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Se evalué la aplicabilidad de un método de extraccion de acidos nucleicos para hongos del género
Colletrotrichum basado en el procedimiento desarrollado por Zou et al. (2017). Se modifico el protocolo
reportado, para usarlo con cultivos puros del hongo crecidos en PDA. Se evaluaron factores como edad
de los aislamientos, tipo de muestra, forma de maceracion, y el tiempo de cada paso del proceso. El ADN
extraido con este método fue suficiente para realizar la amplificacion por PCR de punto final (convencional),
lo que sugiere que es un método de extraccion que puede ser implementado en laboratorios que requieran
procedimientos rapidos y de bajo costo para la deteccion de Colletotrichum spp.
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EVALUATION OF A RAPID METHOD FOR DNA EXTRACTION FROM Colletotrichum spp.
ISOLATES

The applicability of a nucleic acid extraction method for fungi of the genus Colletrotrichum based on the
procedure developed by Zou et al. (2017) was evaluated. The reported protocol was modified, using pure
cultures grown in PDA, and the time of each step of the process were evaluated. The DNA extracted with
this method was sufficient to perform end-point PCR amplification (conventional), suggesting that it is an
extraction method that can be implemented in laboratories that require rapid and low-cost procedures for
the detection of Colletotrichum spp.
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Colletotrichum es un género de hongos que
incluye varias especies fitopatdogenas que
afectan cultivos de importancia econémica
como el café, maiz y cafa de azucar, entre otros
(Cannon et al., 2012). Este género abarca una
amplia diversidad biologica que incluye: rango
y preferencia de plantas hospedantes, modo
de reproduccion y estrategias de infeccion.
Adicionalmente, este género tiene diversidad
de estilos de vida. Ademas de las especies
fitopatdgenas, existen endofitas y promotoras
del crecimiento de plantas, entomopatogenas y
patogenas oportunistas en humanos (Talhinhas
& Baroncelli, 2021).

En plantas, distintas especies de
Colletotrichum pueden causar enfermedades
con sintomatologia similar, por ejemplo, C.
acutatum y C. gloeosporioides que causan
antracnosis en frutos de diversas especies de
plantas (Gaitan et al., 2013). Adicionalmente,
en una misma planta pueden presentarse varias
especies simultaneamente; por ejemplo, Oo
et al. (2018) reportan cuatro especies de
Colletotrichum en manzana en Korea y Li
et al. (2019) con un registro de 13 especies
en mango en China. Algunas especies de
Colletotrichum tienen multiples hospedantes
y amplia distribucion geografica, mientras que
otras son especificas de hospedante y pueden
estar restringidas geograficamente, adquiriendo
relevancia cuarentenaria. Un ejemplo es
Colletotrichum kahawae, un patdégeno del
cultivo del café presente iinicamente en Africa
y que representa un riesgo fitosanitario en
paises productores como Colombia, dado el
potencial de dafio que posee (Guevara-Suarez
et al., 2022; ICA, 2007). En el cultivo de
café¢ en Colombia se han reportado especies
de Colletotrichum de los complejos C.
gloeosporioides y C. acutatum (Guevara-
Suarez et al., 2022). Dada la alta diversidad
de este patdogeno, se resalta la importancia
de contar con métodos de diagnostico que

permitan diferenciar las especies nativas de
las cuarentenarias, como también identificar
las especies asociadas a un mismo hospedante.

El diagnostico de las enfermedades en plantas
es muy importante, ya que la identificacion
correcta y oportuna de un patégeno permite
planear y ejecutar medidas de manejo oportunas
y adecuadas. De lo contrario, puede perderse
dinero y tiempo tomando medidas que no
resuelvan el problema, llevando a graves
consecuencias como la pérdida del cultivo o
la afectacion del estatus fitosanitario de un
pais (Riley et al., 2002).

