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RESUMEN

Se estudia la utilizacion de dos métodos para la extraccion del ADN del Fusarium
oxysporum f.sp. Dianthi, En los dos métodos la pared del hongo se rompid con
nitrogeno liquido, uno de ellos empled como solucion extractora bromuro de cetil
trimetil amonio (BCTA) y ¢l otro una solucién de sacarosa con altas concentraciones
de proteasa y EDTA. Para la desproteinizacion ambos métodos utilizaron soluciones
de fenol-cloroformo y enzimas proteoliticas.

El ADN obtenido se digirio con enzimas de restriccion EcoRI1y HindlIIL

Se corrobord que el ADN estaba libre de los contaminantes mas frecuentes en
hongos, como proteinas y carbohidratos por medio de ultracentrifugacion en cloruro
de cesio (CsCl). La extraccion con BCTA presento los mejores rendimientos.

ABSTRACT

Two methodologies are presented for the extraction of Fusarium oxisporum f.sp.
Dianthi DNA. The cell wall of the fungus was disrupted using liguid nitrogen.
Extraction of DNA with either cetylirimethylammonium bromide (CTAB) or high
concentrations of protease and EDTA was carried out. A final extraction with phenol/
chlorophorm was done to eliminate residual protein. The DNA obtained can be
digested with EcoRI or HindIII. Ultracentrifugation in CsCl gradients showed that
the DNA was free of most contaminants (protein, polysaccharides). The CTAB
extraction method shows a better yield of DNA.

INTRODUCCION

El Fusarium oxysporum f.sp. Dianthi es un patégeno que ataca el clavel, y causa
marchitamiento vascular ocasionando pérdidas econdmicas en los cultivos de esta
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planta. Se han ensayado varios métodos para eliminar la infeccion como tratamiento
con vapor, fungicidas, tratamiento con iones elc., sin encontrarse resultados efecti-
vos (1).

Una posibilidad para disminuir los efectos del patogeno, surge si se conoce ¢l genoma
del pardsito, para lo cual es necesario aislar el ADN intacto, libre de contaminantes
que inhiban las enzimas de restriccion.

Existen varios problemas por resolveren la extraccion del ADN del hongo, comoson
el rompimiento de la pared celular sin llegar a dafar la integridad del ADN, la
eliminacién de contaminantes especialmente los polisaciridos e incrementar el
rendimiento.

Se han reportado varios mélodos para obtener ADN de hongos, los cuales van
encaminados a separar un material en cantidad y calidad suficiente, que permita su
utilizacion en la tecnologia de ADN recombinante. Specht y colaboradores (2)
desarrollaron un método para la extraccion del ADN a partir de hongos filamentosos
denominado GEM ( Gentle extraction method) gue utiliza un periodo de extraccién
entre 24 y 78 horas para la eliminacion de polisacdridos.

Manicomy colaboradores (3) realizan la extraccion de carbohidratos y proteinas con
una solucion de bromuro de cetil trimetil amonio (BCTA), con este método el ADN
se obliene aproximadamente en seis horas.

Garber y Yoder (4) emplean una solucion extractora con sacarosa, EDTA, y
proteinasa K, obteniendo buenos rendimientos con un tiempo cercano de 10 horas.
Ademds realizan separacion del ADN nuclear, mitocondrial y ribosomal utilizando
gradiente en cloruro de cesio y bishenzimida como colorante para visualizarlo,
Reader y Broda (5) desarrollaron un método rdpido, el cual tiene una duracion
aproximada de dos horas, para la extraccion del ADN a partir de hongos filamentosos.

Debido a la necesidad de conocer el genoma del parasito, el objetivo del presente
trabajo fue ¢l de determinar las condiciones favorables para el cultivo del Fusarium
oxisporum f.sp. Dianthi y obtener ¢l ADN del hongo libre de los contaminantes mas
frecuentes comoson las proteinas y los carbohidratos con base en los procedimientos
anteriores.

MATERIALES Y METODOS

El hongo fue suministrado por la compaiiia Floramerica', en donde lo aislaron de
claveles infectados.

