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RESUMEN

El cacao, Theobroma cacao L. es una especie perteneciente a la familia Malvaceae,
cuya demanda esté creciendo a nivel mundial, debido a sus propiedades curativas y
cosméticas. Una de las limitantes en la produccién de este cultivo en América
Tropical es la moniliasis, la cual es causada por el hongo Moniliophthora roreri (Cif.)
Evans et al (Basidiomicete, Marasmiaceae). Actualmente esta especie se encuentra
en una fase invasiva muy intensa y la mayoria de los genotipos comerciales de
cacao son aparentemente susceptibles. Por esto, CATIE con el apoyo de WCF (The
World Cocoa Foundation) y USDA (The United States Department of Agriculture)
esta desarrollando desde hace algunos afios un programa de mejoramiento genético
que enfatiza en la seleccién de genotipos superiores de alta produccion y resistencia
a las principales enfermedades. Dentro de sus objetivos, el programa pretende
estudiar aspectos basicos de la biologia del hongo con el fin de establecer mejores
controles cuarentenarios dentro y entre paises, disefiar estrategias de combate mas
efectivas y duraderas, y afinar la busqueda de nuevas fuentes de resistencia y de
organismos antagonistas para biocontrol.

Para esto, es fundamental la adecuada preservacion de los aislamientos del hongo
bajo condiciones de laboratorio, por periodos largos, con el fin de mantener el
material disponible tanto para los estudios actuales como futuros. Actualmente, para
la conservacion de M. roreri se han implementado mas comunmente los subcultivos
periddicos en cufias de agar, crecimiento bajo aceite mineral, el almacenamiento a
bajas temperaturas, en agua destilada, la crioconservacion y la liofilizacion. Sin
embargo, la mayoria de estas técnicas son dificiles de implementar y altamente

costosas, por lo que en este trabajo se pretende evaluar e implementar en CATIE
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métodos eficientes para asegurar la preservacion a largo plazo de la variabilidad
genética contenida en su coleccion internacional de cepas de M. roreri. Entre los
métodos utilizados estan la conservacion de las cepas en papel filtro y la
conservacion mediante el ADN de las cepas. El primero arroj6 resultados
satisfactorios y logr6 mantener la viabilidad de las cepas por dos meses, aunque se
conoce que puede mantenerla por afios. Para la conservacion mediante el ADN de
las cepas se probaron dos kits de extraccion y fue el Genomic DNA from Plant
NucleoSpin® de Macherey-Nagel el que mostr6 los mejores resultados, siendo
factible obtener ADN de buena calidad a partir de todas las cepas de M. roreri que

fueron evaluadas.
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1. INTRODUCCION

El cacao, Theobroma cacao L. es una especie perteneciente a la familia Malvaceae;
es un arbol con una altura promedio de 5-6 metros y posee un denso follaje. Sus
frutos son llamados mazorcas y se cosechan dos veces al afio. Su vida productiva es
de 25 a 30 afios y sus tres grandes grupos son el Criollo, el Forastero y el Trinitario
(Ram, 1989).

Las enfermedades del cacao causan pérdidas estimadas en 30-40% a nivel mundial.
La moniliasis, causada por el hongo Moniliophthora roreri (Cif.) Evans et al,
(Basidiomicete, Marasmiaceae) es la mas importante en la region. Su origen se
localiza probablemente en Colombia, y de ahi se ha diseminado a 10 paises en
Ameérica Tropical: Ecuador (antes considerado su centro de origen), Venezuela,
Panama, Costa Rica, Nicaragua, Perl, Honduras, Guatemala, Belice y México
(Phillips-Mora et al, 2006). Esta enfermedad ha desestabilizado la produccion
cacaotera de América Tropical, provocando en varias areas la destruccion total de la
cosecha y el abandono de muchas plantaciones. Se considera que M. roreri se
encuentra en una fase invasiva muy intensa, siendo la mayoria de los genotipos
comerciales de cacao aparentemente susceptibles. Surge entonces la preocupacion
de que este patdgeno se disemine a otros continentes, en particular a Africa
Occidental en donde tendria efectos devastadores pues alli se da la mayor

produccion mundial de cacao (Phillips-Mora, 2003a).

CATIE con el apoyo de WCF (The World Cocoa Foundation) y USDA (The United
States Department of Agriculture) esta desarrollando desde hace 15 afios un
programa de mejoramiento genético que enfatiza en la seleccibn de genotipos
superiores de alta produccion y resistencia a las principales enfermedades, en
particular a moniliasis. Esta seria la mejor estrategia de combate debido a que las
alternativas actualmente propuestas para el control de esta enfermedad no han

tenido éxito en su aplicacion a nivel de campo por no ser accesibles para los



pequefios productores que enfrentan este problema. Dentro de los objetivos de este
programa se encuentra estudiar mas a fondo aspectos béasicos de la biologia del
hongo, como son el nivel, la fuente y la distribucién geografica de su variabilidad
genética, ya que son clave para el establecimiento de mejores controles
cuarentenarios dentro y entre paises, para el disefio de estrategias de combate mas
efectivas y duraderas, y para afinar la basqueda de nuevas fuentes de resistencia y

de organismos antagonistas para biocontrol (Phillips-Mora, 2003b).

Para dichos estudios es fundamental la adecuada preservacion de los aislamientos
del hongo bajo condiciones de laboratorio, por periodos largos de tiempo, con el fin
de mantener el material disponible para los estudios actuales como futuros.
Actualmente, las colecciones se mantienen en cultivos puros en platos Petri con
medio de cultivo, metodologia que es mas demandante en tiempo y tiene el riesgo de
qgue se puedan perder las cepas 0 que estas se desactiven debido a las continuas
trasferencias. En este momento cada mes se deben refrescar los aislamientos, lo
que implica una mayor inversion econémica, debido al requerimiento de platos y
medio de cultivo, ademas, se requiere de mas espacio para almacenar los platos. La
metodologia de conservacion a largo plazo que se busca establecer en este proyecto
pretende ser una opcion viable y Util que permita conservar las cepas por un mayor
lapso de tiempo, en un menor espacio, y sin la necesidad de platos o medio de

cultivo.

Otra forma complementaria de conservar el material genético para futuros estudios,
es a través de su ADN, para lo cual se requiere la estandarizacion de un protocolo de
extraccion de ADN que optimice el tiempo y los recursos, y que al mismo tiempo
brinde un producto de alta calidad que pueda ser utilizado en futuras investigaciones
(de Vicente & Andersson, 2006).



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 El cultivo del cacao

Desde la época precolombina, el cacao fue considerado de gran valor y estima, al
punto que sus semillas se utilizaban como moneda. Los mayas fueron los que
domesticaron este cultivo y preparaban sus semillas para consumirlo como un
producto final muy agradable para el paladar. Esta informacion se transmitié hasta
los aztecas, y fue el Rey Monctezuma quien ensefid a los espafoles como preparar

un alimento a partir del cacao (Enriquez, 2004).

Theobroma cacao L. es una especie perteneciente a la familia Malvaceae, es un
arbol perenne pequefio, de aproximadamente 5-6m que presenta un denso follaje, y
cuyas flores y frutos se desarrollan directamente de las ramas o el tronco. Sus frutos
son llamados mazorcas y se empiezan a producir cuando la planta tiene
aproximadamente 2 afios de edad, y tardan entre 5-7 meses para madurar. Ademas,
la especie cuenta con dos estaciones de cosecha anuales. El arbol de cacao posee
una vida productiva de entre 25 a 30 afios. En 1882, Morris denomind Criollo y
Forastero a las dos grandes clases de cacao, las cuales fueron divididas en diversas
variedades. Las variedades criollas fueron las que se cultivaron en las civilizaciones

antiguas, las forasteras se cultivaron posteriormente (Ram, 1989).

Su centro de origen se localiza en el noreste de Suramérica, especificamente de los
tropicos humedos de la zona alta amazonica. Su desplazamiento hasta México se dio
por la costa Pacifica, donde se localizan la mayoria de genotipos Criollos. El cultivo
llegb a la zona Atlantica, islas del Caribe y otras partes del mundo por los espafoles,
quienes los sembraron de forma intensiva, con el fin de satisfacer la creciente
demanda de sus productos derivados (Enriquez, 2004). Actualmente se siembra en
la mayoria de los paises tropicales, entre los 20° latitud norte, y los 20° latitud sur, a
una altitud de 300 hasta los 1300 msnm, con un promedio de temperatura y

precipitacién anual de 25°C y 1150 a 2500 mm?®, respectivamente. Generalmente, el



cacao se siembra bajo sombra y a una densidad de 500 a 2000 arboles por hectarea
(Ram, 1989).

