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RESUMEN

Se ha documentado que durante la segunda
mitad del siglo XIX, empezaron a aparecer
lesiones epizoéticas cutaneo-granulomatosas en
las extremidades de los équidos en varios paises
asiaticos y, posteriormente, en Australia. En 1987,
se 1dentificé al oomiceto Pythium insidiosum,
como agente causal, Gnica especie reconocida
responsable de esta infeccién secular primordial
en équidos asiaticos. Un siglo més tarde, se
reporté que otros mamiferos como caninos, felinos,
humanos y ganado vacuno, eran susceptibles
de ser infectados por este microorganismo (a
menudo con resultados mortales). Se conocen
pocos casos de esta patologia en ganado bovino,
generalmente limitados a un pequefio nimero de
animales, mayormente terneros, o mautes de 1y
2 afios de edad. Los resultados de investigaciones
realizadas en rebafos de ganado cebt cruzado,
de la ganaderia extensiva del Alto Apure, que
pastan permanentemente en areas inundadas y
en cuatro municipios de esa regién, arrojaron alta
incidencia, alta frecuencia y severa patogenicidad
de la enfermedad cutdneo-granulomatosa, conocida
como granulomatosis enzoética bovina (GEB),
localizada predominantemente en las partes

ABSTRACT

It has been documented that during the second
half of the 19th century, epizootic cutaneous-
granulomatous lesions began to appear on the
limbs of equids in several Asian countries and
later in Australia. In 1987, the oomycete Pythium
insidiosum was 1dentified as the causative agent, the
only recognized species responsible for this primary
secular infection in Asian equids. A century later,
other mammals such as canines, felines, humans and
cattle were reported to be susceptible to infection by
this organism (often with fatal results). Few cases
of this pathology are known in cattle, generally
limited to a small number of animals, mostly
calves, or yearlings of 1 and 2 years of age. The
results of research carried out in herds of crossbred
zebu cattle, from the extensive cattle ranching of
Alto Apure, which graze permanently in flooded
areas, and in four municipalities of that region,
showed high incidence, high frequency and severe
pathogenicity of the cutaneous-granulomatous
disease, known as bovine enzootic granulomatosis
(BEG), located predominantly in the lower parts of
the extremities. This article is a historical account of
BEG, product of the evaluation of 25 cattle farms
in the state of Apure. The incidence and prevalence

" A quien debe dirigirse la correspondencia (To whom correspondence should be addressed)

Doi: 10.56306/RFCV.2022.63.2.2


https://doi.org/10.56306/RFCV.2

022.62.1.bb

Rev. Fac. Cs. Vets. - UCV. 62(2): pdgs. 34-00. 2021

inferiores de las extremidades. Este articulo constituye
un recuento histérico de la GEB, producto de la
evaluacién de 25 establecimientos ganaderos del
estado Apure. LLa incidencia y prevalencia de la GEB
variaron en los distintos grupos etarios del rebafio,
siendo alrededor del 25 al 35% en animales jévenes
(1 a 3 anos) y de 3 a 4%, en animales mayores de 4
anos. En un 95% de los casos, las lesiones estuvieron
limitadas a la piel de la regién metacarpiana,
metatarsiana, pezufias y tejidos subyacentes. El
comportamiento clinico-epidemiolégico y patogénico
del Pythium insidiosum, permitié6 formular la
hipétesis de que podria haberse producido alli un
cambio o reordenamiento en la estructura genémica
de este oomiceto, como fue demostrado previamente
en Asia, Australia y América. Esto harfa necesaria
la reclasificacién del hongo en una subespecie.

(Palabras clave: Pythium insidiosum; dermatitis
nodular; granulomatosis enzoética bovina;
pododermatitis cutaneo granulomatosa; pythiosis)