Por mucho tiempo, la morfologia
macro y microscopica fue utilizada como
el principal medio para identificar a los
hongos. Los caracteres microscopicos como
las estructuras reproductivas sexuales y
asexuales han sido de gran utilidad para llegar
a distinguirlos. No obstante, la morfologia
no siempre da una descripcidon precisa a
nivel de especie y puede generar confusion
debido a procesos de hibridacion, especiacion
criptica o convergencia de caracteres,
incluso puede llegarse a separar la fase
asexual y sexual de un mismo hongo como
especies distintas (Raja et al., 2017). Por
ello, las técnicas de biologia molecular
basadas en ADN han permitido superar estas
limitaciones, debido a que permiten definir
con certeza la identidad del microorganismo
a nivel de especie. Es posible realizar
esta identificacion por medio de ensayos
inmunolégicos, sin embargo, estos suelen
ser dificiles y costosos de producir (deben
utilizarse anticuerpos muy especificos para
que el método funcione). Asi mismo, estos
pueden llegar a ser menos especificos que
los métodos moleculares, ya que suelen ser
confiables para identificacion s6lo hasta
nivel de género en organismos complejos
como los hongos (Aslam et al., 2017).
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La extraccion de acidos nucleicos es
fundamental en el desarrollo y estandarizacion
de técnicas de biologia molecular, ya que
provee el material genético para el estudio del
organismo (Ali et al., 2017). Entre los métodos
mas sencillos y que logran extraer ADN con
un alto rendimiento estan los de fase sélida,
en los cuales se utilizan matrices de silica,
membranas de intercambio anidénico o matrices
de celulosa. Sin embargo, los costos asociados
a los instrumentos y reactivos, asi como los
equipos requeridos son un factor importante
a tener en cuenta estos procesos (Ali et al.,
2017). Entre las alternativas de bajo costo
para este tipo de extraccion se tiene el uso
de matrices simples como el papel filtro. Para
agilizar el proceso se ha propuesto omitir el
paso de la elucion de los acidos nucleicos,
de modo tal que, el papel filtro que atrapa
el material genético puede ser directamente
utilizado en una reaccion de amplificacion.
(Zou et al., 2017). Este procedimiento ha sido
probado con diferentes especies vegetales y con
plantas de Arabidopsis thaliana infectadas con
bacterias, virus y con Fusarium oxysporum f.
sp. conglutinans, obteniendo una amplificacion
exitosa de los genes blanco en todos los casos
(Zou et al., 2017).

Es importante evaluar la utilidad de
métodos rapidos para la extraccion de
ADN, que puedan usarse de forma rutinaria
en laboratorio para el diagndstico de
enfermedades. Por ejemplo, para realizar
vigilancia fitosanitaria para patogenos
cuarentenarios como C. kahawae que aun
no se encuentran en Colombia. Por esta
razon, el objetivo de la investigacion fue
evaluar el método rapido de extraccion de
ADN desarrollado por Zou et al. (2017)
para aislamientos del género Colletotrichum,
pertenecientes a los complejos de especies
C. gloeosporioides y C. acutatum y
evaluar su utilidad en la amplificacion de
diferentes genes por PCR de punto final.

Se seleccionaron aislamientos de estos
dos complejos de especies por tener una
amplia distribucién geografica y rango de
hospedantes en condiciones del tropico.

MATERIALES Y METODOS

El método se evaludé con nueve aislamientos
de Colletotrichum spp., seis aislados de plantas
de café del cepario del Centro Nacional de
Investigaciones de Café -Cenicafé (con codigo
Coll) y tres cepas de referencia de la Coleccion
Internacional de Microorganismos de Plantas
(International Collection of Microorganisms
from Plants -ICMP). Los aislamientos se
pusieron a crecer en cajas de Petri con PDA
(Potato Dextrose Agar) a 20°C, en oscuridad,
por un periodo entre cinco y siete dias para
obtener micelio, y entre diez y 18 dias para
obtener micelio y conidias para la prueba.
Se prepararon las tiras de captura del ADN.
Se cortaron hojas de papel filtro grado 1, en
fragmentos de 44 mm de alto y 2 mm de
ancho. Las tiras se sumergieron en parafina
previamente fundida a una temperatura de
85°C, dejando un extremo hidrofilico de
aproximadamente 4 mm, para la captura de
la muestra. Los tampones de lisis y de lavado
se prepararon como se detalla a continuacion
y siguiendo el protocolo descrito por Zou et
al. (2017). La solucion de lisis se compuso
de Tris [pH 8,0] a una concentracion de 20
mM, NaCl a 25 mM, EDTA a 2,5 mM y
SDS a una concentraciéon del 0,05%. La
solucion de lavado contenia Tris [pH 8,0] a
una concentracion de 10 mM y Tween-20 a
una concentracion de 0,1%.