2.2 Nombre del hongo y la enfermedad que produce

Este hongo fue denominado como Monilia roreri por Ciferri & Parodi en 1933, pero en
1978 fue renombrado por Evans et al como Moniliophthora roreri debido a que
presenta caracteres morfoldégicos que lo hacen afin a los basidiomicetes. Existen
muchos nombres comunes para la enfermedad que produce, tales como: moniliasis o
monilia, enfermedad de Quevedo, mancha ceniza, podredumbre acuosa, prinque y

mal paludico (Tazelaar, 1991).

Su centro de origen y diversidad genética se localiza en Colombia (Phillips-Mora,
2003b). Se cree que de ahi se dispers6 hasta Ecuador, Peru y algunas zonas de
Venezuela. De ahi hasta Panam@, Centroamérica y por ultimo a México. En 1978, la
enfermedad se reportd en Costa Rica por Enriquez y Suarez, especificamente en la
zona Atlantica, y para 1980 ya estaba distribuida por todo el territorio nacional
(Phillips-Mora, 2003b).

2.3 Desarrollo de la enfermedad

La infeccidn ocurre en las primeras etapas de crecimiento de los frutos, y conforme
van creciendo, las mazorcas se vuelven mas resistentes (Enriquez, 2004). Una vez
que el fruto es infectado por el hongo puede tardar de 40 a 60 dias para manifestar
los dafios externos. Cuando el fruto es joven y las condiciones del tiempo son
lluviosas o calurosas, este periodo se acorta. Esto se debe a que en las etapas
iniciales de la infeccién, el hongo invade el interior del fruto y posteriormente
aparecen los sintomas externos, los cuales pueden aparecer hasta que la mazorca
esté completamente desarrollada.

Al abrir frutos sin sintomas visibles, éstos se encuentran podridos en mayor o0 menor
grado y pesan mas que los frutos sanos (Enriquez, 2004). Si las mazorcas tienen

menos de tres meses, el primer sintoma que se presenta es el desarrollo de una



protuberancia, giba o hinchazoén, pero el primer sintoma de la infeccién es la
aparicion de pequefios puntos amarillos en mazorcas verdes y anaranjados en
mazorcas rojas. Después se puede presentar una mancha irregular de color marrén
en la parte central que puede mostrar un halo amarillento. Este sintoma se conoce
como mancha chocolate (Porras & Enriquez, 1998). En cuanto a los signos del
patdgeno, estos aparecen bajo condiciones humedas y calurosas. Sobre la mancha
chocolate se empieza a desarrollar una felpa dura y blanca, la cual constituye el
micelio del hongo, y sobre este micelio crecen una gran cantidad de esporéforos,
formando una masa crema o marron claro. Las mazorcas que permanecen adheridas
a los arboles pueden esporular hasta por 9 meses y se van momificando (Enriquez,
2004).

2.4 Importancia econémica de la enfermedad

El consumo de semillas de cacao para el afio 2002 fue de 3 millones de toneladas, y
gracias a la demanda de chocolates a nivel mundial, este consumo ha ido
incrementando en estos ultimos 4 afios. Las enfermedades del cultivo figuran como
el principal responsable del decline en la produccién, ya que provocan la pérdidas de
30-40% de las areas cultivadas (Fortiz & Robles, 2002).

Unas décadas atras, en Costa Rica, el cacao fue un cultivo tradicional. En 1962 se
exportaron 12.000 TM, pero en la década de los 80 la produccion fluctué entre 5.000
y 9.500 TM. En 1973 existian 20.213 ha sembradas de cacao, concentradas
principalmente en la provincia de Limén, sin embargo, por causa de la moniliasis, en
1981 el 21% de los cacaoteros del pais abandonaron el cultivo y 34.4% no pensaban
seguir con esta actividad. En 1981, la produccion disminuyd un 74% (Enriquez et al,
1981). Desde entonces, la moniliasis fue acabando con todas las plantaciones de
cacao del pais, afectando asi a los pequefios y medianos productores y a los
campesinos cuyo sostén econdmico basico era este cultivo.

Actualmente, la demanda del cultivo esta creciendo a nivel mundial, debido a las

propiedades curativas y cosméticas que se le atribuye a esta especie, y es por esto



gue el control de la enfermedad causada por el hongo M. roreri es fundamental para
la reactivacion de la produccién cacaotera en Costa Rica y en varios paises

latinoamericanos.

2.5 Caracteristicas del parasito

M. roreri es un patégeno altamente especializado que ataca solamente a los
géneros Theobroma (22 especies) y Herrania (17 especies) (Phillips-Mora, 2003b).
Sus hifas son hialinas de pared delgada y septadas, aunque después se tornan café;
su micelio vegetativo posee tabiques con doliporos. Las esporas se forman
basipetamente en cadenas simples o ramificadas cada una con 4-10 conidios
envueltos en la pared celular original (Thévenin & Trocmé, 1996, Ram, 1989). Esta
altima caracteristica hace a M. roreri afin a los basidiomicetes (Tazelaar, 1991). Las
esporas son facilmente removibles, de pared gruesa, color amarillo palido cuando
estan inmaduras o café oscuro en su madurez, y pueden ser de forma globosa o
eliptica (Herrera, 1988). Las caracteristicas de estas estructuras varian un poco

dependiendo de la cepa en cuestion.

M. roreri se considera un hongo hemibiétrofo, dado que su ciclo pasa por dos fases:
una fase biotréfica, que va desde la germinacién de las esporas hasta la invasion
intercelular de la epidermis de las mazorcas; y una fase necrotica cuando el
crecimiento de la mazorca disminuye y el hongo invade las células provocando la

aparicion de necrosis interna y externa (Thévenin & Trocmé, 1996).

2.6 Métodos de conservacion de hongos en general

La gran diversidad genética del Reino Fungi ha creado la necesidad de establecer
estrategias de conservacion ex situ eficientes y a largo plazo (Fernandez et al, 2005).
Dichas estrategias no se deben restringir a colectar y conservar el germoplasma, si
no que deben incluir un manejo eficiente del material para documentar, caracterizar y
evaluar la variabilidad genética disponible en las colecciones (de Vicente &
Andersson, 2006).



Para el establecimiento de una estrategia de conservacion de hongos, se debe
considerar que: todos los cultivos se mantengan vivos y puros, que cada cepa
permanezca estable morfol6gica y genéticamente y en el caso de los patégenos, que
conserven también su patogenicidad. Ademas, se deben tomar en cuenta los
objetivos de la conservacion, las metodologias propuestas y los recursos econémicos
disponibles (de Vicente & Andersson, 2006). Por ultimo, es importante considerar
que cada cepa debe conservarse al menos por dos métodos de preservacion, uno de

los cuales debe ser a largo plazo (Fernandez et al, 2005).

Las técnicas mas usuales de conservacion son:

2.6.1 Cultivo en cufias de agar: consiste en simular las condiciones naturales para
lograr un desarrollo completo del hongo. Esto se logra mediante la preparacién de
medios de cultivo estériles a base de agar, con la adicién de nutrientes como los
jugos vegetales y extractos naturales, asi como también compuestos sintéticos de
composicion conocida. EI medio se puede depositar ya sea en platos Petri, en
botellas o en tubos de ensayo. Esta metodologia, aunque es simple, demanda
mucho tiempo para las transferencias de los hongos, ademas de que requiere mucho
material cada cierto periodo, lo que eleva los costos. Por otro lado, los riesgos de
contaminacion y pérdida del material son altos, y las constantes transferencias

pueden ocasionar la pérdida de viabilidad de las cepas (Kirsop & Doyle, 1991).

2.6.2 Técnica de capa de aceite mineral: consiste en sembrar trozos de cultivos de
hongos ya desarrollados, en tubos que contienen agar dispuesto en forma de taco y

posteriormente se cubren con una capa de aceite mineral estéril (Panizo et al, 2005).

2.6.3 Conservacion a bajas temperaturas: radica en cultivar los hongos en cufas
de agar para almacenarlos luego a temperaturas entre 4°C y 7°C. Presenta por lo

tanto los mismos inconvenientes que el cultivo simple en cufias de agar, ademas de



requerir el equipo de enfriamiento y ser dependiente de la electricidad (Kirsop &
Doyle, 1991).

2.6.4 Conservacién en agua destilada: es también conocida como método de
Castellani y fue propuesta hace mas de 4 décadas. En este medio el crecimiento de
los hongos es muy restringido, pero se mantiene la viabilidad y la pureza. Se
considera un método barato, simple y eficiente; ademas evita el ataque de los acaros
(Fernandez et al, 2005).

