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Resumen. Macrophomina phaseolina es un hongo fitopatégeno con un amplio
rango de hospederos, el cual causa problemas econémicos en muchas especies cul-
tivadas. La caracterizacion molecular es de mucha importancia al disefiar estrate-
gias de manejo del hongo que involucren la resistencia genética de las plantas.
Para esta caracterizacion es indispensable poseer ADN en suficiente cantidad y ca-
lidad. El presente trabajo tuvo como objetivo establecer la forma mas eficiente de
producir micelio, asi como determinar el protocolo mas eficaz en la extraccion de
ADN y en su purificacion. Hasta 13,50 mg de micelio se obtuvieron al colocar 10
microesclerocios en 200 pL de caldo papa dextrosa contenido en 1 celda de placas
de ELISA incubada a 30°C durante 7 dias en oscuridad. La extraccion mas eficien-
te se logrd usando el buffer de Dellaporta, y repitiendo dos veces el paso de preci-
pitacion de proteinas con fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1), para
posteriormente completar la limpieza con la adicion de acetato de amonio 5 M y
ARNasa. Recibido: 25 mayo 2012, aceptado 31 agosto 2012.

Palabras clave: pudricion carbonosa, caracterizacion molecular, extraccion
ADN.

OPTIMIZING PROTOCOL FOR DNA EXTRACTION
FROM THE PHYTOPATHOGENIC FUNGUS
MACROPHOMINA PHASEOLINA (TASSI) GOID

Abstract. Macrophomina phaseolina is a pathogenic fungus possessing a wide
host range and causing economical loss for many crops. Molecular characteriza-
tion of this species is very important when designing strategies to manage the fun-
gus that involve genetic plant resistance. Obtaining DNA of good enough quality
is the most important step for this kind of characterization. The objective of this re-
search was to determine the most efficient method for producing mycelia and also,
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to determine the best protocol for DNA extraction and purification. Up to 13.50
mg mycelia were obtained when 10 microsclerotia were placed in one ELISA plate
cell containing 200 L of potato dextrose broth and incubated at 30°C in the dark
for 7 days. The most efficient extraction was achieved using Dellaporta buffer, re-
peating the protein precipitation step twice with phenol: chloroform: isoamylic al-
cohol (25:24:1), to later complete the cleaning with ammonium acetate SM and
RNAase. Received: 25 mayo 2012 / Accepted. 31 agosto 2012.

Keywords: charcoal rot, molecular characterization, DNA extraction.

INTRODUCCION

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanich es un hongo fito-
patogeno de importancia en mas de 300 especies cultivadas, desta-
candose su impacto negativo en Venezuela sobre cultivos como gira-
sol, ajonjoli, sorgo y caraota. Es el agente causal de la enfermedad
llamada pudricion carbonosa, cuyo dafio se debe a la obstruccion que
el patdgeno causa en el sistema vascular de raices y tallos (Wyllie
1989). El control de la enfermedad es hecho, como en cualquier otra,
mediante practicas culturales, control biologico (e.g. Ramezani
2008), control quimico (e.g. Cohen et al. 2012) y desarrollo de culti-
vares resistentes (e.g. Igbar et al. 2010). Esta ultima alternativa re-
quiere de una amplia informacion sobre la variabilidad genética
existente tanto dentro de la especie vegetal a mejorar como dentro de
la especie del patogeno, lo cual puede ser logrado mediante la carac-
terizacion de poblaciones. Laurentin (2009) sefala que existen dos
estrategias para tal fin, hacerla mediante atributos morfologicos y lo-
grarla mediante marcadores moleculares. Entre las ventajas que re-
presenta la caracterizacion molecular sobre la morfologica se tiene
que es totalmente independiente de las condiciones ambientales,
ademas de hacer un muestreo sobre gran parte del genoma (Lauren-
tin, 2011). La utilizacion de este tipo de caracterizacion requiere de
ADN como punto de partida. M. phaseolina es un hongo que en me-
dios de cultivo produce microesclerocios en lugar de micelio, lo cual
representa un problema al momento de disponer de suficiente mate-
rial para lograr la extraccion de ADN.
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El objetivo del presente trabajo fue determinar la forma mas efi-
ciente de producir micelio para la extraccion de ADN, asi como
comparar varios protocolos para determinar el que resultase mas efi-
caz en la extraccion de ADN y en su purificacion.

MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DE MICELIO

Se utiliz6 material de un aislamiento obtenido a partir de plan-
tas enfermas de ajonjoli en siembras comerciales ubicadas en la lo-
calidad de El Playon, Municipio Santa Rosalia del estado Portu-
guesa. Se compararon tres metodologias para determinar la forma
mas eficiente de lograr obtener micelio: 1) En capsulas de Petri con
el hongo creciendo en papa dextrosa agar, 2) En tubos plasticos de
capacidad de 1,5 mL con el hongo creciendo en caldo papa dextro-
sa. 3) En placas de ELISA con el hongo creciendo en caldo papa
dextrosa.

1) Hongo creciendo en papa dextrosa agar en capsulas
de Petri

Se tomo una seccién de 1 cm? del hongo en crecimiento activo
sobre papa dextosa agar, y se coloco en el centro de una capsula de
Petri que contenia 15 mL del mismo medio de cultivo. Esto se hizo
con 16 capsulas de Petri, colocando 8 de ellas en un régimen de oscu-
ridad durante las 24 h del dia a 30°C, y las otras 8 en un régimen de
12 h de luz y 12 h de oscuridad también a 30°C. Al darse el creci-
miento micelial y abarcar la totalidad de la superficie, lo cual ocurrid
en 1 semana, se raspd con una hojilla previamente esterilizada sobre
toda el area de una forma muy superficial con el objetivo de extraer
unicamente el micelio que se encontraba creciendo sobre el medio de
cultivo. El micelio proveniente de cada capsula de Petri fue pesado
en una balanza electronica con precision de 1 mg.
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2) Hongo creciendo en tubos plasticos de 1,5 mL
de capacidad, en caldo de papa dextrosa

Con un sacabocado se obtuvo 1 cm? del borde de una capsula de
Petri que contenia al hongo creciendo durante 1 semana bajo un régi-
men de 12 horas de luz 'y 12 horas de oscuridad, a 30°C. Esta porcién
de medio PDA con micelio y microesclerocios se macer6 en 5 mL de
caldo papa dextrosa previamente esterilizado a 121°C por 15 minu-
tos. Se ajusto la concentracion de microesclerocios a 50 por cada mL
mediante la adicion de caldo papa dextrosa. Ochocientos microlitros
de esta suspension de microesclerocios en caldo de papa dextrosa
(40 microesclerocios) fueron colocados en 1 tubo plastico de 1,5 mL
de capacidad, incubandose por 7 dias a 30°C. Este procedimiento se
hizo con 16 tubos de 1,5 mL de capacidad, colocando 8 bajo un régi-
men de 12 horas de luz y 12 de oscuridad, y otros 8 bajo un régimen
de total oscuridad durante las 24 horas del dia. Al cabo de los 7 dias,
el micelio obtenido se filtrd y se removio el exceso de humedad con
papel absorbente, dejandolo a temperatura ambiente durante 1 hora.
Posteriormente se peso el micelio obtenido en cada tubo con una ba-
lanza electronica de 1 mg de apreciacion.

3) Hongo creciendo en celdas de placas de ELISA,
en caldo de papa dextrosa

Se obtuvo una suspension de microesclerocios en caldo de papa
dextrosa, de la misma forma explicada en la metodologia anterior.
Igualmente se ajustd la concentraciéon a 50 microesclerocios por
cada mL. En celdas individuales de una placa de ELISA de fondo
plano, se colocaron 200 pL de dicha suspension (10 microesclero-
cios) (la méxima capacidad de estas celdas es de 300 pL). Para poder
hacer la comparacion directa con la metodologia anterior, el procedi-
miento descrito se hizo en 4 celdas, para que el volumen resultante
fuese 800 nL (lo mismo que en la segunda metodologia). Este proce-
dimiento se hizo 8 veces (es decir en 32 celdas), y esta placa se incu-
b6 por 7 dias a 30°C con 12 horas de iluminacion y 12 horas de oscu-
ridad. Se prepard otra placa de forma similar a la explicada, y se in-
cubo también por 7 dias a 30°C pero bajo un régimen de total oscuri-
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dad. Al cabo de los 7 dias, el micelio obtenido cada 4 celdas se filtro
y se removio el exceso de humedad con papel absorbente, dejandolo
a temperatura ambiente durante 1 hora. Posteriormente se peso el
micelio obtenido cada 4 celdas con una balanza electronica de 1 mg
de apreciacion.