Para la extraccion de ADN inicialmente se
evaluo el protocolo reportado por Zou et al.
(2017), sin modificaciones, y posteriormente
se ajustaron algunos pasos. Para ello, se
consider6 la edad del aislamiento y el tipo
de inoculo. El material bioldégico estuvo
constituido por micelio y conidias obtenidos
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por raspado superficial del hongo fresco crecido
en PDA (unos 0,26 g), el cual se depositd
en crioviales con 500 pL tampoén de lisis.
La lisis fisica se evalué de dos maneras, la
primera usando pistilos para tubos eppendorf
con macerado manual (Zou et al., 2017), y
la segunda, mediante el equipo FastPrep-24
5G (MP Biomedicals, USA). Para este tltimo
se adicionaron a cada tubo tres esferas de
tungsteno y se macerd con el protocolo del
equipo sugerido para hongos: “Fusarium
solani cells" por un ciclo de 30 segundos
a 6 metros por segundo. Posteriormente, se
introdujo la porcion hidrofilica de la matriz
de captura dentro del macerado evaluando
diferentes tiempos (15, 30 o 45 segundos) y
luego se transfiri6 la tira a un tubo eppendorf
de 2 ml que contenia 1,75 mL del tampoén
de lavado, dejandola alli por un tiempo que
vario entre 10-15 segundos. Finalmente, se
corto la porcion de la tira con la muestra y se
deposité en el tubo de 0,2 mL que contenia
15 pL de la mezcla de reaccion de PCR (1X
bufer con MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 0,2 uM
de cada cebador, 0,5 U Tag ADN polimerasa,
SMOBIO). Se procur6 que el fragmento de la
tira cortada quedara completamente sumergido
en la solucion. La amplificacion se realizé en
un termociclador T100 Thermal Cycler (Bio-
Rad, USA). El programa de PCR consistio
de una etapa de desnaturalizacion inicial por
tres minutos a 95°C, seguida de 35 ciclos
de desnaturalizacion a 95°C durante 40
segundos (marcador ITS) y 30 s (marcador
Cen-ColIM9), hibridacion de cebadores por
40 s a 55°C para el marcador ITS y 30 s a
56°C para Cen-ColIM9, extension a 72°C por
45 s para el marcador ITS y 30 s a 72°C para
el marcador Cen-ColIM9, y una extension
final a 72°C por diez minutos para ambos
marcadores. Finalmente, las amplificaciones
se verificaron mediante electroforesis en geles
de agarosa al 1%, con tincion con Sybr Safe
(Invitrogen), cargando 7,0 uL del producto de
amplificacion. Los amplicones se visualizaron

en el Molecular Imager® Gel Doc XR System
(Biorad) (Figura 1).

Como control positivo, para cada
aislamiento se realizd extraccion de ADN
utilizando el DNeasy Plant mini kit (Qiagen,
Hilden, Germany), siguiendo el protocolo del
fabricante. Las reacciones de PCR se realizaron
como se describié previamente, adicionando
40 ng de ADN gendémico por reaccion.
Adicionalmente, como control negativo, una
tira fue sometida al mismo procedimiento de
extraccion sin muestra. La amplificacion se
realizé con los primers universales para hongos
ITS5/ITS4, que amplifican un fragmento del
DNA ribosomal (White, 1990) (denominado
Marcador ITS) y un marcador especifico para
el complejo de especies C. gloeosporioides
(Marcador Cen-CollM9) utilizando
condiciones previamente estandarizadas en
el Laboratorio de Fitopatologia de Cenicafé
para una investigacion en curso.

