 137. El proceso de extracción resultó complejo debido a la 

intrincada composición de la pared celular fúngica, formada principalmente por 

quitina, glucanos y glicoproteínas (Lord & Vyas, 2018). La reticulación covalente e 

iónica de la quitina con otras macromoléculas, como polisacáridos, pigmentos y 

proteínas, le confiere rigidez, lo que reduce su susceptibilidad a la lisis enzimática 

(Dyakov & Ozeretskovskaya, 2007) y dificulta la extracción de ácidos nucleicos. 

 

Las primeras extracciones con el método CTAB, comúnmente utilizado en 

CIMMYT, no alcanzaron la calidad ni el tamaño de fragmentos requeridos para 

secuenciación de lecturas largas. Se probó posteriormente el kit comercial Quick-

DNA™ Fungal/Bacterial Miniprep Kit, pero produjo ADN altamente fragmentado (~5 

kb).  

 

Finalmente se optimizó un protocolo alternativo basado en extracción con 

Fenol:Cloroformo:Alcohol isoamílico (25:24:1) (Servicio Nacional de Sanidad 

Inocuidad y Calidad Agroalimentaria, 2017), obteniendo mejor rendimiento y 

fragmentos de mayor tamaño (>15 kb) adecuados para secuenciación de tercera 
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generación (BiteSize Bio, 2021).A pesar de una ligera degradación en algunas 

muestras, las concentraciones y la pureza fueron suficientes para la preparación de 

librerías. Además, este método también demostró ser más eficiente y rentable. El 

protocolo modificado se encuentra en la siguiente sección. 

 

Protocolo para extracción de ADN de Monographella maydis 

1. Recolectar micelio fresco y transferirlo a un mortero limpio y estéril. 

Congelar con nitrógeno líquido (N₂) y moler con pistilo hasta obtener un 

polvo fino y homogéneo, de color entre rosado claro y blanquecino. 

2. Precalentar el buffer de extracción (CTAB 2%) en baño María a 65 °C. 

3. Transferir aproximadamente 0.5 mL del material molido a un tubo de 

microcentrífuga de 2 mL y añadir 600 µL del buffer de extracción 

precalentado. 

4. Mezclar suavemente por inversión e incubar a 65 °C durante 30–60 min, 

invirtiendo cada 10 min. 

5. Añadir un volumen igual (600 µL) de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico 

(25:24:1) frío; mezclar a mano y luego rotar 5 min a temperatura ambiente. 

6. Centrifugar a 14,000 rpm durante 20 min a temperatura ambiente. 

Figure 12. Extracciones hechas con el kit Zymo; se muestra 
fragmentación de las bandas. El ladder usado como 
referencia fue el 1 Kb DNA Plus Ladder.  
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7. Transferir cuidadosamente la fase acuosa superior (~750 µL) a un tubo 

limpio de 2 mL sin perturbar la interfase. 

8. Añadir 800 µL de cloroformo, mezclar en rotor 3 min y centrifugar 10 min a 

14,000 rpm a temperatura ambiente. 

9. Transferir la fase acuosa a un tubo de 1.5 mL usando una punta recortada 

para evitar ruptura del ADN. 

10. Añadir 3 µL de RNasa (10 mg/mL) e incubar a 37 °C durante 20–25 min. 

11. Precipitar el ADN añadiendo un volumen equivalente (~700 µL) de 

isopropanol frío. Mezclar suavemente por inversión hasta observar hebras 

de ADN y dejar en hielo 5–10 min. 

12. Centrifugar a 13,000 rpm durante 6 min; descartar el sobrenadante con 

cuidado, manteniendo el pellet. 

13. Lavar el pellet con 500 µL de etanol 70% (v/v) y centrifugar 5 min a 13,000 

rpm. 

14. (Opcional) Repetir el lavado con etanol para eliminar sales y fenol 

residuales. 

15. Eliminar el etanol residual con una pipeta. 

16. Secar al aire el pellet a temperatura ambiente durante 20 min y disolver en 

100 µL de buffer TE 1× (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0). 

17. Incubar la muestra durante la noche a 4 °C para permitir la completa 

disolución del ADN. 

18. Verificar integridad y tamaño en gel de agarosa al 1% (1 h). 
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Estimación de concentración de ADN 

Debido a la posible interferencia de residuos de CTAB y fenol en las lecturas 

espectrofotométricas, la concentración de ADN se estimó por electroforesis en gel 

de agarosa en lugar de NanoDrop.  