INTRODUCCION

Las Pythiosis son patologias de vegetales,
mamiferos y peces, producidas por un microorganismo
del género Pythium, el cual retine alrededor de 120
especies que se describen como “hongos acuaticos”
o “mohos de las aguas”. Se encuentran entre los
mas destructores patégenos de plantas, semillas
vegetales almacenadas, raices y gran variedad de
tejidos vegetales. Filogenéticamente estan distantes
del reino de los hongos y mas cercanos a las algas y
ocasionan dermatitis piogranulomatosa ulcerada y
nodular exudativa y rapidamente progresiva [1]. La
enfermedad ha sido reportada en diversas especies
como la equina [2], canina [3], felina [4], ovina
[5], aves migratorias [6], humanos [7] y bovinos
[9-11]. Haciendo un breve recorrido por la historia
de la pythiosis animal, encontramos que los primeros
casos se reconocieron en epizootias de equinos del
Continente Asiatico. A mediados del siglo XIX
fueron estudiados y descritos los primeros casos
de lesiones térpidas cutaneo-granulomatosas en las
extremidades de caballos de la India, pero sin obtener
resultados concretos sobre la etiologia. Existen casos
bien documentados sobre el tema, destacando los
publicados entre otros por Smith et al. [11], en

of BEG varied in different age groups of herds, being
around 25 to 35% in young animals (1 to 3 years
old) and 3 to 4% in animals older than 4 years old.
In 95% of the cases, lesions were limited to the skin
of the metacarpal and metatarsal region, hooves and
underlying tissues. The clinical-epidemiological and
pathogenic behavior of Pythium insidiosum led to
the hypothesis that a change or rearrangement in
the genomic structure of this oomycete could have
occurred there, as previously demonstrated in Asia,
Australia and America. This would necessitate the
reclassification of the fungus into a subspecies.

(Key words: immunohistochemestry, nervous tissue,
Caiman Crocodilus Crocodilus)

los cuales solo se sugiere la naturaleza fungoide del
agente aislado. Bridges y Emmons [12] aislaron
un microorganismo filamentoso, estérl, a partir de
casos de equinos afectados por la granulomatosis
en lexas y Florida, muy similar desde el punto
de vista clinico-patolégico a los estudiados por los
investigadores holandeses [13]. Finalmente, en
1987, de Cock et al. [13] encontraron que todos
los aislamientos realizados hasta la fecha, tanto de
animales como de humanos, fueron provocados
por la especie tnica de los Oomycetos: Pythium
insidiosum [14], un microorganismo clasificado en
el Reino Stramenopila, Phylum Oomycota, Clase
Oomycetes, Orden Pythiales, Familia Pythiaceae y
Género Pythium. Esta es la tnica especie descrita
como causante de infeccién en mamiferos y peces,
siendo mas frecuente histéricamente la pythiosis
equina y, méas recientemente, con menor incidencia
en perros, gatos, humanos y bovinos [2, 3, 7, 9].
No es contagiosa de animal a animal, n1 de animal
al hombre.

En resumen, los casos de esta granulomatosis
cutdnea, estudiados en el siglo XIX y buena
parte del siglo XXX, primero en Asia y Australia y
luego reportada en varlos paises con caracteristicas
agroecolégicas de bosque tropical y subtropical
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lluvioso [15], fueron todos reconocidos en equinos.
Fue a partir del afio 1971 cuando comienzan a
aparecer descripciones de casos de pythiosis en otras
especies, como por ejemplo, en caninos, bovinos,
humanos y gatos. LLa especie bovina ocupaba el tercer
lugar como la menos afectada por esta patologia en
el mundo, pero en el nicho ecolégico de los llanos
altos del estado Apure ocupa el ahora el ler lugar
por su caracter enzodético masivo y expansivo. En
este sentido, la deteccién de variantes geogréficas
del Pythium insidiosum, fueron reconocidas, cuando
Schurko et al. [16] identificaron polimorfismo en 28
aislamientos del Oomyceto originarios de América,
Asia y Australia, encontrandose variaciones en las
secuencias espaciadoras internas de los genes que
codifican las subunidades mayor y menor del ARN
ribosomal del microorganismo [16].