RESULTADOS Y DISCUSION

La extraccion de ADN es un paso crucial en
estudios moleculares y genomicos. En esta
investigacion se estudid y modifico el protocolo
rapido de extraccion de ADN desarrollado por
Zou et al. (2017) para Colletotrichum spp. y
se evaluo usando dos marcadores moleculares
(ITS y Cen-ColIM9).

Se implementaron modificaciones en el
método de extraccion rapida previamente
publicado, resultando en una mayor proporcion
de aislamientos que amplifican y obteniendo
mayor intensidad de banda. Inicialmente, se
realizd la maceraciéon manual, utilizando
pistilos para tubos eppendorf, pero no
habia consistencia en la amplificacion entre
aislamientos, con los marcadores evaluados, ya
que en algunas réplicas no se presentd banda
en la electroforesis. Por esta razon, se optod por
realizar el macerado con esferas de tungsteno
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Figura 1. Método de extraccion, amplificacion y visualizacion de acidos nucleicos para hongos del género
Colletrotrichum adaptado del procedimiento desarrollado por Zou et al. (2017).




en el equipo FastPrep-24 5G (MP Biomedicals,
USA), con el protocolo “Recommended
programs: Fungi: Fusarium solani cells” por
uno de los ciclos cargados en el equipo. Esta
adaptacion contribuyé significativamente a
mejorar la en la amplificacion por PCR.

Adicionalmente, se evalud la cantidad y
el tipo de muestra empleado, con cultivos
del hongo de diferentes edades. En cultivos
de menos de siete dias de edad predomind el
micelio y no hubo amplificacion consistente
que se pudiera evidenciar con bandas intensas
en la electroforesis en gel de agarosa.
Aproximadamente 0,26 gramos de micelio con
presencia de conidias, obtenidos por raspado
superficial del cultivo en PDA proporcionaron
una cantidad 6ptima, que generd un producto
de amplificacion con una alta intensidad de
la banda. Cuando solo se utilizé micelio no
hubo amplificacion o la banda fue tenue (datos
no mostrados). Asi mismo, se establecieron
tiempos especificos de inmersion de las tiras
en el tampon de lisis y de lavado, concluyendo
que 30 segundos en la solucion de lisis y 10
segundos en la de lavado ofrecen resultados
optimos en la recuperacion del ADN. Se
lleg6 a la conclusion de que el corte de la
tira debe hacerse de forma que esta quede
completamente sumergida en la reaccion
de PCR, lo que evita que la reaccion se
evapore o quede retenida en el fragmento
de papel filtro.

Se evaluaron dos marcadores moleculares
para Colletrotrichum spp. Uno especifico para
especies del complejo C. gloeosporioides de
150 pares de bases (marcador Cen-ColIM9)
y uno genérico que amplifica un fragmento
de 700 pares de bases del DNA ribosomal
de hongos (White et al., 1990) (marcador
ITS), de modo que se pudiera verificar que
el método funcionaba para la amplificacion
del material genético con sets de cebadores
distintos. Para el marcador Cen-ColIM9 se

evaluaron cinco aislamientos del complejo
C. gloeosporioides, de los cuales se conocia
que amplificaban para ese marcador, mientras
que con el marcador 2 se analizaron nueve
aislamientos (Tabla 1). Los cinco aislamientos
del complejo C. gloeosporioides amplificaron
con el marcador Cen-ColIM9, especifico para
este grupo de acuerdo con lo esperado. Con
el marcador ITS, amplificaron los nueve
aislamientos evaluados correspondientes a los

complejos C. gloeosporioides y C. acutatum
(Tabla 1).