2.6.5 Crioconservacion: consiste en sumergir micelio esporulado crecido sobre
algun tipo de sustrato en nitrégeno liquido a -196°C. Entre los diferentes sustratos
utilizados estan los granos de trigo. Esta técnica asegura la estabilidad genética,
brinda altos porcentajes de sobrevivencia y es aceptada universalmente. Ademas,
ofrece excelentes resultados para los basidiomicetes. Entre sus inconvenientes esta
el alto precio del nitrégeno liquido y el hecho de que el suministro de este compuesto
no esta garantizado (Nagai et al, 2005; Singh et al, 2004).

2.6.6 Liofilizacién: se considera, tedricamente, uno de los métodos mas efectivos
para la conservacién de cultivos con sus caracteristicas originales, aunque no es
favorable para especies que producen grandes esporas o que no producen esporas
(Fernandez et al, 2005). De acuerdo con Leén & Gallardo (2001), este método
consiste en la eliminacion de agua mediante sublimacion a partir de suspensiones
precongeladas o congeladas, por congelacion evaporativa bajo vacio. Su principal
inconveniente es que requiere de un equipamiento especial y es un proceso mas
complejo, sin embargo, para el almacenamiento de los muestras no es necesario
ningun aparato, aunque las temperaturas bajas (4°C a -30°C) son preferibles a la
temperatura ambiente (Ledén & Gallardo, 2001). Por otro lado, esta metodologia
ofrece la ventaja de que la conservacién es por muchos afos, evita la contaminacion

y conserva las propiedades morfologicas y bioquimicas originales. Ademas, el



material se conserva en bulbos de vidrio resistente, pequefios, faciles de almacenar,

transportar y distribuir (Fernandez et al, 2005).

2.6.7 Cultivo en tierra o arena: consiste en el crecimiento de los hongos en
cualquiera de estos sustratos estériles. Para esto, el sustrato es tamizado y luego se
deposita en recipientes sellados. Posteriormente, dichos recipientes se autoclavan y
se incuban con el fin de comprobar su esterilidad. Este proceso se realiza unas 3
veces como minimo. Una vez que el sustrato estd completamente estéril, se procede
a inocularlo con suspensiones de esporas de aproximadamente 10’ esporas/ml, y se
incuban alrededor de 7 dias o hasta que el hongo tenga un crecimiento considerable
en el sustrato. Por ultimo, los cultivos se guardan en refrigeracién (Leén & Gallardo,
2001). Recientemente se descubrié que la conservacion en tierra y en aceite mineral
puede afectar la viabilidad, la capacidad de esporulacion y el dimorfismo de algunas

especies (Fernandez et al, 2005).

2.6.8 Preservacién en silica gel anhidra: para esta metodologia se preparan las
botellas de silica gel estériles y enfriadas. Los cristales de silica gel se inoculan con
una solucién de esporas del hongo en leche descremada estéril fria y se dejan 20
minutos en un bafio de hielo. Trascurrido este periodo se almacena las botellas a
25°C por una o dos semanas hasta que los cristales se separen por agitacion. Se
procede a probar la viabilidad del hongo, y si es positiva, las botellas se almacenan
en un recipiente hermético a 4°C. Este método requiere estrictamente de las botellas
de silica gel, que implican un costo elevado y su gel indicador requiere ser
reemplazado dos veces al afio (Kirsop & Doyle, 1991).

Para la seleccién y posterior implementacion de alguno de los métodos descritos, es
importante tomar en cuenta el tipo de hongo que se quiere preservar, la cantidad de
cepas que se quieren mantener, con qué finalidad seran utilizadas y cuéles son los
recursos, tanto humanos como de materiales y equipos, con que se dispone (Panizo
et al, 2005).



2.7 Factores nutricionales que afectan el crecimiento y esporulacién de M.
roreri en medios artificiales

Para la conservacion de las cepas, es importante conocer varios aspectos
fisiolégicos que intervienen en el desarrollo del hongo, esto con el fin de propiciarle
las condiciones Optimas y rapidamente disponibles para lograr un buen crecimiento
(Herrera, 1988). Por otra parte, se sabe que las condiciones que favorecen el
crecimiento vegetativo de los hongos son diferentes a las que favorecen la fase
reproductiva de los mismos (Herrera et al, 1989).

Entre los elementos no metalicos que constituyen casi la totalidad del micelio de los
hongos se encuentran el C, H, O, N, P y S. El H se obtiene a patrtir del agua, y el O,
mediante la respiracion. El K y Mg son elementos metélicos, que en conjunto con los
no metalicos son considerados macroelementos, ya que son requeridos por el hongo
en cantidades relativamente grandes. Dichos elementos son utilizados para la
formacion de las paredes celulares y tienen participacion en eventos metabdlicos, por
ende deben ser componentes esenciales de un medio artificial para el cultivo de

cualquier hongo (Herrera, 1988).

El nitrégeno puede ser utilizado por los hongos en forma de nitratos, nitritos, amonio
y amino&cidos u otras moléculas organicas como las bases puricas o pirimidicas, sus
precursores o0 productos de su metabolismo (Herrera et al, 1989). Este elemento se
requiere para la sintesis de aminoacidos y proteinas, ademas forma parte de los
acidos nucleicos y vitaminas; por esto es indispensable para el buen desarrollo de
cualquier hongo (Herrera, 1988). Es incorrecto determinar una fuente de nitrégeno
patrén para todos los hongos, ya que muchos requieren fuentes especificas de este
elemento, o se favorecen con una determinada fuente (Herrera et al, 1989). Phillips-
Mora & Galindo (1985) determinaron que el aminoacido asparagina es la fuente de N
mas favorable para M. roreri, debido a que permite un adecuado desarrollo
vegetativo y la mayor produccion de conidios. La mayoria de los aminoacidos se

absorben como tales y pueden metabolizarse para formar otros aminoacidos por
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transaminacion. También pueden funcionar como fuentes de carbono al acoplarse

los &cidos organicos derivados del ciclo de Krebs (Herrera et al, 1989).

El carbono es el elemento que los hongos necesitan en mayor cantidad; se conoce
que M. roreri y los hongos en general, presentan una mejor respuesta a la fuente que
a la dosis de carbono (Herrera, 1988). Phillips-Mora & Galindo (1985) y Herrera
(1988) coinciden en que la maltosa, al ser el disacarido més aprovechable por los
hongos, se considera la fuente que permite el mayor crecimiento micelial, area
esporulada y tendencia a formar una mayor cantidad de conidios (Herrera, 1988). La
relacion C:N puede influir en el patrén de esporulacién del hongo (Herrera et al,
1989).

Para M. roreri, Phillips-Mora (2003b) recomienda el medio de cultivo V8 modificado
(20% v/v de jugo V8, Campbell Soup Company, Campbell, NJ, USA, 0.1% m/v de
asparagina, 2% m/v de maltosa y 1.8% de agar), el cual permite un buen desarrollo
vegetativo de las cepas, ademas de su esporulacion. El V8 es un medio de cultivo
compuesto a base de jugo de vegetales que favorece la produccion de esporas. Su

combinacion con la asparagina y la maltosa eleva dicha produccion.

2.8 Factores fisicos que afectan el crecimiento y esporulacién de M. roreri en

medios artificiales

2.8.1 Temperatura: su incremento provoca el aumento de la actividad enzimatica y
quimica, por lo que se acelera la sintesis de vitaminas, aminoacidos y otros
metabolitos; sin embargo, una alta temperatura puede inactivar dichas actividades y
detener el crecimiento. Para M. roreri, el rango ideal para el crecimiento y
esporulacion de las colonias que crecen en V8 es de 24 a 27°C (Chacin, 1975;
Herrera, 1988).
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2.8.2 Luz: La tasa de crecimiento y la formacidén de estructuras reproductivas son
afectadas por la intensidad, duracion y calidad de la luz. Este efecto estimulatorio se
observa claramente en la formacién de anillos alternos concéntricos o zonacién que
muestra M. roreri al exponerse a periodos alternos de luz y oscuridad, donde la luz
favorece la formacidon de estructuras reproductivas (anillos pardo claros de
crecimiento rastrero) y la oscuridad favorece al desarrollo vegetativo (anillos color
crema, menos esporulados y de crecimiento mas aéreo). A pesar de esto Phillips-
Mora (2003b) observé la formacion de anillos concéntricos en cultivos mantenidos en

total oscuridad.

Aunque este hongo es poco exigente en cuanto a la longitud de cada periodo,
Herrera (1988) determind que el régimen luminico de 12 horas de luz y oscuridad

permite alcanzar el punto maximo de esporulacion de las colonias en V8.

2.8.3 pH: Con relacion al pH inicial del medio de cultivo se ha comprobado que la
adicion de una solucion tampon no afecta significativamente el crecimiento y

esporulacion (rapida y abundante) del hongo (Herrera, 1988).