 

Para la secuenciación PacBio, la recomendación de muestra es 

aproximadamente 3 µg por Gb de tamaño genómico (PacBio, 2022). Considerando 

un tamaño genómico esperado para Ascomycota de ~37 Mb (Mohanta & Bae, 

2015), se consideró adecuado una concentración superior a 200 ng/µL y volúmenes 

superiores a 100 µL. 

 

Para estimar la cantidad de ADN en gel, se cargó 1 µL de muestra en un gel de 

1% junto a un marcador 1 Kb Plus DNA Ladder (ThermoFisher, n.d.). La intensidad 

relativa de la banda de la muestra se comparó con la banda de referencia del 

marcador (~200 ng por el volumen cargado) para obtener una estimación 

Figura 13.  Micelio obtenido del subcultivo de las cepas 
orignales (cepa 133). La biomasa se usó para las 
extracciones de ADN.  
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semicuantitativa. Si la banda de la muestra resultaba más intensa que la referencia, 

se infería una concentración superior. 

 

Preservación de cepas 

Para garantizar la preservación a largo plazo y evitar pérdida de vigor o deriva 

génica, se realizó criopreservación de los aislamientos. Se observó que el subcultivo 

prolongado disminuía la capacidad de producir peritecios; por ello se escogió la 

criopreservación frente a la conservación en aceite mineral, debido a su mejor 

mantenimiento de la integridad genética (Crahay et al., 2013). 

 

Peritecios y micelio de cada cepa (128, 133, 137) fueron suspendidos en agua 

destilada estéril, se homogenizó y fueron mezclados en proporción 1:1 con una de 

las dos soluciones de preservación: V8 medium + glicerol o medio LB + glicerol. 

Alícuotas de 1.5 mL se almacenaron en criotubos a –80 °C. Se prepararon tubos de 

respaldo conteniendo tanto micelio como peritecios para proteger contra posible 

degradación a largo plazo. 

 

 

210 ng 
210 ng 

Figura 14. Extracción de ADN de las tres cepas que fueron 
seleccionadas para secuenciación. Referencia de la cantidad 
de DNA del marcador 1 Kb DNA Plus Ladder en contraste con 
la intensidad de las bandas. 

210 ng 
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Colocar los tubos en un 

ultracongelador. 

Extract the perithecia with an insulin 

needle Place the perithecia in 1 ml of sterile distilled 

water 

Place the tubes in an ultra-freezer 
Place the same parts of mixture 

in a cryogenic tube for same parts of 

Glycerol: V8 media 

Ground the perithecia with a 

micropistil 

Figura 15. Diagrama de flujo de la conservación de las estructuras fúngicas de M. maydis 
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Resultados y Discusión 

Secuenciación del genoma completo y ensamblaje de novo 

Dado que esta fue la primera vez que M. maydis se aisló, preservó y cultivó 

eficientemente in vitro, no existían genomas de referencia previos. Para permitir los 

posteriores análisis de anotación genómica, reconstrucción filogenética y genómica 

comparativa, fue necesario un ensamblaje de novo con el fin de generar un genoma 

de referencia de alta calidad representativo de la especie (CD Genomics, 2025). 

 

Estrategia de secuenciación 

El ADN genómico de alto peso molecular extraído de los tres aislamientos 

(MNG128S, MNG133S y MNG137S) se envió a Novogene (USA) para 

secuenciación del genoma completo usando la plataforma PacBio Sequel II DNA 

CLR. Este método fue elegido porque las tecnologías de lectura larga superan los 

retos comunes del ensamblaje de novo, como los huecos de cobertura y las 

regiones repetitivas que suelen permanecer sin resolver con plataformas de lectura 

corta (Jang-il & Jin-Wu, 2018). 

 

En los ensamblajes de novo, las regiones repetitivas como LTRs o LINEs 

representan un obstáculo importante para la contigüidad (Jang-il & Jin-Wu, 2018). 

El uso de lecturas largas de secuenciación de molécula única (SMS) de PacBio 

mitiga estas limitaciones proporcionando cobertura uniforme y uniendo elementos 

repetitivos extensos (Novogene, 2021). En particular, las lecturas HiFi de PacBio 

ofrecen fragmentos largos (15–20 kb en promedio) y alta precisión (~99.95%), lo 

que permite generar ensamblajes continuos y de alta fidelidad (PacBio, 2025). 

 

La longitud de lectura esperada supera el llamado “umbral dorado” de 7 kb, 

considerado suficiente para resolver complejidad estructural y mejorar la 

contigüidad en ensamblajes de novo (Koren & Phillippy, 2015). Gracias a estas 

lecturas largas, las variantes estructurales y elementos repetitivos del genoma de 
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M. maydis pudieron resolverse con mayor confianza, sentando una base sólida para 

los análisis posteriores. 