! Empresa de cultivo de flores para exportacion
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El cultivo del hongo se realizd en caldo de papa (400 gr de papa/lt de agua)
cnriguecido con glucosa. Se ensayaron varias concentraciones de glucosa0.2%,5%,
10% y diferentes tiempos de crecimiento entre 10-20 dias, para observar a qué tiempo
y con qué concentracion de glucosa se obtenia un buen rendimiento. A diferencia del
método de Manicom (3) que cultivo el hongo en medio PDA sin glucosa, y del método
de Garber y Yoder que realizo ¢l cultivo en medio completo (CM) sin glucosa.

Extraccion del ADN utilizando el método de Manicom B. Q.
Para desarrollar este método se utilizo micelio liofilizado y micelio fresco.

Elmicelio se macerd en unmortero con proporeion (1/30) de solucion extractora (1%
BCTA, 50 mM tris-HCIpH 8.0,0.7M NaCly 10mM EDTA), laextraccion se realizo
a 65°C durante 10 minutos. Cuando se utiliza la solucion extractora con BCTA es
importante tener en cuenta la concentracion del NaCl, ya que a concentraciones
menores de 0.5 M los deidos nucléicos pueden precipitar (6).

La suspension se extrajo con un volumen igual de cloroformo, alcohol isoamilico
24:1. Se centrifugd a 12000 g por 10 minutos a temperatura ambiente. Se recuperd
la fase acuosa superior y se anadio el buffer de extraccion anterior pero con 10% de
CATB. La precipitacion de los dcidos nucleicos se realizo con un volumen igual de
buffer de extraccion, al cual se le eliminé el NaCl 0.7 M. Los dcidos nucleicos
precipitados se incubaron a temperatura ambiente por 30 minutos. Se centrifugd 5
minutos a 3000g y se lavo el precipitado con una solucién de etanol al 70%.

El ADN se disolvié en 700 pl de buffer TE (10mM tris-HCl pH8.0, ImM EDTA).

Para climinar ¢l ARN y las proteinas el ADN se digirié con 100pug de RNasa libre
de DNasa durante 1 hr a 37°C y luego con 10 pg de proteinasa K por 1 hora a 37°C.

Serealizo extraccion con fenol-cloroformo-alcohol isodmilico (25:24:1) y luego con
cloroformo alcohol isoamilico (24:1).

El1 ADN se precipito con 0.1 del volumen de acetato de sodio 3M y 0.6 del volumen
de isopropanol, se disolvid en TE (1mM de EDTA, 10mM de tris) y se tomo espectro
de absorcion.

Extraceion del ADN utilizando el método de Garber C. R. y Yoder O. C.

Sc partio de cultivo fresco o liofilizado, el cual se suspendio en buffer de extraccion
frio compuesto de 0.35M de sacarosa, 50mM de EDTA, 10mM de tris-HCI pH 7.4
y 20 pg/ml de proteinasa K. La proporcién buffer micelio fue de (2:5).
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El homogenizado se centrifugé a 3500 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C, El
sobrenadante de aspecto turbio se centrifugé a 25000g en un rotor Sorvall ss-34
durante 1 hora, El“pellet™ se disolvio y se homogenizo lentamente en 2.5 ml de buffer
frescode lisis (150mM NaCl, 50mM EDTA, 10mM Tris pH 7.4, 20 pg de proteinasa
K/ml).

La lisis de los organelos se llevd a cabo por adicion de dodecil sulfato de sodio a una
concentracion final del 2%. Si la solucion no clarificaba con este tratamiento se
continuaba la lisis a 65°C durante 45 minutos. El tubo se coloco en hielo durante 10
minutos y se centrifugd a 3800g en un rotor Sorvall ss-34 durante 10 minutos a 4°C,
con el fin de precipitar el material no lisado.

Elsobrenadante se desproteinizé utilizando fenol saturado con tris pH 8.0. Seanadio
un volumen igual de fenol, se mezeld y se centrifugd a 3000 r.p.m. en wuna
microcentrifuga durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se repitio la extraccion
de proteinas hasta que no aparecieran en la interfase. Finalmente la fase acuosa se
extrajo con fenol/cloroformofalcohol isoamilico (24/24/1) y una vez con clorofor-
moj/alcohol isoamilico (24/1). El ADN se precipitd con 0.1 del volumen de acetato
de sodio 0.3M y con 0.6 del volumen de isopropanol. El ADN precipitado se disolvio
en buffer TE y se tomd el espectro de absorcion.