2.9 Factores que influyen en la germinacion de las esporas de M. roreri

De los nueve medios de cultivo para la germinacion de las esporas probados por
Ram (1989), el medio YEA (anexo 3) fue el que presentd el mayor porcentaje de
germinacion, con un 81,3%, de esporas germinadas. Ademas recomienda realizar la
dilucién de las esporas en agua destilada estéril con 0.01% de Tween 80, con el fin
de que estas estén bien dispersas. En cuanto al ajuste del pH del medio, Ram (1989)
obtuvo un porcentaje de germinacion bastante elevado sin necesidad de modificar su

pH del medio.

Segun Campuzano (1981), el mayor porcentaje de germinacion se da a 22.5°C y a 96%

de humedad. Esto es avalado por Galindo (1985), quien indica que para su germinacion
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y desarrollo del tubo germinativo, las esporas requieren de una pelicula de agua.
Ademas Phillips-Mora (2003b) recomienda un régimen luminico de 12/12 periodos
alternos de luz/oscuridad, con el fin de estimular el desarrollo de las hifas y estructuras
vegetativas del hongo.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar e implementar en CATIE métodos eficientes para asegurar la preservacion a
largo plazo de la variabilidad genética contenida en su coleccion internacional de

cepas de M. roreri.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Optimizar una técnica eficiente para la germinacion de esporas de M. roreri, con
el fin de realizar cultivos monosporicos de las cepas de este hongo
pertenecientes a la coleccién del CATIE.

2. Evaluar e implementar la metodologia de conservacion de cepas por medio de
papeles de filtro.

3. Evaluar dos formas de obtenciéon de micelio para ser usado en las extracciones
de ADN.

4. Comparar la eficiencia de dos kits de extraccion de ADN usando cepas con muy
diversos niveles de esporulacion, ademas de cepas conservadas in vitro por
mucho tiempo en CATIE y otras introducidas recientemente a la coleccion, con el
fin de realizar extracciones de todas las cepas de la coleccion usando el kit mas
eficiente.

5. Establecer una coleccion de respaldo de los aislamientos a través de su ADN.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion del experimento
El experimento se llevé a cabo en los Laboratorios de Fitopatologia y Biotecnologia
del Centro Agrondmico Tropical de Investigacion y Ensefianza (CATIE), ubicado en

Turrialba, Costa Rica entre los meses Junio y Diciembre del 2006.

3.2 CULTIVOS MONOSPORICOS

Se realizaron cultivos monospdricos para algunas de las cepas de la coleccion que

se pueden observar en el anexo 2. El resto de las cepas se encuentran en proceso.

3.3 GERMINACION DE ESPORAS DE M. RORERI

3.3.1 Preparacion de los platos Petri: En una cdmara de transferencia Edge Gard®
Hood, se dispensaron 5ml del medio de cultivo YEA (anexo 3) en platos Petri
estériles de 8,5cm de diametro con ayuda de un pipeteador Powerpette Plus de
Jencons y una pipeta estéril. Los platos se dejaron a temperatura ambiente por 2 a 3

dias debidamente sellados y empacados en bolsas plasticas.

3.3.2 Inoculacién de los platos: Con un dia de anterioridad, se prepararon todos los
instrumentos necesarios para la inoculacion de los platos: beakers con magnetos,
puntas de pipeta, espatulas de vidrio, autoclavandolos por 30 minutos a 121°C y 15
Ibs de presion. Los beakers se cubrieron con trozos de papel aluminio en la parte
superior con el fin de evitar su contaminacion.

Como fuente de in6culo se usaron platos Petri en donde las cepas del hongo habian
crecido por 15 dias en medio V8 (anexo 3). En la cadmara de transferencia, se
procedid a abrir, uno por uno dichos cultivos, para realizarles un lavado superficial
con 2,5 ml de agua destilada estéril con 0.01% de Tween 80 (Spectrum Chemical

Mfg. Corp.) como dispersante. Este lavado se realiz6 dos veces con el fin de
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desprender una mayor cantidad de esporas. La Figura 2 muestra el lavado de los

cultivos.

Figura 1. Lavado de las cepas para obtener la solucion de esporas.

El liguido se movi6é suavemente en forma circular para liberar las esporas (alrededor
de 10* esporas/ml). Después de cada lavado, la solucién se trasvasé en un beaker
con un movimiento rapido, con el fin de evitar la contaminacion, el cual se mantuvo
cubierto con papel aluminio mientras se agité por 5 minutos en un agitador Fisher

Thermix® dentro de la caAmara de transferencia.

Figura 2. Agitacion de la solucion de esporas.
Transcurrido este tiempo se procedié a determinar la concentracién de la solucion
con ayuda de un hemacitdmetro Boeco de 1/10um de profundidad, ajustandola a un

valor de 10% realizando diluciones en agua destilada estéril. Seguidamente, se agité
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la solucién por 5 minutos y se procedi6 a inocular 0,5 ml de la misma por cada plato
Petri previamente preparados. El in6culo se distribuyd por toda la superficie con

ayuda de una espatula de vidrio como se puede observar a continuacion en la Figura

Figura 3. Inoculacién y distribucion de las esporas en el medio YEA.

Luego, se sellaron los platos con papel de parafina y se incubaron a 26°C, 12/12
periodos alternos de luz/oscuridad hasta que se corrobord la germinacién de las
esporas mediante la frecuente observacion de los platos en el microscopio de luz.

3.3.3 Obtencion de los cultivos monospéricos: Una vez que las esporas
germinaron y formaron una pequefia colonia apenas perceptible, se procedio a cortar
con un bisturi en la cAmara de transferencia, trozos de medio que contenian sélo una
colonia. Estos trozos se sembraron en un plato Petri con medio V8, realizando dos
repeticiones por cepa. Los platos se incubaron a 26°C, 12/12 periodos alternos de

luz/oscuridad, hasta que el micelio cubrié todo el plato y habia esporulado.

3.4 EVALUACION DEL METODO DE CONSERVACION EN DISCOS DE PAPEL?
Todas las cepas de la coleccion del CATIE (anexo 1) se sometieron a este método.

! Hio, J.C. 2006. Conservacion de las cepas en papel. CORPOICA, Colombia, Comunicacion Personal.
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Inicialmente se hicieron circulos de papel filtro con ayuda de dos sacabocados de
diferentes diametros (0,5 cm y 1 cm), se autoclavaron y se secaron. Se tomaron
circulos de ambos didmetros y se colocaron dentro de platos Petri alrededor de
cultivos con radios de aproximadamente 0,5 cm Yy pertenecientes a cepas
monosparicas y no monosporicas. Los platos fueron entonces incubados, a periodos

alternos de 12/12 horas luz/oscuridad.

Cuando las cepas esporularon sobre el papel, se extrajeron los circulos de papel con
pinzas, evitando desprender el medio con ellos, y se colocaron en sobres de papel
estériles debidamente rotulados, con el fin que los discos fueran perdiendo la
humedad. Para completar la fase de secado, los sobres fueron colocados entonces
en un horno de reflujo de aire a 25°C por 2 a 3 dias. Transcurrido este periodo, los
sobres de papel se colocaron dentro de sobres de papel pergamino, que se

guardaron en una hielera pequefia de estereofon y se almacenaron a -10°C.

Para comprobar la viabilidad de las cepas, se extrajeron muestras de los papeles y se
colocaron dentro de platos Petri con medio agar agua observando si se daba la
germinacion de las esporas mediante frecuentes revisiones de los platos por medio del

microscopio de luz.

3.5 EXTRACCION DE ADN

Se compararon dos formas de obtencidn de micelio y dos kits de extraccion de ADN
(Genomic DNA Purification Kit #K0519 de Fermentas y Genomic DNA from Plant
NucleoSpin® de Macherey-Nagel). Se usaron cinco cepas diferentes, entre las
cuales unas presentaban aparente vegetatividad y otras estaban muy esporuladas,
ademas, unas eran aislamientos conservados in vitro por mucho tiempo en CATIE y
otros habian sido introducidos recientemente en su coleccion. Las cepas empleadas

se describen en el siguiente cuadro:
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Cuadro 1. Descripcion de las cepas analizadas en las extracciones de ADN.

Nombre Procedencia Estado Fecha de colecta
Co 86 Arauca, Colombia Esporulada Set, 2006
Co 93 Santander, Colombia Vegetativa Set, 2006
E 30 Los Rios, Ecuador Vegetativa Dic, 1999
E 43 Imbabura, Ecuador Esporulada Set, 1999
P5 Huanuco, Pert Esporulacion media 1997

3.5.1 Formas de obtencién del micelio:

3.5.2 Método 1: Produccion de micelio en medio liguido mineral.

Se siguié la metodologia empleada por Phillips-Mora (2003b). Con un dia de
anterioridad se prepararon todos los instrumentos necesarios (beakers con
magnetos, puntas de pipeta, espéatulas de vidrio, entre otros), autoclavandolos por 30
minutos a 121°C y 15 Ibs de presion. Los beakers se cubrieron con trozos de papel
aluminio en la parte superior con el fin de evitar su contaminacion.