 

Control de calidad del ADN 

Antes de la secuenciación, la integridad y concentración del ADN genómico 

extraído se verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa, confirmando la 

obtención de ADN de alto peso molecular. Los fragmentos observados (>15,000 bp) 

y las concentraciones (>210 ng/µL) estuvieron dentro de los rangos recomendados 

para PacBio (>200 ng/μL, >3 µg por muestra), lo cual aseguró la idoneidad de los 

materiales para secuenciación de alta calidad. 

 

Ensamblaje del genoma y evaluación de calidad 

Los genomas de los aislamientos MNG128S, MNG133S y MNG137S se 

analizaron con GenomeScope (http://genomescope.org) para estimar el tamaño 

genómico, heterocigosidad y contenido repetitivo (Vurture et al., 2017). La longitud 

haploide estimada osciló entre 45–52 Mb, con una cobertura k-mer de 9–15%, 

heterocigosidad de aproximadamente 2% y contenido único superior al 80%. Los 

resultados detallados se encuentran en el Anexo E. 

 

Las lecturas con calidad de mapeo <10 se filtraron antes del ensamblaje. El 

ensamblaje se realizó usando Canu (Koren et al., 2017), optimizado para lecturas 

largas PacBio Sequel II. La calidad y completitud del ensamblaje se evaluaron con 

BUSCO v5.5.0 (Manni et al., 2021) y QUAST (Gurevich et al., 2013). Los 

ensamblajes resultantes mostraron >97% de completitud y un valor N50 de 1.5 Mb. 

 

Figura 16. Visualización de cómo los problemas de huecos se resuelven 
cuando un ensamblaje se realiza con lecturas largas. Imagen: Jang-il & Jin-
Wu, 2018. 

http://genomescope.org/
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BUSCO 

Se generó un ensamblaje consenso, alcanzando 97.9% de completitud y un N50 

de 3 Mb, tal como se detalle en la siguiente tabla. 

 

BUSCO buscó 1,706 ortólogos universales de copia única, de los cuales 1,670 

(97.9%) estuvieron completos (97.1% de copia única y 0.8% duplicados), 9 

fragmentados (0.5%) y 27 ausentes (1.6%). 

 

Tabla 2. Estadísticas de ensamble para el genoma de M. maydis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 1. Métricas de completitud de BUSCO para el ensamble de  Monographella maydis. 

(Sordariomycetes_odb10, n=1706). 

Resultados de BUSCO  

C:97.9%[S:97.1%,D:0.8%],F:0.5%,M:1.6%,n:1706 

Categoría Conteo Porcentaje 

Completos (C) 1670 97.9% 

   Copia única (single-copy) (S) 1656 97.1% 

   Duplicados (D) 14 0.8% 

Fragmentados (F) 9 0.5% 

Faltantes (missing) (M) 27 1.6% 

Total de grupos buscados (n) 1706 - 

Métrica Valor 

Número de scaffolds 90 

Número de contigs 90 

Longitud total del ensamble 39 801 790 bp 

Porcentaje de huecos 0.000% 

Scaffold N50 3 Mb 

Contig N50 3 Mb 
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QUAST 

QUAST generó métricas estándar de contigüidad y completitud. El análisis 

generó estadísticas para distribución de tamaño de contig, contenido GC, longitud 

del ensamblaje y métricas basadas en N (N50, N90, L50, L90), así como el número 

de bases ambiguas por cada 100 kb. 

 

Tabla 3. Estadísticas de QUAST del ensamble de M. maydis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las estadísticas de QUAST basadas en los umbrales de tamaño indican que el 

ensamblaje es altamente contiguo y contiene muy pocos contigs pequeños. La 

Métrica Valor 

Número de contigs (≥ 0 bp) 90 

Número de contigs (≥ 1,000 bp) 90 

Número de contigs (≥ 5,000 bp) 61 

Número de contigs (≥ 10,000 bp) 49 

Número de contigs (≥ 25,000 bp) 23 

Número de contigs (≥ 50,000 bp) 21 

Longitud total (>= 0 bp)  39 801 790 

Longitud total (>= 1000 bp)  39 801 790 

Longitud total (>= 5000 bp)  39 710 908 

Longitud total (>= 10000 bp)  39 630 494 

Longitud total (>= 25000 bp)  39 215 555 

Longitud total (>= 50000 bp)  39 150 514 

Contig más largo 5 468 643 bp 

Contenido de GC 54.40% 

N50 3 014 066 bp 

N90 1 058 628 bp 

auN 2 849 831.2 bp 

L50 6 

L90 15 

Número de N’s por 100 kbp 0 
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Figura 17. Flujo de trabajo para las lecturas del genoma de M. maydis. 