Marin et al. [17-18], reportaron que en los
rebafios bovinos mestizos cebti de sistemas de
produccién extensiva en sabanas hipertérmicas
del Alto Apure (municipios Mufoz, Rémulo
Gallegos, Bruzual y Péez), se habian comenzado
a diseminar casos severos de granulomatosis
cutdnea, como neoformaciones uni o polinodulares
proliferativas necrotizantes y/o fuerte y dolorosa
tumefaccién granulomatosa ulcerada de la piel
y tejidos subyacentes, en las partes bajas de las
extremidades en su mayor frecuencia, y menos en
otras regiones del cuerpo (cuello, pecho, espalda,
abdomen y vientre). El habitat de pastoreo de estos
animales son las sabanas inundables, mal drenadas,
de suelos saturados, salinos con lagunas de aguas
estancadas, cubiertas de diversas especies de plantas
acuaticas con predominio del lirio, acumulacién
de detritus vegetales y temperaturas ambientales
constantes que oscilan entre 27°y 50 °C, todo lo cual,
constituye el habitat o nicho ecolégico del Pythium
insidiosum que al producir zoosporas biflageladas, la
cual es su principal elemento infectante, se adhieren
a las plantas y/o al contacto con la piel reblandecida
por el agua, con escoriaciones y pequenas heridas
en las partes bajas de las extremidades de terneros,
mautes y adultos, los cuales contraen el patégeno,
en ese habitat acuoso altamente propicio para la
realizacién de su ciclo biolégico (Figura 1). Esta
patologia se ha extendido a los municipios vecinos,
probablemente a partir del area de los Médulos
Hidrolégicos de Mantecal (municipio Mufoz)
donde es posible que se haya producido un cambio
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Figura 1. Paisaje del habitat caracteristico del Pythium
insidiosum. Rebafio pastoreando en sabanas inundables,
mal drenadas con aguas estancadas

(“reordenamiento” o “reacomodo”) de la estructura
genémica del microorganismo, manifestandose
en una nueva cepa o subespecie con mas alta
patogenicidad (mayor incidenciay morbilidad), més
prevalente en bovinos de alrededor 1-3 afos de edad,
provocandoles serias dificultades para movilizarse
(claudicaciones o cojeras), retraso en el crecimiento,
causando un impacto econémico importante. Esto
viene a ser una observacién epidemiolégica de
principal relevancia, porque la misma solo afecta
mayormente a bovinos que ahora se comportan como
un nuevo huésped especifico y no tanto los équidos, a
pesar de que pastorean conjuntamente en las sabanas
inundables. En otras palabras, ahora los équidos son
menos susceptibles a la infeccién de esta variedad de
Pythium insidiosum, con alta susceptibilidad para los
bovinos de cria extensiva.

De lo anteriormente expuesto, el objetivo
general de este trabajo fue describir la historia
natural y el comportamiento epidemiolégico de
la Granulomatosis Enzoética Bovina en un area
geografica bien delimitada y caracterizar la expresién
clinico-patolégica; y a la vez, intentar explicar las
causas que determinaron la probable ocurrencia
del fenémeno biolégico en la estructura intima del
Pythium insidiosum por el cambio de huésped que
se produjo del equino, huésped natural secular y su
posterior adaptacién al bovino en forma enzoética
masiva.

MATERIALES Y METODOS

I. Diagnéstico

Las investigaciones realizadas para la identificacién
del agente causal de la Granulomatosis Enzoética
Bovina (GEB) y caracterizacién de la historia natural
de la misma, fueron las siguientes: 1. Estudio clinico:
En los municipios Bruzual, Mantecal y Paéz en cada
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hato o fundo visitado, se reunié el rebafio afectado
y se hizo el examen semiolégico correspondiente, en
relacién a: edad, condicién corporal, trastornos de
la marcha (claudicacién o postracién), temperatura
corporal, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria,
apetito, rumia, miccién, defecacién, localizacién,
distribucién y caracteristicas de las lesiones cutaneas.
1. Estudio anatomopatolégico: se realizaron
biopsias a una muestra mediante de 10 animales
por rebafio, con lesiones cutdneo-nodulares en 10
de las 25 fincas visitadas en los cuatro municipios
que presentaron la mas alta incidencia y cuadro
clinico méas severo y complicado. Para la toma de
las biopsias, se inmovilizaron los animales, atando
los cuatro miembros y se colocaron en posicién
dectbito lateral derecho, previa sedacién con
Xilacina al 2% y anestesia local con Lidocaina al
2%. Las biopsias fueron obtenidas en fragmentos
de 3x2x4cm, profundizando las lesiones nodulares
o las inflamatorias tumefactas necrético-exudativas,
piogranulomatosas fistulizadas en el 4rea metacarpo
y/o metatarso-falangeana en su mayor parte y de
otras regiones (cuello, térax, abdomen). Se fijaron
en formol neutro al 10% V/V y se procesaron segiin
la técnica histolégica convencional de deshidratacién
en alcoholes, en tolueno-xilol, para la inclusién en
bloques de parafina y preparacién de cortes de 3um
y 5um de espesor realizados con micrétomo de
deslizamiento. La coloracién de los cortes de 5um
de espesor se hizo con hematoxilina-eosina (H&E)
y los de 3um, con impregnacién con sales de plata-
methenamina-tricrémico de Gémori. 111. Observacién
microscépica en examen fresco del microorganismo.
Eista se llevé a cabo con la técnica descrita por Borells,
empleando hidréxido de potasio (KOH) al 10% y
tinta Parker en una gota gruesa de exudado purulento
en un extendido sobre un porta objetos y observacién
al microscopio. iv. Cultivo y aislamiento del agente
etiolégico. Para ello, se tomaron muestras de tejido
fresco con material supurado en tubos de ensayo,
manteniéndose para el transporte, en agua destilada
estéril adicionada de antibiéticos, sin refrigeracién,
a temperatura ambiente. Se dividieron en pequenos
fragmentos que se colocaron en la superficie del
agar Sabouraud-dextrosa en placas de Petr1 y se
incubaron a 37 °C en cdmara himeda durante 24