En estudios de identificacion de
Colletotrichum spp. se recurre frecuentemente
a métodos moleculares para identificar la
especie causante de la enfermedad. En
particular, se lleva a cabo la amplificacion
del material genético del hongo, permitiendo
su identificacion mediante marcadores
moleculares de regiones gendmicas como
ITS, GAPDH, MAT, entre otros (Alhudaib
et al., 2023; Cao et al., 2019; Serrato-Diaz
et al., 2020; AL-Faifi et al., 2022; Vieira et
al., 2019). La extraccion de ADN es un paso
crucial para realizar la amplificacion. Las
alternativas para este procedimiento incluyen
métodos paso a paso o kits comerciales,
como los basados en matrices de silica, los
cuales son de uso Unico y requieren equipos
adicionales (Ali et al., 2017; Cao et al., 2019;
Serrato-Diaz et al., 2020; Vieira et al., 2019).
Como alternativa a estos métodos, se ha
explorado la obtencion de ADN mediante
modificaciones en la composicion de los
tampones de extraccion y precipitacion de
la molécula de ADN con acetato de potasio
e isopropanol. Estos ajustes pueden resultar
exigentes y laboriosos debido a la especificidad
de la muestra tratada y a la experiencia que
se requiere (Ali et al., 2017; Alhudaib et al.,
2023; AL-Faifi et al., 2022).

El procedimiento modificado que se
presenta en este estudio logra extraer el ADN

Cenicafé, 75(2) 2024 71




Tabla 1. Resultados de la amplificacion por PCR de punto final con dos marcadores moleculares, usando el
ADN de Colletotrichum spp. obtenido con el método evaluado.

Complejo de especies de Amplificacién
Aislamiento Colletotrichum Marcador Cen-CollIM9 Marcador ITS
Colll C. gloeosporioides 1 I
Coll2 C. gloeosporioides T T
Coll3 C. gloeosporioides 1 I
ICMP12938 C. gloeosporioides 1 I
ICMP6999 C. gloeosporioides 1 T
Coll4 C. acutatum NE T
Coll5 C. gloeosporioides NE I
Coll7 C. gloeosporioides NE T
ICMP20568 C. acutatum NE I
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T= Presencia de una banda tenue. I = Presencia de banda intensa, y NE= aislamiento no evaluado.

en pocos minutos, proporcionando una cantidad
adecuada para amplificacion por PCR. Aunque
requiere una preparacion previa de material,
que consume tiempo, no exige otros equipos
ni tiempos de incubacion prolongados durante
la extraccion. Tanto los buferes como las tiras
se pueden preparar y almacenar de acuerdo
con la intensidad de uso.

Este es un método econémico que no
requiere mayor inversion en reactivos y
equipos. Aunque la lisis con el FastPrep-24
5@G, fue mas eficiente, es viable realizarla
con los pistilos. En caso de realizarla de esta
manera, debe procurarse que el micelio y las

conidias queden bien macerados y que haya
uniformidad entre las muestras, de modo que
los resultados sean consistentes.

Al comparar el kit de extraccion de ADN
basado en matrices de silica con el método
rapido, se redujo significativamente el tiempo
de procesamiento. Sin embargo, en algunos
casos la intensidad de la banda amplificada no
alcanza la misma intensidad que la obtenida
con el ADN extraido con kit comercial. Esto
puede deberse a que no se realizan los pasos
de precipitacion de los acidos nucleicos, lo cual
puede afectar la pureza del ADN. Aunque la
cantidad de ADN retenida en los 8 mm? de la




tira de papel filtro, puede no ser comparable
con la obtenida en el proceso de extraccion con
el kit comercial, fue suficiente para amplificar
los dos marcadores.

En contraste, con la posibilidad de
almacenamiento del ADN para procedimientos
futuros que ofrece el kit, el método adaptado de
Zou et al. (2017) requiere realizar la extraccion
en cada ocasién que se vaya a realizar la
amplificacion.

En conclusion, este método tiene un
potencial para pruebas de laboratorio donde
se requiere una extraccion rapida. Por ejemplo,
para laboratorios de diagndstico, en donde los
resultados deben generarse en corto tiempo. Sin
embargo, no posibilita el almacenamiento del
ADN para pruebas adicionales. No se registraron
diferencias en la amplificacion en la mayoria de
los aislamientos evaluados cuando se utilizaron
los cebadores universales, evidenciando que
es posible utilizar el método para diferentes

especies de Colletotrichum, lo cual lo hace
apto para diagnoéstico de enfermedades en
otros patosistemas.
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