longitud total del ensamblaje se mantiene igual al considerar contigs ≥0 bp y ≥1,000 

bp, lo que demuestra que no hay contigs muy cortos. Al aumentar progresivamente 

los umbrales de tamaño (≥5 kb, ≥10 kb, ≥25 kb y ≥50 kb), la longitud total del 

ensamblaje disminuye solo ligeramente en cada paso, lo que demuestra que la 

mayor parte de la secuencia genómica está contenida en contigs grandes. De 

manera notable, incluso cuando solo se consideran los contigs ≥50 kb, la longitud 

retenida permanece cercana al tamaño total del ensamblaje, lo que confirma que la 

mayor parte del genoma está ensamblada en secuencias largas y de alta calidad. 

En conjunto, estos patrones reflejan un genoma robusto y bien ensamblado, con 

gran continuidad y mínima fragmentación. 

 

El ensamblaje consistió en 90 contigs con un total de 39.8 Mb, y no se realizó 

ningún scaffolding, resultando en el mismo número de contigs y scaffolds. La 

ausencia de bases N indica que el ensamblaje está completamente libre de huecos, 

lo que refleja la alta continuidad de los datos de lectura larga PacBio CLR. 

 

Aplicaciones downstream 

El ensamblaje de alta calidad sirvió como base para la anotación funcional, 

análisis filogenómicos y pangenómicos. Esta referencia representa la primera 

caracterización genómica de M. maydis, constituyendo un recurso valioso para 

estudiar su potencial patogénico y sus relaciones evolutivas dentro del complejo de 

la mancha de asfalto. 
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Basándose en el ensamblaje obtenido, la siguiente fase del estudio se enfocó en 

la anotación estructural y funcional del genoma de M. maydis, integrando múltiples 

herramientas bioinformáticas para predecir modelos génicos, asignar funciones 

funcionales y explorar la base molecular de su interacción con el hospedero y con 

otros hongos involucrados en el complejo de la mancha de asfalto. 

 

 

Predicción génica y anotación funcional 

La predicción génica se realizó sobre el genoma ensamblado utilizando 

FunAnnotate (v1.8.15) (Palmer & Stajich, 2020). Las secuencias repetitivas fueron 

enmascaradas con la herramienta de enmascaramiento de FunAnnotate, y la 

predicción génica se llevó a cabo mediante el algoritmo GeneMark-ES. La 

completitud del genoma se evaluó utilizando la base de datos fúngica de BUSCO 

(Ascomycota_odb10) (Manni et al., 2021). Las secuencias codificantes predichas 

fueron posteriormente sometidas a búsquedas con BLAST+ (v2.14.1) para 

homología y anotación funcional. Las secuencias proteicas extraídas del archivo 

GFF3 que contenía las predicciones de GeneMark fueron consultadas contra la 

base de datos de proteínas UniProt para identificar proteínas homólogas y asignar 

funciones putativas (Ter-Hovhannisyan et al., 2008; The UniProt Consortium, 2025). 

A partir del conjunto de datos de UniProt se generó una base de datos BLAST local, 

y se ejecutó BLASTp para comparar contra ella las secuencias proteicas predichas. 

 

Anotación estructural y funcional 

La anotación estructural del genoma de M. maydis se realizó utilizando 

Funannotate (v1.8.15), un conjunto integral de herramientas optimizado para la 

anotación de genomas fúngicos. Los análisis se llevaron a cabo localmente en el 

clúster de cómputo de alto rendimiento MITLA del CCG-UNAM. 

 

Este proceso empleó herramientas de predicción génica como AUGUSTUS, 

SNAP, GlimmerHMM y parcialmente GeneMark-ES, generando 10,933 genes 
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predichos. La salida incluyó archivos de anotación estándar (.gff3, .gbk, .faa, .ffn y 

.fna), así como registros de errores y parámetros (Bromberg & Rost, 2007; Majoros 

et al., 2004; Stanke et al., 2004; Ter-Hovhannisyan et al., 2008). 

 

Este paso incorporó múltiples bases de datos y recursos, incluyendo Pfam, 

MEROPS, CAZy, SignalP y UniProt (a través de DIAMOND) (Lombard et al., n.d.; 

Mistry et al., n.d.; Rawlings et al., 2014; Teufel et al., 2022; The UniProt Consortium, 

2025). Debido a limitaciones de configuración local, no se ejecutaron InterProScan 

ni eggNOG-mapper. 

 

Tabla 4. Resultados generales de la anotación estructural y funcional del genoma de M. maydis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análisis de metabolitos secundarios 

La predicción de clústeres de genes biosintéticos (BGCs) y de rutas de 

metabolitos secundarios se realizó utilizando antiSMASH (v4.1.0) (Blin et al., 2019). 