horas, Mendoza [22].

II. Tratamiento

El tratamiento de la granulomatosis enzoética
bovina es dificil y poco eficaz cuando se recurre
a un solo recurso terapéutico como por ejemplo a
quimioterapia, cirugia o Inmunoterapia, pero si se
usan combinaciones, particularmente de las dos
primeras, se pueden obtener mejores resultados [22].

RESULTADOS

I. Diagnéstico

1. Estudio clinico-patolégico: La incidencia y
prevalencia de la GEB en los 25 establecimientos
ganaderos visitados fue variable en los distintos
grupos etarios del rebafo, afectandose alrededor
del 25 al 35% de los animales jévenes (1 a 3 afios)
y del 3 a 4% en animales mayores de 4 afos. Las
lesiones estaban limitadas a la piel de los metacarpos,
metatarsos, pezufias y tejidos subyacentes, en un
95%. No se produjo extensién o metastasis de
pythiosis a otros tejidos como huesos, linfonédulos,
ojos, arterias, 6rganos de los sistemas digestivos o
respiratorio, por lo que este agente solo tiene como
“6rgano efector” a la piel de los miembros (partes
bajas) y, mas escasamente, otras regiones externas del
bovino. La frecuencia de presentacién de pythiosis en
bovinos en todo el Alto Apure se estimé en el grupo
etario de 1 a 3 anos, el cual fue el mas afectado, en un
35% en promedio y se caracterizé por severas lesiones
inflamatorias agudas que cursan al inicio con prurito,
celulitis focal y depilacién (alopecia) de la zona, a
medida que el edema aumenta hasta la tumefaccién
notable de los metacarpos o metatarsos y pezunas que
tienden a la ulceracién y a la cronicidad, localizandose
méas frecuentemente en las partes bajas de las
extremidades, en forma de masas o nédulos (que
pueden alcanzar entre 30 a 50 mm de didmetro), con
una coloracién color marrén oscuro, con formacién
de material purulento que drena a través de fistulas,
culminando en un proceso incapacitante, doloroso,
necrético-exudativo que afecta la piel, subcutaneo,
vasos, cartilagos articulares (externos e internos),
nervios y tendones. Estas neoformaciones tienen
repercusién en el estado general, produciendo
claudicacién, pérdida de peso (~25 a 30%) y retraso
en el crecimiento. Algunos animales caen postrados
y mueren siendo el porcentaje de mortalidad ~2%.
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En los adultos, se evidencian nédulos necrotizantes
distribuidos, ademas de las patas, en otras partes del
cuerpo (parte inferior del cuello, térax o abdomen)
que se necrosan facilmente se desprenden facilmente
de su pediculo o base de fijacién; al corte, la lesién es
densa, de color crema roséceo con ductos irregulares
para el drenaje de pus sanguinolento (Figuras 2y 3).