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS
DE LAS METODOLOGIAS PARA LA OBTENCION DE MICELIO

Se utilizé un disefio de experimentos completamente al azar
con 6 tratamientos (cada una de las 3 metodologias explicadas bajo 2
regimenes de luz) y 8 repeticiones. Las unidades experimentales
consistieron en una capsula de Petri para la primera metodologia ex-
plicada, en un tubo de plastico de 1,5 mL de capacidad para la segun-
da metodologia, y en 4 celdas de las placas de ELISA para la tercera.
Los valores de peso obtenidos para las 48 unidades experimentales
se sometieron a la prueba no paramétrica de Kruskall y Wallis para
determinar la existencia o no de diferencias estadisticas en el peso de
micelio obtenido entre las metodologias. Esta prueba fue realizada
con el programa Statistix for Windows v. 8.0.

EXTRACCION DE ADN

La extraccion de ADN se ensay6 de 6 formas distintas, sobre el
mismo aislamiento del hongo sobre el cual se probaron las 6 metodo-
logias de obtencion de micelio. La metodologia que permiti6 la ma-
yor obtencion de micelio fue la utilizada para generar el tejido utili-
zado en la extaccion de ADN. Los protocolos fueron los siguientes:
1. Se tomaron 150 mg de micelio los cuales se maceraron con 1

mL de buffer CTAB (100 mM Tris HCI, 1 M NaCl, 20 mM

EDTA, 2% hexadeciltrimetil-bromuro de amonio [CTAB] p/v)

en presencia de 10 pL de mercaptoetanol y 10 pL de proteinasa

K (20 mg mL™"). Esta suspension se colocé en un tubo de plasti-

co con tapa de 1,5 mL de capacidad, y se incubo durante 20 mi-

nutos a una temperatura de 65°C. Se agregaron 500 pL de fe-

nol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) para precipitar las
proteinas, agitando posteriormente los tubos de forma constan-
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te durante 5 minutos. La suspension se centrifugd por 10 minu-
tos a 14000 rpm, la fase superior o sobrenadante fue transferido
a un nuevo tubo de plastico con 1,5 mL de capacidad, agregan-
dose 750 pL de isopropanol previamente frio y 5 uLL de acetato
de amonio. La suspension se dejo en reposo por 30 minutos en
hielo, se centrifug6 a 14000 rpm por 10 minutos, y el pellet re-
sultante se lavd dos veces con 200 pL de etanol al 80%. Se agre-
garon 50 puL de buffer TE para lograr la resuspension del pellet.

2. Lasegunda metodologia de extraccion fue igual a la ya descrita
pero haciendo dos veces el paso de precipitacion de proteinas.

3. Latercera metodologia de extraccion fue igual a la primera ya
descrita, pero utilizando buffer Dellaporta (Dellaporta et al.
1983) (100 mM Tris, 500 mM NacCl, 50 mM EDTA).

4. La cuarta metodologia de extraccion fue igual a la segunda ya
descrita, pero utilizando buffer Dellaporta.

5. La quinta metodologia de extraccion fue igual a la primera ya
descrita pero utilizando el buffer utilizado por Cenis et al.
(1993) (200 mM Tris HCI, 250 mM NacCl, 25 mM EDTA, 0,5 %
SDS p/v).

6. La sexta metodologia de extraccion fue igual a la segunda ya
descrita pero utilizando buffer utilizado por Cenis et al. (1993).

Cada uno de los protocolos evaluados para la extraccion de
ADN se repiti6 tres veces. Las suspensiones resultantes de las seis
metodologias utilizadas para la extracciéon de ADN fueron sometidas
a electroforesis, junto a un marcador de PCR (Promega, Estados
Unidos) de seis fragmentos, cada uno con una masa de aproximada-
mente 40 ng (5 uL)™! en un sistema horizontal de geles modelo
MGU-252T (C.B.S., Estados Unidos) durante 60 minutos a 60 vol-
tios en agarosa al 0,8%. Luego de ser tefiido con bromuro de etidio se
coloco en un transiluminador con luz ultra violeta y la imagen obte-
nida fue registrada mediante un sistema de fotodocumentacion Visi-
Doc-It (UVP, Cambridge, Reino Unido). Para tener un estimado de
la cantidad de ADN obtenido con cada protocolo de extraccion, en
los geles se compard la intensidad de las bandas de ADN obtenidas,
con la intensidad de los fragmentos del marcador de PCR, cada uno
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de los cuales corresponde a la cantidad de 40 ng de ADN. Esta com-
paracion fue cualitativa, mediante apreciacion visual.