Aunque se intentó ejecutar funannotate remote -m antismash, el análisis se 

completó finalmente mediante la carga manual del archivo GenBank anotado en el 

servidor fungiSMASH. 

 

El análisis identificó exitosamente múltiples clústeres biosintéticos, 

potencialmente involucrados en la producción de metabolitos secundarios. Los 

resultados se resumen en la siguiente imagen. 

Categoría Cantidad 

Genes anotados 10,933 

Dominios Pfam 11,971 

Coincidencias con UniProt 773 

Entradas MEROPS 368 

Familias CAZy 794 

Proteínas secretadas predichas (SignalP) 1016 
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Cada bloque de color representa un tipo distinto de clúster génico (p. ej., NRPS-

like, PKS, terpenos). El análisis reveló múltiples clústeres potencialmente 

implicados en la síntesis de metabolitos secundarios asociados con la 

patogenicidad y la adaptación fúngica. 

 

Análisis de ortología 

La anotación funcional y la identificación de grupos ortólogos se realizaron 

utilizando EggNOG-mapper (v2.1.9), que asigna proteínas predichas a grupos 

ortólogos e identificadores de Ortología KEGG (KO) basados en la base de datos 

EggNOG (Cantalapiedra et al., n.d.; Kanehisa & Sato, 2019). Las proteínas 

predichas de M. maydis fueron formateadas en FASTA y analizadas utilizando 

Diamond para un alineamiento rápido contra la base de datos EggNOG. 

 

Figura 18. Análisis de antiSMASH v5.0 del genoma de M. maydis. Visualización de la 
predicción de clusters de genes biosintéticos (BGCs). 
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El análisis generó anotaciones KO de KEGG, categorías funcionales e 

información sobre rutas metabólicas. KEGG Mapper 

(https://www.genome.jp/kegg/mapper/reconstruct.html) se utilizó para visualizar 

interactivamente las rutas anotadas. Todos los KOs asignados y sus funciones 

correspondientes se encuentran en el Anexo I.  

 

Entre las funciones más representadas se encontraron las siguientes, entre 

otras, lo que refleja la diversidad metabólica y los posibles roles funcionales dentro 

del genoma de M. maydis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

KO ID Conteo Descripción 

K00505  30 Glucokinasa [EC:2.7.1.2] 

K01426  24 Adenosina desaminasa [EC:3.5.4.4] 

K16261  21 Oxidoreductasa dependiente de FAD 

K01183 17 Alfa-glucosidasa [EC:3.2.1.20] 

K05349  15 Factor de transcripción tipo zinc-finger 

fúngico 

K00799  15 Glutamina sintetasa [EC:6.3.1.2] 

K08286  14 Proteína F-box 

K08141  14 Proteína quinasa 

K00480  11 Subunidad I de citocromo c oxidasa 

[EC:7.1.1.9] 

K01230  10 Beta-galactosidasa [EC:3.2.1.23] 

Tabla 5. Los 10 KOs más frecuentes. 

https://www.genome.jp/kegg/mapper/reconstruct.html


37 
 

 

Análisis Pangenómico y Filogenómico 

Para inferir las relaciones evolutivas e identificar familias génicas conservadas, 

se realizó un análisis genómico comparativo que incluyó Microdochium bolleyi 

(GCA_001566295), Microdochium trichocladiopsis (GCA_020744255), 

Figura 19. Visión general de la reconstrucción de rutas metabólicas KEGG basada en las 
anotaciones de EggNOG-mapper. Las rutas metabólicas se reconstruyeron utilizando la 

herramienta en línea KEGG Mapper, empleando los identificadores KO generados por EggNOG. 
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Microdochium nivale (GCA_026745475), Phyllachora maydis (GCA_029339225) y 

Monographella maydis (este estudio). Los datos genómicos en formato GenBank 

(.gbff) se analizaron utilizando Get_Homologues (v14112024), empleando los 

algoritmos BBH, COG y OrthoMCL para identificar clústeres ortólogos (Contreras-

Moreira & Vinuesa, 2013). 

 

Un total de 2,034 grupos ortólogos centrales, cada uno con una proteína por 

especie, se conservaron y se procesaron posteriormente con Get_Phylomarkers 

(v2.8.1.4), obteniendo 208 grupos de proteínas homólogas adecuados para la 

inferencia filogenética (Vinuesa et al., 2018). 