Ultracentrifugacion en gradiente de cloruro de cesio.

Conelfinde separar el ADN nucleardel mitocondrial se realizé unaultracentrifugacion
en gradiente de cloruro de cesio utilizando bisbenzimida para visualizar el ADN.
Los diferentes ensayos realizados se detallan en la tabla 1.

Digestion con enzimas de restriccion (7)

El ADN se sometic a digestién con las enzimas EcoR1 y HindIII. Se utilizo 1 pg de
ADN el cual se puso en digestion con | unidad de enzima a 37 °C durante | hora.

Tabla 1. Separacion de las clases de ADN por ultracentrifugacion en gradiente
de CsCla 50000 rpm y 17 °C.

ROTOR DENSIDAD TIEMPO VOLUMEN
grjml horas TUBO ml
Sorvall T-875 1.68 24 10.5
Sorvall T-875 1.68 48 10.5
Beckman VTi 65 1.68 24 5:2
Beckman VTi 65 1.40 24 52
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Determinacion del Tm (Temperatura de fusion) (8, 9)

A tres muestras de ADN disucltas en buffer TE, se les realizaron medidas de
absorbancia a temperaturas comprendidas entre 17 y 90°C con las cuales se elaboro
la grdlica correspondiente. Para determinar un resultado mds exacto se calculd la
primera y segunda derivada de la figura 1. Basado en este resultado se calculo ¢l %
de G+C segiin:

T = 69.3 + 0.41 (%G + %C) (7)

RESULTADOS Y DISCUSION

El hongo se cultivo inicialmente en caldo de papa, sin agitacion y sin glucosa
siguiendo algunas de las recomendaciones de Manicom; los rendimientos que se
obtuvieron en estas condiciones fueron bajos, ya que su erecimiento era lento y se
detenia a tiempos prolongados de cultivo (10 a 15 dias). Se realizaron varios ensayos
de cultivo, utilizando diferentes concentraciones de glucosa en el medio. Se encontré
que con concentraciones de glucosa que comprendian entre Sy 10% durante 15 dias
se lograba un cultivo del hongo con buen rendimiento (4.8 gr de micelio /100ml),
ticmpos mayores a 15 dias conducen a un envejecimiento acelerado y menores de
13 dias no dan un buen rendimiento del cultivo (1.0gr de micelio/ 100 ml de medio
liguido).

En ¢l método reportado por Manicom se utiliza para romper la pared del hongo,
maceracion del micelio liofilizado con arena. En nuestro caso ademis del recomen-
dado se utilizé maceracion con arena y nitrégeno liquido no habiendo encontrado
diferencias en cuanto a rendimiento. Tampoco se observaron diferencias en la
extraccion utilizando micelio fresco y micelio liofilizado.

Los rendimientos alcanzados con este método estuvieron entre 0.3 mg y 1 mg por
gramo de micelio liofilizado, este ultimo valor comparable al reportado por
Manicom, de 1mg de ADN por gramo de micelio liofilizado. Garber y Yoder
recomiendan para romper la pared el empleo de un homogenizador y aire liguido;
en este trabajo se realizo también ¢l rompimiento de ésta con mortero y aire liguido.
Los mejores resultados se obtuvieron cuando se utilizd ¢l homogenizador.,

Utilizando este método se obtuvieron rendimientos variables, en algunos casos muy
bajos (a partir de 60 gr de micelio imedo se obtuvieron 70 pg de ADN), y en otros
rendimientos aceptables (a partir de 60 gr de micelio hiimedo se obtuvieron 561 pg
de ADN), este iltimo comparable al del articulo en mencidn en el cual obtenian 270-
790 ug de ADN total a partir de 30-60 g. de micelio fresco.
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Comparando los dos métodos en cuanto rendimiento, el mejor lo presentd el método
de Manicom. Sin embargo la relacion Ab 260/280 para los dos métodos da valores
bajos entre 1.11 y 1.44, los cuales estdn alejados del reportado para el ADN libre
de contaminantes (1.8). Este valor bajo podria ser indicio de un alto contenido de
proieinas y carhohidratos como contaminantes, lo cual se descarto posteriormente.