A partir de cultivos de las cepas indicadas de 11 a 15 dias, se prepar6 una solucion
de esporas agregando a cada plato en dos ocasiones 5 ml de agua destilada estéril
con 0.01% de Tween 80, como se muestra a continuacion:

Figura 4. Preparacion de la solucion de esporas.
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Luego de agitar suavemente el plato con movimientos circulares en cada caso el
liquido se coloc6é en un beaker con un movimiento rapido, con el fin de evitar la
contaminacion de la solucién. En algunos casos, para remover las esporas, se tuvo

que utilizar un pincel de la siguiente manera:

Figura 5. Desprendimiento de esporas con ayuda de un pincel.

El beaker tapado con aluminio se agitdé por 5 minutos fuera de la camara como se

muestra a continuacion:

Figura 6. Agitacion de la solucion de esporas.
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Luego se depositd la solucion de cada cepa en un erlenmeyer de 250 ml que

contenia 100 ml de medio liquido mineral (anexo 3) de la siguiente forma:

Figura 7. Inoculacién de la solucion de esporas en el medio liquido mineral.

Los cultivos se incubaron a 25°C, 12/12 periodos alternos de luz/oscuridad y en
constante agitaciéon (150 rpm) por 8 dias. La Figura 8 muestra lo anterior.

Figura 8. Incubacion de las cepas en medio liquido mineral.

Transcurrido este periodo, el micelio se recogié mediante una filtracién con bomba al
vacio, se lavd con agua destilada estéril y se sec6 en un horno a 35°C por 48 horas.
El micelio seco se macer6 en un mortero con nitrégeno liquido y se almacend en

tubos de microcentrifuga de 1,5 ml a -20°C.
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3.5.3 Método 2: Produccion de micelio en medio V8 solido.

Se sembraron platos de V8 sdélido con cada una de las cepas anteriormente
mencionadas. A los 10 a 15 dias de crecimiento, se extrajo el micelio con ayuda de
un bisturi estéril. Inmediatamente antes de la extraccién del ADN, dicho micelio se

macero en un mortero con nitrégeno liquido.

A continuacion se describen los dos métodos usados para la extraccion del ADN. En
ambos casos se siguié rigurosamente el protocolo sugerido por el fabricante de los

kits de extraccion.

3.5.4 Evaluacion del KIT 1: Genomic DNA Purification Kit #K0519 de Fermentas

Se pesaron de 25 a 30 mg de micelio pulverizado en un tubo de microcentrifuga y se
resuspendieron en 200 pl de buffer TE. A cada tubo se le agregé 400 pl de la
solucién de lisis y se incub6 a 65°C por 5 minutos. Inmediatamente se le agreg6 600
pul de cloroformo, se agitd vigorosamente por inversion (de 3 a 5 veces) y se
centrifugd a 10.000 rpm por 2 minutos. Se prepar6 la solucién de precipitacion,
mezclando 720 ul de agua desionizada estéril con 80 pul de la solucidon concentrada
10X. Se tom¢ la fase acuosa que contenia el ADN y se pasé a un tubo nuevo. Se le
agrego 800 pl de la solucién de precipitacion anteriormente preparada, se agitd
vigorosamente por inversion por 1-2 minutos a temperatura ambiente y se centrifugo
a 10.000 rpm por 2 minutos. Transcurrido este tiempo, se removié el sobrenadante
completamente (sin secar) y se disolvié el ADN en 100 ul de NaCl 1.2 M, agitando
con vortex. EI ADN debi6 estar bien disuelto. Seguidamente se agregaron 300 pl de
etanol frio, se dej6 precipitar el ADN por 10 minutos a -20°C y se centrifugé a 10.000
rpm por 3 a 4 minutos. Se extrajo el etanol y se lavo el ADN con etanol frio al 70%, y
por ultimo se disolvi6 en 100 ul de agua destilada estéril seguido de una breve

exposicion de los tubos al vortex.
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3.5.5 Evaluacion del KIT 2: Genomic DNA from Plant NucleoSpin® de Macherey-
Nagel

Se pesaron de 50 a 200 mg de micelio pulverizado en un tubo de microcentrifuga. Se
agregaron 10 pl de la solucién de RNasa A (10 mg/ml) al buffer C1 y se resuspendio
la muestra en 200 ul de este buffer. Se homogenizé la muestra sometiéndola al
vortex regularmente. Después se agregaron 100 pl mas de buffer C1 y se continud
homogenizando. Posteriormente se agregaron 100 ul de cloroformo, se mezcl6é 10
segundos en el vortex y se centrifug6 por 5 minutos a 10.000 rpm. Se recogio la fase
acuosa superior con una pipeta y se depositdo en un tubo de centrifuga nuevo; se
incubd a 60°C por 30 minutos. Transcurrido este periodo, se centrifug6 la muestra
por 5 minutos a 10.000 rpm y se transfirieron 300 ul del sobrenadante a un tubo
nuevo. Seguidamente se agregaron 300 ul de buffer C4 y 200 pl de etanol, y se
mezclé con vortex por 30 segundos. El etanol y el buffer C4 se debieron mezclar
antes. Se colocé la columna NucleoSpin® Plant en un tubo de centrifuga de 2 ml, se
deposité la muestra en la columna con ayuda de una pipeta, y se centrifug6é por 1
minuto a 10.000 rpm. El liquido que salio de la columna fue descartado. Se continu6
agregando 400 pl de buffer CW a la columna, se centrifugo y se descarto el liquido
de misma forma que en el paso anterior.

Se agregaron 700 ul de buffer C5 a la columna, se centrifugd y se descarto el liquido
de misma forma que en el paso anterior. Se agregaron 200 pl de buffer C5 a la
columna, se centrifugd 2 minutos y se descarto el liquido de misma forma que en el
paso anterior, hasta que la membrana de silica gel estuvo seca. Por ultimo, se
coloco la columna en un tubo nuevo de 1,5 ml. Se agregaron 100 ul de buffer CE
(precalentado a 70°C) a la membrana y se incub6 a temperatura ambiente por 5
minutos. Por ultimo, se centrifug6 por 1 minuto a 10.000 rpm para liberar el ADN de

la membrana.
3.5.6 Determinaciéon de la concentracion de ADN

Para ambos métodos de extraccion, la concentracion del ADN se midid6 mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se us6 una escalera MassRuler™ DNA
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Ladder, Mix, ready-to-use #SM0403 de Fermentas (anexo 4) para determinar por

comparacion la concentracion de ADN.

4. RESULTADOS

4.1 GERMINACION DE ESPORAS DE M. RORERI
La germinacion se evidencio cuando se observé la formacién de colonias separadas,

apenas perceptibles a simple vista, en el plato Petri, como se muestra en la Figura 9.

Figura 9. Germinacion de esporas de M. roreri.

Este proceso de germinacién se produjo en todas las cepas y se observo entre 15y
22 dias después de que se inocularon las soluciones de esporas, dependiendo de la
cepa en cuestion; hubo cepas como la C 27 y la C 28 que a los 10 dias desarrollaron
colonias monosporicas visibles, mientras que cepas como la Co 45 y la Co 47
tardaron 25 dias en desarrollarlas. Sin embargo, en un analisis a nivel microscopico a
los 6 dias después de la inoculacién, en promedio, el 85% de las esporas inoculadas

de todas las cepas germinaron.
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Como se puede observar en la Figura 9, algunas cepas como la Co 44 desarrollaron
un menor nimero de colonias en comparacion con cepas como la Co 31, donde hay

una mayor formacién de colonias.

Mediante observaciones de los platos Petri al estereoscopio se determiné que cada
una de las colonias provenian del desarrollo de una sola espora, lo cual se puede
corroborar en la Figura 10.

Figura 10. Colonias monosporicas de M. roreri observadas al estereoscopio.

4.2 CULTIVOS MONOSPORICOS

Al sembrar las colonias monosporicas en medio V8, cada una de estas tuvo la
capacidad de desarrollarse normalmente vy colonizar todo el plato en
aproximadamente 15 dias, obteniéndose asi cultivos monospéricos de manera rapida

y facil. Seguidamente se muestra una cepa monosporica.
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Figura 11. Cepa monosporica de M. roreri de 22 dias.

4.3 EVALUACION DEL METODO DE CONSERVACION EN DISCOS DE PAPEL

Al desarrollar esta metodologia se determind que las cepas de M. roreri tardan de 3
a 5 dias para alcanzar un radio de 0,5 cm, siendo este parametro necesario para
poder colocar los circulos de papel en el plato Petri. La Figura 12 muestra el
desarrollo de una cepa de M. roreri a los 4 dias, con un radio aproximado de 0,5 cm.