 

Se realizaron alineamientos múltiples de secuencias, y el árbol filogenético se 

reconstruyó utilizando RAxML (v8.2.12) bajo el modelo de sustitución GTR (Kozlov 

et al., 2019). El árbol final se visualizó usando IQ-TREE (v2.1.2) e iTOL, utilizando 

el método de Máxima Verosimilitud (MLE), ilustrando las relaciones evolutivas entre 

las cinco especies fúngicas en un árbol en formato Newick (Letunic & Bork, 2021; 

Minh et al., 2020). 

 

 

El análisis filogenético muestra a Phyllachora maydis_PM02 ramificándose por 

separado de las especies de Microdochium y Monographella, indicando que P. 

maydis es el taxón más divergente dentro del conjunto de datos. Las especies 

restantes forman un clado bien soportado en el que Monographella maydis se 

agrupa estrechamente con Microdochium trichocladiopsis, sugiriendo un ancestro 

común relativamente reciente. Ramas ligeramente más profundas separan a M. 

bolleyi y M. nivale, que se agrupan como taxones hermanos. 

Figura 20. Relaciones filogenéticas entre Monographella maydis y especies de hongos relacionadas. 
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En conjunto, la topología refleja una clara separación filogenética entre 

Phyllachora y el grupo Microdochium/Monographella; la identidad de Monographella 

maydis también se confirma con este árbol filogenético, mostrando los resultados 

esperados dentro de su género. 
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Conclusiones 

Este estudio representa la primera caracterización genómica integral de 

Monographella maydis, un hongo asociado con el complejo de mancha de asfalto 

del maíz (TSC). A través de su aislamiento exitoso, cultivo in vitro y secuenciación 

genómica de alta calidad utilizando tecnología PacBio de lecturas largas, se obtuvo 

un ensamblaje genómico completo y casi contiguo. La anotación de este genoma 

proporcionó un catálogo robusto de genes predichos, dominios funcionales y 

posibles factores de virulencia, ofreciendo información valiosa sobre los 

mecanismos moleculares subyacentes a su biología. Los análisis comparativos 

utilizando enfoques filogenómicos y pangenómicos revelaron que M. maydis 

comparte relaciones evolutivas con otros miembros del género 

Microdochium/Monographella, mientras que también exhibe características 

genómicas únicas que podrían explicar su especialización ecológica y su posible 

papel en el TSC. 

 

La integración de herramientas bioinformáticas como BUSCO, QUAST, 

FunAnnotate y EggNOG-mapper permitió una anotación estructural y funcional 

detallada del genoma, lo que condujo a la identificación de genes potencialmente 

vinculados con la patogenicidad, adaptación a estreses y de metabolismo 

secundario. Estos hallazgos no solo proporcionan un recurso fundamental para la 

especie, sino que también contribuyen a una comprensión más amplia de la 

diversidad fúngica asociada con las enfermedades del maíz. 

 

Sin embargo, aunque los datos genómicos y comparativos avanzan nuestra 

comprensión de M. maydis, la interacción patogénica entre Phyllachora maydis y M. 

maydis permanece sin resolverse. Las aproximaciones experimentales futuras 

deberían orientarse a elucidar el orden cronológico y la dependencia de la infección 

entre estos dos hongos —si M. maydis requiere una inoculación previa por P. 

maydis, o si ambos pueden actuar de manera independiente bajo condiciones 

ambientales específicas. Los ensayos de doble inoculación, el perfilamiento 

transcriptómico y los estudios de infección basados en microscopía podrían aclarar 
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estas dinámicas, revelando así la base molecular de su patogenicidad sinérgica 

dentro del complejo de mancha de asfalto. 

 

En conjunto, este trabajo establece un marco genómico y analítico para 

Monographella maydis, abriendo nuevas vías para comprender la evolución, el 

potencial patógeno y la adaptación ecológica de los hongos involucrados en las 

enfermedades del maíz. 
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Anexos 

Anexo A. Glosario 

1. Ensamblaje genómico de novo. Proceso mediante el cual se ensambla el 

genoma completo de un organismo a partir de lecturas de secuenciación—

largas o cortas—sin utilizar un genoma de referencia. 

2. Genoma de referencia. Ensamblaje genómico continuo, preciso y anotado 

de una especie, utilizado como base para comparaciones y análisis. 

3. Anotación del genoma. Proceso de identificación de genes, regiones 

codificantes y características regulatorias o estructurales dentro de un 

genoma. 

4. Hiperparásito. Parásito cuyo hospedero es a su vez otro parásito. 

5. Cebadores (primers). Secuencias cortas de ADN monocatenario que se 

unen a regiones específicas y permiten la amplificación de ADN en PCR. 

6. Estroma. Tejido fúngico compacto que contiene estructuras reproductivas 

como ascocarpos o peritecios. 