El ADN obtenido por ambos métodos se corrid en electroforesis en agarosa (foto 1)
y s¢ sometio a digestion con las enzimas de restriccion EcoR1y Hindlll, las enzimas
actuaron bien e¢n la digestion del ADN (foto 1), se obtuvo un barrido para la digestion
del ADN total como se esperaba, lo que esta de acuerdo con los resultados de Garber
y Yoder, quienes presentan barridos semejantes mostrando que las enzimas no
fucron inhibidas por la presencia de contaminantes como las proteinas o los
polisacaridos. El ARN tampoco aparece en la electroforesis como contaminante, lo
cual se observa en la misma fotografia.

Se intento separar ¢l ADN obtenido en nuclear y mitocondrial por medio de
ultracentrifugacion en CsCld = 1.6, Se obtuvieron 2 bandas ligeramente separadas,
porlo cual resultd muy dificil sacarlas del tubo sin mezclarlas. Con el fin de mejorar

FOTO 1. Eleciroforésis en gel de agarosa 0.7% del ADN extraido de Fusarium
oxysporum f.sp. Dianthi. Digestion del ADN con enzimas de restriccion.

Primer carril: patrdn de pesos moleculares, lambda cortado con HindIIl. Segunda
carril: ADN total extraido con el método de Garber y Yoder. Tercer carril: ADN
total extraido con el método de Garber y Yoder y digerido con HindlIl. Cuarto
carril: ADN extraido con el método anterior y digerido con EcoR1. Quinto carril:
ADN total obtenido con el método de Manicom. Sexto carril (difuso): ADN
exiraido con el método anterior y digerido con HindlIL
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la separacion de las bandas se cambi6 la densidad del CsCl a 1.4, sin lograr mejorar
los resultados anteriores.

Lo que si se logro corroborar con la ultracentrifugacion fue la no contaminacion con
proteinas, carbohidratos y ARN de la muestra de ADN como se observa en la foto
2. Utilizando también la misma técnica de ultracentrifugacion, Reader y Broda
demuestran que con la metodologia propuesta por ellos el ADN oblenido esta libre
de los contaminantes mencionados.

Con los métodos de Manicom y de Garber y Yoder se logrd extraer a partir de
Fusarium oxysporum f.sp. Dianthiun ADN libre de los contaminantes mds comunes
presentados en hongos filamentosos como son proteinas y carbohidratos. En este
trabajo también se cultivé el hongo en un medio econdmico, y con buenrendimiento,
como ¢s ¢l caldo de papa enriguecido con glucosa, medio diferente a los utilizados
e¢n los articulos reportados.

FOTO 2, Ultracentrifugacion de DNA
total utilizando como colorante
bishenzimida, Densidad 1.68. Rotor
Beckman VTi 65. 50000 rpm.
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Figurs 1
Punto de fusion (Tm) de ADN Fusarium oxysporum [.sp. Dianthi
(Grafica lograda a partir de 3 muestras de ADN de diferente relacion de Absorbancia,
260/280)
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Los valores bajos para larelacion Ab 260/280se deben seguramente a contaminacion
con solventes segiin la comparacion con los espectros de absorcion. El isopropanol
presenta abscrbancia entre 190y 310nm, y elcloroformo entre 230 y 290 nm, el fenol
absorbe a 260nm, éste Gltimo es uno de los contaminantes frecuentes para ADN, el
cual influye en la baja relacion de Ab 260/280 (10). Se caleulo el peso molecular,
en forma aproximada, ya que el gel utilizado fue de 0.7% de agarosa, el peso
molecular obtenido fue mayor de 36000 pb (237600000 daltons), el cual corresponde
aun ADN de gran tamaio como se esperaba para los eucariotes. (foto 1) Se calculo
¢l Tm para tres muestras de ADN provenientes de diferentes extracciones el valor
obtenido fue de 85°C el cual corresponde a un contenido de %G + %C = 38.29 (figura
1).
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