LIMPIEZA DE ADN

Se probaron 3 metodologias de limpieza, las cuales se repitie-
ron tres veces. Estos protocolos se efectuaron sobre la metodologia
de extraccion de ADN que resulté con mayor rendimiento de ADN 'y
menor presencia de ARN. La primera consistié en agregar ARNasa,
la segunda consistié en una limpieza con acetato de amonio, y la ter-
cera en una limpieza con acetato de amonio y ARNasa. Para la pri-
mera metodologia se agregaron 1,25 uLL de ARNasa a 20 uL de la
suspension de ADN, incubandose por 1 hora a 37°C. Para la segunda
metodologia se tomaron 20 pL de la suspension de ADN y se le agre-
garon 70 uL de acetato de amonio 5M, se incubd por 30 minutos a
0°C y se centrifug6 por 20 minutos a 14000 rpm. Ochenta microli-
tros de sobrenadante se transfirieron a un nuevo tubo de plastico con
1,5 uL de capacidad, lograndose la precipitacion del ADN con 80 uLL
de isopropanol frio. Esta suspension fue centrifugada a 14000 rpm
durante 10 minutos, el pellet obtenido fue lavado dos veces con eta-
nol 80% y resuspendido en 50 uL de buffer TE. Para la tercera meto-
dologia, se aplicé el mismo procedimiento explicado para la segunda
metodologia, y posteriormente se le agregaron 1,25 pL de ARNasa,
incubandose por 1 hora a 37°C. Las suspensiones logradas en cada
una de las metodologias se sometieron a electroforesis de forma si-
milar a la explicada anteriormente. La calidad del ADN obtenido fue
evaluada cualitativamente segtn la integridad que presentara la ban-
da de ADN (mientras mas integra mayor calidad) y segun la cantidad
de ARN observada (mientras mas ARN peor calidad del ADN). El
ARN no fue cuantificado, lo que se hizo fue una apreciacion cualita-
tiva del tamafo de la zona del gel ocupada por ARN. Adicionalmen-
te, para evaluar la calidad del ADN, se hizo una reaccion en cadena
de la polimerasa con el oligonucledtido OPA-01 para todas las mues-
tras obtenidas, asumiendo que una amplificacion efectiva indicaba
ADN de buena calidad, mientras que la ausencia de amplificacion



304 Laurentin y Martinez-Hilders [Bol. Centro Invest. Biol.

indicaba ADN de mala calidad o asociado a algunas moléculas que
impedian la reaccion en cadena de la polimerasa.

RESULTADOS

No fue posible obtener una cantidad mayor a 1 mg de micelio al
usar capsulas de Petri con medio PDA, o tubos de plastico de 1,5 mL
conteniendo caldo de papa dextrosa. La tercera metodologia descri-
ta, en la cual se usaron placas de ELISA fue la tinica que permitié ob-
tener una cantidad mayor a 1 mg de micelio (Fig. 1). Incubar las pla-
cas de ELISA en la oscuridad representd la obtencion de mas del do-
ble de micelio que el obtenido al colocarlas en un régimen de oscuri-
dad-claridad, permitiendo asi obtener hasta 54 mg (13,50 mg por
cada celda utilizada).
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Figura 1. Peso de micelio obtenido bajo seis tratamientos. Las columnas identifi-
cadas con la misma letra no difieren estadisticamente (P<0,05) segtin la prueba de
Kruskal y Wallis.

En cuanto a la determinacion de la metodologia més efectiva
para la extraccion de ADN, dentro de cada protocolo no hubo dife-
rencias entre las tres repeticiones. Tres de las metodologias permitie-
ron la obtencion de aproximadamente 40 ng (5 pL)~! (Figura 2). La
que arrojé mejores resultados fue la cuarta metodologia descrita, en
la que se utilizo buffer Dellaporta y se realizé la doble precipitacion
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Figura 2. Gel mostrando el ADN obtenido por las seis metodologias aplicadas
para su extraccion (1. buffer CTAB y un paso de precipitacion de proteinas, 2. buf-
fer CTAB y dos pasos de precipitacion de proteinas, 3. buffer Dellaporta y un paso
de precipitacion de proteinas, 4. buffer Dellaporta y dos pasos de precipitacion de
proteinas, 5. buffer Cenis y un paso de precipitacion de proteinas, 6. buffer Cenis y
dos pasos de precipitacion de proteinas). M es un marcador de PCR donde cada
segmento representa 40 ng.

de proteinas con fenol:cloroformo:alcoholisoamilico (25:24:1), ob-
teniéndose ADN en una cantidad aproximada a 40 ng (5 uL)™ y de
buena calidad, puesto que es muy pequeiia la cantidad de ARN ob-
servada. La cantidad de ADN obtenido con las metodologias 2 y 3
esta alrededor de los 40 ng (5 pL)~! pero asociado a ARN o ADN de-
gradado. En el protocolo 1 la visualizacion de ADN fue muy baja 'y
nula en el quinto y sexto.