Figura 12. Desarrollo de M. roreri a los 4 dias.

Los circulos de papel fueron colocados en el plato Petri con la siguiente distribucion:
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Figura 13. Distribucion de los circulos de papel sobre el plato Petri.

El hongo se desarroll6 sin problema sobre los papeles, cubriéndolos totalmente en
aproximadamente 15 dias, tras lo cual esporuld sobre ellos. En el caso de las cepas
con aparente vegetatividad, la cobertura de los papeles se dio en un periodo similar a
las demas (11 a 18 dias), pero su esporulacién no fue tan evidente. El crecimiento y la
esporulacion sobre los discos de papel se muestran en la Figura 14.

Figura 14. Crecimiento y esporulacién de M. roreri sobres los discos de papel a los 8

dias.

Al analizar todas las cepas, se determiné que tardan en promedio 15 dias para
colonizar y esporular sobre todos los discos, aunque hay cepas comolaC lylaC 2
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gue pueden tardar hasta un mes. Este fendmeno se observd principalmente en las
cepas que se encuentran en crecimiento aparentemente vegetativo con baja

esporulacion.

Se pudo observar que a mayor tiempo de exposicion de los papeles en el plato Petri,
mas dificil es su remocion y hay un alto riesgo de que el medio se adhiera a ellos, por lo
gue se recomienda removerlos inmediatamente después de que el hongo haya

esporulado sobre ellos.

Para el secado de los papeles, se determind que los sobres de papel manila ofrecen
una excelente proteccion de las cepas en el horno, ademas de que ayudan a absorber
la humedad de los discos, sin que estos se adhieran a los sobres. Ademas, que la
temperatura de secado del horno puede oscilar entre los 25°C y los 33°C, siempre y

cuando no sobrepase esta temperatura.

Para el almacenamiento de las cepas, se encontr0 que los sobres de pergamino
protegen de la humedad a los discos que estan almacenados en sobres de manila; la
hielera de estereofén cumple con la misma funcion, pero también protege las esporas
de las bajas temperaturas del congelador. El rango 6ptimo de almacenamiento es de -
10°C a -20°C.

En una evaluacion preliminar realizada con cepas conservadas por 2 meses usando la
metodologia descrita, se encontrd que las cepas aun sobrevivian al almacenamiento a -
10°C. Dichas evaluaciones seguiran siendo realizadas en forma rutinaria para

corroborar la efectividad del método para la preservacion de las cepas a largo plazo.
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4.4 OBTENCION DE MICELIO PARA EXTRACCIONES DE ADN

4.4.1 Método 1: Produccion de micelio en medio liquido mineral
La obtencion de la suspension de esporas para el crecimiento en medio liquido fue méas
dificil para las cepas aparentemente vegetativas, las cuales se caracterizaron por

producir cantidades mucho menores de esporas y de color mas claro.

Con el desarrollo de este método se obtuvo un crecimiento de micelio caracteristico,
dependiendo de las cepas que se inocularon. A los 8 dias desde la inoculacion se
observo que las cepas aparentemente vegetativas (Co 93 y E 30) formaban pelotas de

color blanco de aproximadamente 2 cm de didmetro, como se muestra en la Figura 15.

Figura 15. Desarrollo de cepas de M. roreri con aparente vegetatividad creciendo en

medio liquido mineral.

Las cepas con mayor esporulacién (Co 86 y E 43) formaron un micelio grumoso con
una coloracion café oscura, como se muestra en la Figura 16:
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Figura 16. Desarrollo de cepas de M. roreri con esporulacién creciendo en medio

liquido mineral.

La formacién de micelio de la cepa P 5, con esporulacion media, fue un punto medio
entre las cepas de apariencia vegetativa y las cepas esporuladas, ya que esta cepa
formé pelotas de aproximadamente 0,5 cm de diametro pero con una coloracion café

(Figura 17).

Figura 17. Desarrollo de la cepa de M. roreri con esporulacion media creciendo en

medio liquido mineral.

El micelio humedo de estas cepas, una vez filtrado y lavado se observo de la siguiente

manera:
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Figura 18. Aspecto del micelio de las 5 cepas de M. roreri después de la filtracion.

Después de concluir el tiempo de secado, el micelio de las cepas lucié de la siguiente

manera:

Figura 19. Aspecto del micelio de las 5 cepas de M. roreri después del secado.
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En este método el crecimiento del micelio ocurre en 8 dias, pero el filtrado (1 dia) y

secado del mismo (2 dias) lleva mas trabajo y méas tiempo.

4.4.2 Método 2: Produccion de micelio en medio V8 solido

Para obtener el micelio con este método se requieren 15 dias, que es el tiempo
aproximado que tardan las cepas en colonizar totalmente el plato Petri. Para extraer el
micelio solo es necesario raspar suavemente el plato con un bisturi estéril. La toma de
la muestra de micelio se simplifico cuando la cepa era aparentemente vegetativa. Las

cepas en los platos Petri con V8 lucen de la siguiente manera:

Figura 20. Aspecto del micelio de las 5 cepas de M. roreri en platos Petri con medio V8.

4.5 EXTRACCION DE ADN

Para las cinco cepas de M. roreri fue factible obtener ADN en una concentracion similar.
Sin embargo, se obtuvo un mejor resultado con el kit de Macherey-Nagel que con el kit
de Fermentas, para el cual ademas se detectd un error experimental que hizo que dos
muestras migraran en forma incorrecta por lo que no pudieron estimarse sus

concentraciones. Con el kit de Fermentas se observd un ADN contaminado con ARN,
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lo cual se evidencia con el Smir observado en la Figura 21. Aunque los dos kits fueron
muy sencillos y rapidos de usar (25 minutos por muestra), el kit de Macherey-Nagel fue

mas laborioso, pero incluye la limpieza del ADN con una RNasa incluida en el mismo.

Fue posible obtener ADN de cepas con diferente apariencia, desde muy esporuladas
hasta en estado de aparente vegetatividad. También se obtuvo ADN de los

aislamientos nuevos y de los mas viejos.

Micelio Medio Liquido  Micelio Medio Sélido

A N
e ) s )

IR 2N SRR O RO RN A O RO RN (O BN K1 $112:51°3

Genomic DNA
Purification Kit #K0519

de Fermentas

1 #2073 A RN ORISR SRR OR 1051112713

Genomic DNA from
Plant  NucleoSpin® de

MassRuler™  DNA Macherey-Nagel
Ladder, Mix, ready-

to-use #SM0403 de Iﬁ

Fermentas

Figura 21. Gel de agarosa al 1% para la cuantificacion del ADN.
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4.5.1 Cuantificacién del ADN
El ADN extraido fue cuantificado en gel de agarosa al 1% encontrandose que las

cantidades variaron entre 70 y 90 ng/ul para las extracciones hechas con micelio

obtenido a partir de medio liquido mineral. Como se menciond, la Unica excepcion se

dio con dos muestras en el kit de Fermentas que migraron en forma inversa. No se

obtuvo ADN con ninguno de los dos kits cuando se us6 el micelio tomado del cultivo en

medio V8 solido. Lo anterior queda evidenciado en los siguientes cuadros:

Cuadro 2. Concentraciéon de
Purification Kit #K0519 de Fermentas.

las muestras obtenidas con el

Carril | Forma de extraccion | Cepa | Concentracion de ADN (ng/ul)
1 Control con agua -
2 Micelio Medio liquido | Co 86 80
3 Micelio Medio liquido | Co 93 -
4 Micelio Medio liquido | E 30 -
5 Micelio Medio liquido | E 43 70
6 Micelio Medio liquido P5 70
7 Escalera -
8 Micelio medio sélido | Co 86 0
9 Micelio medio sélido | Co 93 0
10 Micelio medio sélido | E 30 0
11 Micelio medio sélido | E 43 0
12 Micelio medio sélido P5 0
13 Control con agua -

Genomic DNA
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Cuadro 3. Concentracion de las muestras obtenidas con el Genomic DNA from Plant

NucleoSpin® de Macherey-Nagel.

Carril | Forma de extraccion | Cepa | Concentracion de ADN (ng/ul)

1 Control con agua -
2 Micelio Medio liquido | Co 86 90
3 Micelio Medio liquido | Co 93 80
4 Micelio Medio liquido | E 30 80
5 Micelio Medio liquido | E 43 80
6 Micelio Medio liquido P5 80
7 Escalera -
8 Micelio medio sélido | Co 86 0
9 Micelio medio sélido | Co 93 0
10 Micelio medio sélido | E 30 0
11 Micelio medio sélido | E 43 0
12 Micelio medio sélido P5 0
13 Control con agua -

De los resultados obtenidos se concluye que la obtencién de micelio mediante el cultivo
en medio liquido mineral y el kit de Macherey-Nagel fueron los procedimientos mas
efectivos para la extraccion de ADN de M. roreri, totalizando 80-90 ng/ul para todas las

cepas evaluadas.