7. Ascos. Sacos cilíndricos o alargados característicos de los Ascomycetes, 

donde se desarrollan y almacenan las ascosporas durante la reproducción 

sexual 

8. Triseptado. Que posee tres septos internos; se refiere comúnmente a 

conidios o hifas con tres divisiones transversales. 

9. Conidios. Esporas asexuales producidas por hongos, típicamente 

dispersadas para la reproducción y diseminación. 

10. Himenio. Capa fértil de un ascocarpo compuesta por ascos y paráfisis. 

11. Ascocarpo. Estructura reproductiva sexual de hongos Ascomycetes donde 

se producen los ascos y las ascosporas. Puede presentarse en diversas 

formas (peritecios, apotecios, cleistotecios) y es responsable del desarrollo 

de esporas sexuales. 

12. Peritecios. Ascocarpos con forma de matraz que presentan una abertura 

pequeña (óstiolo) por la cual se liberan las ascosporas maduras. Suelen 

estar incrustados o unidos a un estroma en muchos hongos Ascomycetes. 
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13. Parásito obligado. Organismo que solo puede completar su ciclo de vida 

dentro de un hospedero vivo. 

14. Mapeo de lecturas (read mapping). Alineamiento de lecturas de 

secuenciación contra un genoma de referencia conocido para 

comparaciones o identificación de variantes. 

15. Internal Transcribed Spacer (ITS) (Espaciador Interno Transcrito). Regiones 

no codificantes altamente variables del ADN ribosomal usadas como 

marcadores moleculares para la identificación de hongos. 

16. Melting temperature, Tm (Temperatura de fusión, Tm). Temperatura a la cual 

el 50% de las hebras de ADN están desnaturalizadas (sencillas) y el 50% 

permanecen doblemente enlazadas. 

17. Single Nucleotide Variant, SNV (Variante de un solo nucleótido). Sustitución 

de una base nucleotídica en el genoma, utilizada frecuentemente en 

genómica comparativa. 

18. In vitro. Proceso realizado fuera de un organismo vivo bajo condiciones 

controladas de laboratorio. 

19. LINEs (Elementos Nucleares Dispersos Largos). Elementos móviles 

repetitivos de ADN capaces de copiarse e insertarse dentro del genoma. 

20. LTRs (Repeticiones Terminales Largas). Secuencias repetidas de ADN que 

flanquean retrotransposones; esenciales para su movilidad. 

21. Contenido GC. Porcentaje de bases guanina y citosina en una molécula de 

ADN; indicador de estabilidad genómica. 

22. Haploide. Que contiene un solo conjunto de cromosomas. 

23. K-mer. Subcadena de longitud k extraída de una secuencia de ADN; utilizada 

para análisis de ensamblaje, estimación de tamaño de genoma y corrección 

de errores. 

24. N50. Longitud del contig más corto que representa el 50% del tamaño total 

del genoma ensamblado; métrica de calidad. 

25. N90. Longitud de los contigs que representan el 90% del ensamblaje; 

indicador de calidad más estricto. 
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26. auN. Métrica de continuidad del ensamblaje genómico que integra todas las 

estadísticas Nx (N10–N90) en un solo valor, ofreciendo una medida integral 

de la distribución del tamaño de contigs y la contigüidad general del 

ensamblaje. 

27. L50. Métrica que indica el número mínimo de contigs o andamios que juntos 

contienen el 50% de la longitud total del ensamblaje. Un L50 más pequeño 

refleja un ensamblaje más contiguo. 

28. L90. Métrica que indica el número mínimo de contigs o andamios que juntos 

contienen el 90% de la longitud total del ensamblaje. Un L90 menor sugiere 

un ensamblaje más completo y menos fragmentado. 

29. Anamorfos. Etapa asexual de un hongo. 

30. Teleomorfos. Etapa sexual de un hongo. 

31. Cobertura del genoma. Número promedio de veces que cada base del 

genoma es secuenciada. 

32. Scaffold (Andamio). Secuencia compuesta por contigs conectados cuyo 

orden y orientación se conocen. 

33. BUSCO score. Métrica que indica el grado de completitud del genoma 

basada en ortólogos conservados de copia única. 

34. Coverage depth (Profundidad de cobertura). Medida del número de veces 

que un nucleótido dado es secuenciado. 

35. Análisis downstream. Pasos analíticos realizados después del ensamblaje y 

anotación del genoma, como análisis filogenéticos u ontologías génicas. 

36. Árbol filogenético. Diagrama que representa relaciones evolutivas entre 

especies o cepas. 

37. Contig. Secuencia continua de ADN ensamblada a partir de lecturas 

superpuestas. 