Con relacion a las tres limpiezas de ADN ensayadas, visual-
mente pudo observarse que el equilibrio entre unos 40 ng (5 pL)~' de
ADN y laminima cantidad de ARN y/o ADN degradado se logr6 con
la limpieza con acetato de amonio y ARNasa. La calidad de ADN
obtenido con esta metodologia de limpieza se corrobor6 al hacer
PCR, pues so6lo el uso de éste fue el que logro productos de amplifi-
cacion (datos no mostrados).
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DISCUSION

Una gran cantidad de protocolos de extraccion de ADN de hon-
gos requieren de alrededor de 50-500 mg de micelio (e.g. Plaza et al.,
2004; Melo et al., 2006; Gonzales-Mendoza et al., 2010). La obten-
cion de 13,50 mg de micelio en cada celda de una placa de ELISA in-
cubada a 30°C en la oscuridad, permite sefalar que el uso de 40 cel-
das permitiria la obtencion de suficiente micelio para la extraccion
de ADN mediante cualquiera de los protocolos reportados por los
autores mencionados. Los resultados del presente trabajo con rela-
cion a la metodologia mas eficiente en la extraccion de ADN no son
coincidentes con los protocolos de extracciéon de ADN reportados en
otras caracterizaciones moleculares de M. phaseolina, puesto que en
ninguna de éstas se uso el buffer de Dellaporta. Almeida et al.
(2003), Jana et al. (2003), Jana et al. (2005) y Purkayastha et al.
(2006) al hacer extraccion de ADN de M. phaseolina, tuvieron en
comun con el presente trabajo que el micelio fue obtenido en medio
liquido de caldo papa dextrosa, con una temperatura de incubacion
entre 26 y 30°C. La diferencias en los protocolos de extraccion se
dan en el buffer utilizado (CTAB para los tres primeros trabajos
mencionados y 50 mM Tris-HCI pH 7,2, 50 mM EDTA y 3% SDS
para el ultimo trabajo mencionado) asi como en el tiempo de incuba-
cion del hongo para la utilizacion del micelio, desde 3 hasta 14 dias.
En este trabajo también se evalu6 el buffer CTAB, pero la asociacion
que resulto entre el ADN extraido y grandes cantidades de ARN ha-
cen que este buffer no sea considerado adecuado, debido a que el
ARN pudiera actuar como inhibidor de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) (Sawyer et al. 2004), o pudiera reemplazar al
ADN al servir de molde para eventuales amplificaciones de PCR que
conducirian a caracterizaciones erroneas. Para el uso de este buffer
en la extraccion de ADN de M. phaseolina es requerida la remocion
del ARN antes de la utilizacion de ADN en PCR.

Los resultados de este trabajo indican que la presencia de ARN
y/o impurezas que coprecipitan con el ADN inhiben la reaccioén en
cadena de la polimerasa, y logran ser eliminados mediante la accién
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enzimatica de la ARNasa y la adicion de acetato de amonio. Rads-
trom et al. (2004) sefialan que los inhibidores de PCR acttian inacti-
vando la polimerasa del ADN, o degradando el acido nucleico de la
muestra. La ARNasa elimina el ARN que precipita junto al ADN en
el proceso de extraccion, mientas que el acetato de amonio, al incre-
mentar el gradiente salino, contribuye con la remocion de las protei-
nas que coprecipitan junto a los acidos nucleicos (Aidar y Peres,
2007; Doosty et al., 2012) asi como de algunos polisacaridos en for-
ma similar a como lo hace el acetato de potasio (Ribeiro y Lovato,
2007). Esta remocion se logra mediante la precipitacion de estos
compuestos partiendo de la suspension que contiene ADN en la fase
liquida.

Los resultados de este trabajo son una importante contribucioén
al logro de futuras caracterizaciones moleculares de Macrophomina
phaseolina, puesto que determinan la forma mas eficiente de lograr
suficiente micelio para la extraccion de ADN, asi como el protocolo
mas efectivo en la obtencion y purificacion de este acido nucleico.
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