5. DISCUSION

El presente estudio se realizd con la finalidad de estandarizar dos protocolos de
conservacion a largo plazo de la diversidad genética de M. roreri que el CATIE ha
colectado en América Tropical. Se busca asegurar la disponibilidad de este valioso
material para futuras investigaciones. El mantenimiento fisico de las cepas se logr6 a
través de la conservacion en papel filtro, mientras que la preservacion mediante el ADN
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de las cepas fue posible al contar con un método eficaz y sencillo de extracciéon de ADN

de buena calidad.

5.1 GERMINACION DE ESPORAS DE M. RORERI Y OBTENCION DE CULTIVOS
MONOSPORICOS

El objetivo de desarrollar un protocolo para la germinacién de esporas fue poder
obtener cultivos monospoéricos. La concentracion de esporas que se inocul6 en el
medio YEA (anexo 3) fue menor a la empleada por Ram (1989), con el objeto de inducir
una mayor separacion entre las colonias y facilitar su aislamiento. Se inocularon 0,5 ml
de dicha solucion, con el fin de proveerle a las esporas una pelicula de agua para que
germinaran (Galindo, 1985; Campuzano, 1981). Con respecto a la temperatura optima,
los platos Petri se incubaron a 26°C, ya que Chacin (1975) sefiala que el éptimo
crecimiento de M. roreri se da entre 25° y 27°C. Por ultimo, se selecciond un régimen
luminico de 12/12 periodos alternos de luz/oscuridad, ya que, segun Phillips-Mora
(2003b) éste estimula el desarrollo de las hifas y estructuras vegetativas del hongo. El
pH no se toméd en cuenta debido a que Ram (1989) obtuvo un 81,3% de germinacion

en medio de cultivo YEA (anexo 3) sin necesidad de modificar el pH del medio.

En este trabajo se determind mediante observaciones al microscopio que a los 6 dias el
85% de las esporas inoculadas de cada cepa habia germinado. Sin embargo, con el
objeto de facilitar el procedimiento, se considerd que las esporas habian germinado
hasta que se dio la formacién de colonias monospdricas distinguibles a simple vista, lo
que ocurrid6 entre 15 y 22 dias después de la inoculacién. Dichas cepas fueron
analizadas en un estereoscopio con el fin de determinar si provenian de una sola
espora. Se comprobd que es mas simple la remocion de las colonias sin ayuda de un
microscopio, y que el desarrollo de las mismas en medio V8 se acelera, obteniéndose

platos totalmente colonizados en 15 dias.

Como se menciond anteriormente, las colonias monosparicas aisladas fueron capaces

de desarrollarse normalmente en un periodo muy corto en medio V8, gracias a que se
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aislaron con un grado mayor de desarrollo, ya que en pruebas preliminares, cuando se
aislaron con ayuda del microscopio so6lo esporas con tubo germinativo, no se logré que

estas se desarrollaran en medio V8, ni siquiera en un lapso de 2 meses.

Existen diferencias entre especies de hongos con relacibn a los requerimientos
nutricionales para la germinacion de sus esporas, las cuales se pueden deber a
diferencias en su pared y en la composicion y cantidad de sustancias de reserva
(Flores, 1989). M. roreri no es una excepcidon y por esto fue necesaria una
estandarizacion de los factores fisicos y nutricionales que favorecen la germinacion de
sus esporas con el fin obtener colonias monosporicas en un periodo mas corto y en

forma sencilla.

De acuerdo con los resultados de Ram (1989) el medio YEA (anexo 3) ofrece las
sustancias organicas externas necesarias, 1o que le permitié6 a este autor obtener un
81,3% de germinacion para todas las cepas probadas. En este trabajo se utilizé el
mismo medio de cultivo, obteniendo un promedio de germinacion similar (85% del total

de esporas inoculadas de cada cepa).

Las diferencias que se presentaron entre cepas, en cuanto a la cantidad y al inicio de
formacién de colonias monospdricas se puede deber a que, se conoce que existen
cepas que segun su procedencia tienen porcentajes de germinacion mayores o
menores (Flores, 1989; Phillips-Mora, 2003b).

5.2 EVALUACION DEL METODO DE CONSERVACION EN DISCOS DE PAPEL Los
papeles se colocaron en el plato Petri hasta que la cepa alcanz6 un radio de 0,5 cm

debido a que, en ese lapso de 3 a 5 dias, se tuvo la posibilidad de descartar los platos
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contaminados, al igual que aquellos platos en donde las cepas no crecieron, ya sea por

inactividad de las mismas o por errores experimentales al sembrarlas®.

Se colocaron circulos grandes y pequefios con el fin de determinar posteriormente cual
de los dos tamafos simplificaba mas el proceso de aislamiento de las cepas a partir del
papel. Se concluyé que los circulos pequefios son mejores ya que se pueden iniciar
nuevas colonias colocando en el medio de cultivo discos enteros sin necesidad de

partirlos.

El hecho de que algunas cepas tarden mas en cubrir y esporular sobre los papeles se
debe a que como ya se menciond, cada cepa crece en periodos diferentes de acuerdo
a su procedencia (Flores, 1989; Phillips-Mora, 2003b), al igual que todas las cepas no
producen la misma cantidad de esporas. Es importante indicar que es necesario que en
los papeles haya esporas, ya que estas estructuras son las que se preservan a largo
plazo y no el micelio®. Esto se debe a que las esporas de M. roreri soportan la accién
del congelamiento y secamiento sin perder su capacidad patogénica (Fallas, 1983).

Como se menciond, la remocion de los papeles debe realizarse inmediatamente
después de que la cepa haya esporulado sobre estos, ya que si se deja mas tiempo, el
medio de cultivo se deshidrata y se adhiere a los papeles, lo que favorece la

contaminacién por otros organismos.

Los sobres de papel manila ofrecen una excelente proteccién para el secado en el
horno, debido a que no permiten el escape de esporas. Ademas, por ser de papel,
ayudan a absorber la humedad de los discos, sin que estos se adhieran a los sobres.
Por su parte, los sobres de pergamino protegen de la humedad a los discos de papel;

esto es importante ya que si las esporas se hidratan pierden la viabilidad. La hielera de

% Hio, J.C. 2006. Conservacion de las cepas en papel. CORPOICA, Colombia, Comunicacion Personal.
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estereofon, ademas de proteger de la humedad, protege las esporas de las bajas

temperaturas que puede alcanzar el congelador®.

Aunque solo se ha realizado una evaluacion de sobrevivencia a los 2 meses, dichas
evaluaciones seguiran siendo realizadas en forma rutinaria aunque en otros lugares ya

se esta llevando a cabo esta técnica con éxito°.
5.3 OBTENCION DE MICELIO PARA EXTRACCIONES DE ADN

5.3.1 Método 1: Produccion de micelio en medio liquido mineral

La remocion de esporas para hacer las diluciones que se inocularon se dificultd en las
cepas aparentemente vegetativas, debido a que al tener tan poca esporulacion fue
necesario raspar el medio con ayuda de un pincel para extraer todas las esporas
formadas. Por el contrario, para las cepas esporuladas no fue necesario el empleo del
pincel, ya que soélo con la adiciéon del agua y movimientos circulares las esporas se

desprendieron en forma masiva.

El hecho de que las cepas aparentemente vegetativas produjeran un micelio en forma
de pelotas de color blanco de aproximadamente 2 cm de didmetro, se puede deber a
que las esporas, al estar en menor concentracion, se encontraban méas dispersas por
todo el medio pudiendo formar su micelio mas libremente. Al igual que las anteriores, la
cepa con esporulaciéon media formé pelotas de aproximadamente 0,5 cm de diametro
pero con una coloracion café, debido a que aunque tenia una mayor concentracion de
esporas, estas no estaban tan agrupadas. Contrario a estas, las cepas bastante
esporuladas formaron un micelio grumoso con una coloracion café oscura, ya que en
este caso las esporas eran muy abundantes y por ende estaban muy unidas y casi

formando una masa. La coloracion del micelio se debio a las caracteristicas de la cepa.

* Hio, J.C. 2006. Conservacion de las cepas en papel. CORPOICA, Colombia, Comunicacion Personal.
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5.3.2 Método 2: Produccion de micelio en medio V8 sélido

Aunqgue en este método se invirti6 menos tiempo y la toma de micelio fue mas sencilla,
hubo una diferencia entre cepas con aparente vegetatividad y cepas esporuladas, ya
que con las primeras fue mas facil desprender el micelio, debido a que éste fue mas

compacto.