Figura 2. Lesiones granulomatosas ulceradas de bordes
cortantes y fondo granulomatoso

Figura 3.Tumor con lesién granulomatosa nodular en
metacarpo

ii. Estudio histopatolégico: Con la coloracién
H&E, los cambios estructurales producidos por
el Oomyceto consistieron de multiples granulomas
inflamatorios que se extendian a la dermis profunda
y tejidos subyacentes, acompafiados de cambios de
tipo crénico que afectaron las capas epidérmicas y
anexos. LLos granulomas presentaban varias zonas de
necrosis alrededor de las cuales se pudieron observar
abundantes infiltrados polinucleares neutréfilos
y eosiné6filos, muchos en vias de degeneracién.
Inmediatamente a éstos, se observé la proliferacién
de histiocitos y macréfagos activados formando
una especie de manto o tapiz, acompanados de
linfocitos pequefios que se acumulaban en un tejido
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fibroplasico bien vascularizado. Enormes células
gigantes tipo cuerpo extrafio y con nicleos en forma
de corona en la periferia, se encuontraron sostenidas
en el componente fibroblastico que se extiende a
los granulomas vecinos. Necrosis y hemorragia
acompainaban al proceso inflamatorio (Figura 4).

Figura 4. Histopatologia (H&E) reaccién inflamatoria
granulomatosa caracteristica con formaciones gigantocelular
con abundantes histiocitos, macréfagos, neutréfilos y eosinéfilos

La coloracién de Grocott mostré hifas gruesas de
color negruzco, escasamente septadas y parcialmente
ramificadas con paredes lisas y articuladas en angulo
recto (Figura 5).

i f
Lis L -

Figura 5. La coloracién de Grocett muestra miltiples hifas
con ramificaciones en 4ngulo recto con escasos septos

1. La observacién microscépica del Pythium
insidiosum al examen fresco, permitié visualizar
hifas hialinas ramificadas, cenociticas, gruesas, poco
septadas, que muestran en el citoplasma escasas
vesiculas lipidicas, algunas de ellas con incrustaciones
en la periferia que al contacto con la luz producen un
halo iridiscente conocido como reaccién o fenémeno

}J 11k - o : oW il
Figura 6. Examen fresco de KOH al 10% muestra al P

insidiosum y reaccién de Splendore Hoeppli
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de Splendore-Hoeplii (Figura 6). iv. Crecimiento
en el cultivo micolégico. El periodo de crecimiento
fue de alrededor de 24 h, formando colonias planas
con el micelio sumergido en el medio de cultivo, de
color blanco-amarillento. Las hifas gruesas eran
cenociticas, hialinas, con ramificaciones laterales en
éngulo recto y escasamente septadas, caracteristicas

de P, insidiosum (Figura 7).

Figura 7. Cultivos de P. insidiosum en agar Sabouraud
dextrosa aspecto algodonoso del micelio

II. Tratamiento

El tratamiento en general de la GEB es lento,
costoso y exige dedicacién diaria para la atencién
individual de los animales afectados. No obstante, las
terapias combinadas, como las que se ensayaron en
las préacticas realizadas en varios fincas, empleando
anfotericina B, yoduro de potasio y acetonida de
triancinolona acuoso 10mg/mL. (CIBA-GEIGY)
arrojaron resultados favorables. Elitraconazole y
terbinafine pueden producir efectos secundarios.
El método quirdrgico asociado a procesos de
cauterizacién es eficaz cuando se elimina todo el
tejido infectado para que no haya recurrencia, sin
embargo, la cirugia no puede ser usada en todos los
casos porque la localizacién, estructuras anatémicas
involucradas y tamafo o extensién de las lesiones
imposibilitan este tipo de abordaje terapéutico
permanentemente. Desde 1980, se ha venido
utilizando en Australia la inmunoterapia [19] en
equinos, preparandola con nueva formulacién. Es un
inmunobiolégico producido a partir de cultivos de P,
insidiosum obtenido de macerados de masa fingica o
del contenido de antigenos del sobrenadante de los
cultivos, y se ha obtenido recuperacién entre el 60%
y 70% de los animales tratados con lesiones recientes.
Elste tratamiento se ha probado en bovinos, es costoso,
debe mantenerse en refrigeracién y utilizarse en un
plazo no mayor de | mes después de preparado. Las
condiciones en las cuales se desenvuelve la vida y la

ganaderia extensiva del Alto Apure, el escaso acceso
a los medicamentos, la energfa eléctrica, asi como a
otros insumos, ademéas de la escasa eficacia y costo
del inmunoterapico constituyen grandes limitaciones,
y descartan completamente su uso para el tratamiento
de esta patologia [22].