38. Modelo de sustitución GTR. Modelo evolutivo “General Time Reversible” 

utilizado para inferencia filogenética, que permite tasas diferentes de 

sustitución entre todas las posibles parejas de nucleótidos. 

39. Formato Newick. Formato de texto estándar para representar árboles 

filogenéticos mediante paréntesis anidados. 
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Anexo B. Taxonomía de M. maydis 
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Anexo C. Imágenes de estructuras de M. maydis 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 21. Conidio aislado obtenido de esporodoquio 
de M. maydis 

Figura 22. Himenio de M. maydis. 
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Figura 23. Hifas de Monographella maydis, unidas a un peritecio abierto.  

Figura 24. Ascas diferenciadas. En cada saco hay o ascosporas bien definidas. 
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Figura 25. Peritecio con ascas saliendo de él. Las 8 ascosporas triseptadas puede verse en cada célula.  
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Anexo D. Referencia de ladder usados para los geles de agarosa  
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Anexo E. Análisis de K-meros usando GenomeScope 

MNG128 S 

 

http://genomescope.org/analysis.php?code=XRAjw6uDy6pi9ZQJMedE  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://genomescope.org/analysis.php?code=XRAjw6uDy6pi9ZQJMedE
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MNG133S 

 

http://genomescope.org/analysis.php?code=md1yYETlmSdTma6Qx0HD 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://genomescope.org/analysis.php?code=md1yYETlmSdTma6Qx0HD
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MNG137S 

 

http://genomescope.org/analysis.php?code=leVpzH5oRnkp4kNAg8z8  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://genomescope.org/analysis.php?code=leVpzH5oRnkp4kNAg8z8
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Anexo F. Resumen de los resultados de la anotación de M. maydis 

Category Description Count / Value Tool / Database 

Genome 

assembly size 

Total assembled 

length 
39.8 Mb QUAST 

N50 / L50 
Assembly 

contiguity metrics 
3.0 Mb / 6 QUAST 

BUSCO 

completeness 

Complete (C) / 

Single (S) / 

Duplicated (D) 

97.9% (97.1% S, 

0.8% D) 
BUSCO v5.5.0 

Predicted genes 
Total number of 

gene models 
10,933 Funannotate 

Predicted 

proteins 

Number of 

translated CDS 
10,933 Funannotate 

Pfam domains 
Functional protein 

domains detected 
11,971 Pfam v35.0 

CAZy families 
Carbohydrate-

active enzymes 
794 dbCAN / CAZy 

MEROPS entries 
Proteolytic 

enzymes 
368 MEROPS 

SignalP hits 
Predicted secreted 

proteins 
1,016 SignalP 

UniProt matches 
Homologous 

proteins identified 
773 

UniProt 

(DIAMOND) 

Biosynthetic 

gene clusters 

(BGCs) 

Predicted 

secondary 

metabolite clusters 

X (to fill in once 

you check 

antiSMASH 

results) 

antiSMASH v4.1.0 

Major BGC types 

Example: PKS, 

NRPS, Terpene, 

Hybrid 

X antiSMASH v4.1.0 
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Anexo G. Workflow del análisis bioinformático 

Proposed Workflow Structure 

1. Input Data 

o Assembled genome (Monographella maydis FASTA) 

o Sequencing platform: PacBio Sequel II (long reads) 

2. Assembly Quality Assessment 

o Tools: QUAST, BUSCO 

o Metrics: completeness, contiguity (N50), GC content 

3. Structural Annotation 

o Tool: Funannotate Predict 

o Gene predictors: AUGUSTUS, SNAP, GlimmerHMM, GeneMark-ES 

o Output: GFF3, GBK, CDS, mRNA, protein FASTA files 

4. Functional Annotation 

o Tool: Funannotate Annotate 

o Databases: Pfam, MEROPS, CAZy, SignalP, UniProt 

o Output: Annotated GBK, GFF3, protein and CDS files 

5. Secondary Metabolite Analysis 

o Tool: antiSMASH / fungiSMASH 

o Input: annotated GBK file 

o Output: identified biosynthetic gene clusters (BGCs) 
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6. Downstream Analyses and Visualization 

o Data interpretation (Pfam, CAZy, SignalP categories) 

o Summary statistics and figure generation 
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Anexo H. Herramientas bioinformáticas y parámetros 

 

Tabla 6. Versiones de software usadas para el análisis de BUSCO 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tool Version 

hmmsearch 3.3 

BBTools 39.01 

MetaEuk GITDIR-NOTFOUND 

(version not detected) 

BUSCO 5.5.0 
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Anexo I. Salidas de KEGG Mapper mostrando vías metabólicas 

reconstruidas a partir de anotaciones de EggNOG 
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