5.4 EXTRACCION DE ADN

En esta parte, en cuanto al proceso en si, tanto el kit de Fermentas como el kit de
Macherey-Nagel tuvieron un desempefio muy similar; ambos fueron sencillos y rapidos
de usar (25 minutos por muestra) y extrajeron ADN tanto de cepas aparentemente
vegetativas como esporuladas asi como de cepas conservadas in vitro por periodos
cortos o largos. Sin embargo se concluyé que kit de Macherey-Nagel tuvo un mejor

desempefio al producir ADN libre de ARN.

5.4.1 Cuantificacion del ADN
Con respecto a la cuantificacion el kit de Macherey-Nagel brindé mejores resultados al
arrojar concentraciones de ADN levemente superiores (80-90 ng/ul) que el kit de

Fermentas (70-80 ng/pl).

En cuanto al método de obtencion de micelio para las extracciones de ADN, del micelio
cultivado en medio V8 solido no se pudo extraer ADN. Esto se pudo deber a que el
micelio no se secl antes de macerar y por ende al extraerse el agua la muestra era
muy pequefia. Por ultimo, del micelio obtenido mediante el cultivo en medio liquido
mineral si se pudo extraer ADN, ya que este micelio si se sec6 antes de macerar y por

ende la muestra estaba mas concentrada.
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6. CONCLUSIONES

Fue factible conservar la diversidad genética de M. roreri usando discos de papel
y su ADN.

Se corrobord la gran importancia que tienen los requerimientos nutricionales y

fisicos para la germinacién de esporas de M. roreri.
El cultivo monospdrico de cepas de M. roreri se simplifica si se aislan colonias
monospéricas bien formadas y no esporas en estados incipientes de

germinacion.

La conservacion a largo plazo de cepas de M. roreri en papel es una estrategia

simple, viable y econémica.

La conservacion del ADN de las cepas respalda a la coleccion en papel.

El cultivo de M. roreri en medio liquido mineral permite obtener muestras

adecuadas para las extracciones de ADN.

No fue posible extraer ADN a partir de micelio crecido en medio V8 sdlido.

El kit de Macherey-Nagel es més efectivo para extraer ADN de M. roreri que el
kit de Fermentas.

Ambos kits son capaces de extraer ADN tanto de cepas aparentemente
vegetativas como cepas esporuladas, asi como de cepas conservadas in vitro

por periodos cortos o largos.
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7. RECOMENDACIONES

Continuar con las evaluaciones periodicas de la viabilidad de las cepas

conservadas en papel.

Probar méas kits de extraccion de ADN que ofrezcan un producto de calidad a

menor precio.
Realizar un estudio detallado para saber si las cepas de M. roreri aparentemente

vegetativas lo son, o si sus caracteristicas son solamente variantes fenotipicas

de la especie.
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ANEXOS

Anexo 1. Coleccién de cepas de M. roreri del CATIE por pais de origen.

Belice | Costa Rica Colombia Ecuador | Honduras | México | Nicaragua | Panama | Perl | Venezuela
Bel Ci Co2 | Co49 | Co88 El H1 Mx1 N1 Pa6 P1 V6
Be2 c2 Co6 | Co50 | Co89 E2 Mx2 N5 P2 V7
C5 Co7 | Co51 | Co90 E4 Mx3 N6 P4 V8
c7 Co8 | Co52 | Co9l E5 P5
Cc8 Coll | Co53 | Co92 E6 P6
Cc9 Col2 | Co54 | Co93 E7
C13 Co13 | Co55 | Co94 E8
Ci14 Co15 | Co56 | Co95 E9
C16 Col7 | Co57 | Co96 E10
C18 Co19 | Co58 | Co97 E16
C20 Co020 | Co59 E18
c23 Co21 | Co60 E21
C26 Co22 | Co61 E24
c27 Co23 | Co62 E25
Cc28 Co24 | Co63 E27
C29 Co25 | Co64 E30
C30 Co026 | Co65 E31
C31 Co27 | Co66 E32
C32 Co28 | Co67 E34
C33 Co29 | Co68 E36
Co030 | Co69 E42
Co31 | Co70 E43
Co32 | Co71
Co33 | Co72
Co34 | Co73
Co35 | Co74
Co36 | Co75
Co37 | Co76
Co38 | Co77
Co39 | Co78
Co40 | Co79
Co41 | Co80
Co42 | Co81
Co43 | Co82
Co44 | Co83
Co45 | Co84
Co46 | Co85
Co47 | Co86
Co48 | Co87
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Anexo 2. Cepas monospoéricas de M. roreri de la coleccion del CATIE por pais de

origen.
Belice Costa Rica Colombia Ecuador

Bel C1 Co7 E1l
C7 Co8 E2
C13 Coll E5
Cl4 Col2 E16
C20 Co13 E18

C23 Col5

C26 Col7

c27 Co19

c28 C020

C30 Co21

C31 Co22

C32 Co23

C33 Co24

Co26

Co27

Co28

Co29

Co30

Co31

Co32

Co36

Co37

Co43

Co44

Co45

Co47
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Anexo 3. Medios de cultivo utilizados.

Preparacion de 1L del medio de cultivo YEA (Ram, 1989).

1.
2.

Se pesaron 10 g de extracto de levadura Sigma®y 15 g de agar Sigma®.

En un beaker se colocaron 1000 ml de agua destilada. Este fue colocado en un
agitador magnético y se le aplico calor.

Se agrego el extracto de levadura y el agar, y se agitd hasta que se disolvieron
los reactivos.

Se dispenso la solucidn en botellas autoclavables debidamente rotuladas.

5. Dichas botellas fueron autoclavadas con el medio de cultivo por 30 minutos a

121°Cy 15 Ibs de presion, en un autoclave Market Forge Sterilmatic.

Preparacion de 1L del medio de cultivo V8 modificado (Phillips-Mora, 2003b).

1.

Se pesaron 10 g de asparagina Sigma®, 20 g de maltosa Fisher Scientific, 18 g de
agar Sigma® y 30 g de Carbonato de calcio Sigma®. Ademas se midieron 200 ml
de jugo V8, Campbell Soup Company, Campbell, NJ, USA.

En un beaker se colocaron 800 ml de agua destilada. Este fue colocado en un
agitador magnético y se le aplico calor.

Se agregaron todos los ingredientes preparados en el primer paso, y se agito
hasta que se disolvieron los reactivos.

Se dispenso la solucién en botellas autoclavables debidamente rotuladas.

5. Dichas botellas fueron autoclavadas con el medio de cultivo por 30 minutos a

121°Cy 15 Ibs de presion, en un autoclave Market Forge Sterilmatic.

Preparacion de 1L del medio de cultivo liqguido mineral (Weising et al, 1995).

1.

Para la preparacion de este medio de cultivo se alistaron con anticipacion
diferentes diluciones de sales minerales y elementos traza, segun el siguiente

cuadro:
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Soluciones Ingredientes

1,54 g/L KH,PO,
0,26 g/L K,HPO,

A Buffer Fosfato

2,00 g/L NH4NO3
0,40 g/L NazSO,4
Sales Minerales y 0,15 g/L MgSQO, - 7H,0

5 Microelementos 0,02 g/L MnSOq4 - 4H,0
0,02 g/L CuSOq, - 5H,0
0,02 g/L ZnSOy4 - 7TH,0
C Solucién Ferrosa 0,15 g/L Fe(NH,4).S0,
D Solucion de Calcio 1,10 g/L CaCl,

. Una vez listas la soluciones, se pesaron 30 g de glucosa Sigma®, 2 g de extracto
de levadura Sigma®y 2 g de peptona Sigma®.

. En un beaker se colocaron 1000ml de agua destilada. Este fue colocado en un
agitador magnético y se le aplico calor.

. Se agregaron todos los ingredientes preparados en el segundo paso, y se agitd
hasta que se disolvieron los reactivos. Ademas se agregaron 10 ml/L de la

soluciones A y B previamente preparadas.

5. Se procedié a medir el pH del medio y se ajustd a un pH de 6.

. Se dispenso el medio en una botella autoclavable debidamente rotulada y se
autoclavd por 30 minutos a 121°C y 15 Ibs de presion, en un autoclave Market
Forge Sterilmatic.

. Transcurrido este periodo, se trasladd el medio a una camara de transferencia
Edge Gard® Hood, en donde se procedi6 a adicionar 10ml/L de la solucién C y 1
ml/L de la solucion D a través de un filtro miliporo de 0,22 um, ya que los

componentes de estas soluciones son sensibles al calor.

49



Anexo 4. MassRuler™ DNA ladder, mix, ready-to-use #SM0403 de Fermentas.
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Disponible en: http://www.fermentas.com/catalog/electrophoresis/massrulers.htm
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