DISCUSION

El comportamiento y evolucién clinica de los
animales enfermos, las caracteristicas morfolégicas
macroscépicas e histopatolégicas con lesiones que
muestran al Oomyceto con los rasgos morfolégicos
y fenotipicos que lo identifican, aunado a la reaccién
célulo-inflamatoria tipica, corroborado con la
presencia del microorganismo en el examen fresco y
en el cultivo, dan cuenta de que el agente causal de la
GEB es Pythium insidiosum, lo cual fue confirmado
por los trabajos de Luis-Leén et al. [20] y Luis —
Leén y Pérez [21] quienes lo aislaron e identificaron
por analisis de secuenciacién, a partir de muestras
de tejido de bovinos infectados de donde se aislé el
ADN genémico total. LLa secuencia correspondiente
al ADNr 185 fue amplificada mediante PCR. No
obstante estas conﬁrmaciones, que no dejan lugar a
duda sobre su identificacién, quedan aiin interrogantes
sobre el comportamiento clinico-epidemiolégico y
patogénico por la alta agresividad y sensibilidad
especifica para los bovinos de esta regién, por haberse
originado probablemente una nueva “cepa” o variante
que emergi6 en el municipio Mufoz, la cual es
necesario investigar porque difiere notablemente de
los pocos casos de pythiosis bovina que han aparecido
en otros paises con similares condiciones ambientales
y agroecolégicas a las del estado Apure. Hasta el
presente, estos focos de pythiosis bovina siempre han
sido marginales en cuanto al nimero de animales
afectados y casi limitados a muy escasos grupos
de bovinos jévenes, tal como ha sido sefialado por
Miller et al. [8] en Louisiana, EE.UU, Santurio
et al. [7] en Pantanal y Silva et al. [10] en Brasil y
Cardona et al. [15] en Cérdoba, Colombia. Como
una suerte de hipétesis para intentar explicar el
cambio de comportamiento clinico-epidemiolégico y
patogénico del Pythium insidiosum, se sugiere, por
las razones antes expuestas, que se haya producido
algtin cambio o “reordenamiento” del ADN y/o del
ARN ribosomal del Oomyceto, capaz de inducir la
aparicién de una nueva “cepa’ o variante geografica
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como las identificadas por Schurko et al. [16]. Todo
lo cual se habria producido al haber provocado
una modificacién profunda de la ecologia y de la
biodiversidad, particularmente de los ecosistemas
de sabanas hipertérmicas altas no inundables a
sabanas mal drenadas con aguas estancadas durante
todo el ano, luego de implementarse el inmenso
proyecto agroecolégico representado por los Médulos
Hidrolégicos de Mantecal (1973-1978), que se
construyeron con la finalidad de proporcionar agua y
forrajes naturales a la promisoria ganaderia regional.
Como testimonio de haberse producido tales cambios
en la ecologia y biodiversidad, quedé demostrado
en numerosas investigaciones transdisciplinarias
e interdisciplinarias realizadas en sistemas y
ecosistemas de la flora y fauna de esa area geografica,
las cuales fueron llevadas a cabo por diferentes
instituciones cientificas del pais y del exterior. En
razén de la fuerza de los razonamientos y evidencias
senaladas para darle soporte a la hipétesis del cambio
genémico del P, insidiosum que afecta ala ganaderia
extensiva del alto Apure, consideramos pertinente
darle continuidad a esta investigacién, toda vez que
Schurko [16] la ha llevado a cabo exitosamente,
logrando determinar 28 aislamientos del Oomyceto
originarios de América, Asia y Australia, en los
cuales encontraron variaciones en las secuencias
espaciadoras internas de los genes que codifican las
subunidades mayor y menor del ARN ribosomal
del microorganismo, lo cual podria conducir a una
posible reclasificacién del mismo en subespecies, entre
las cuales pudiera incluirse la posible variedad que
haya surgido en Mantecal, estado Apure.
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