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1. Resumen.

La region de los Reyes de Salgado es un valle con un vocaciéon agricola, las apertura
economica de México a través, de los tratados de libre comercio con Estados Unidos de
América, Canadd, Europa y Chile han permitido el desarrollo de una incipiente
agroindustria la cual es una regioén se ha enfocado desde hace 15 afios al desarrollo de
especies del genero Rubus, en donde se tienen productos como zarzamora, frambuesa y
arandanos, los cuales tienen como destino principal los Mercados internacionales,
generando una derrama econdmica importante en las Municipios de Los Reyes, Periban y

Tocumbo, y permitiendo la ocupacion de hasta 60 mil puestos laborales.

La problematica en este tipo de cultivos Rubus fruticosus se ven afectados por agentes
fitopatégenos los cuales tienden a desencadenar una enfermedad conocida como
antracnosis esta causada por un hongo del género Colletotrichum, que es un tipo muy
comun fitopatdgenos , y que son responsables de enfermedades en las especies vegetales en
todo el mundo. Generalmente la identificacion del género Colletotrichum spp. se basa en
mas de una caracteristica, como la apariencia fisica y la patogenicidad en el huésped.
Muchas especies de Colletotrichum spp. infectar a mas de un hospedero, y puede dificultar
a la identificacion diferencial de mas de un fitopatogeno, como por ejemplo Fusarium sp.
el presente trabajo se presenta una metodologia molecular, que permite la identificacion del
genero Colletotrichum spp., en el género comercial Rubus, adicionalmente el
microorganismo aislado se caracterizo en base a su resistencia al antifungico comercial
oxicloruro de cobre, obteniendo datos que permiten verificar la eficacia de esta substancia
en campo, y finalmente se obtienen datos por geoposicionamiento global, a través de
parametros de longitud, latitud y altitud sobre el nivel del mar, que permiten identificar in

situ los puntos en donde se presentan los focos de infeccion por el fitopatogeno.
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2. Introduccion.

2.1 Variedad de Zarzamora:

Zarzamora Tupi es una variedad hibrida, que es fruto de las variedades de Comanche y
Uruguay. Esta variedad es la variedad principal en México. La variedad Tupi produce
frutos grandes, con una coloracion negro, uniforme y un sabor perfectamente equilibrado
que se cierne entre la acidez y el azlcar. Su temporada larga e ininterrumpida de
crecimiento de octubre a junio permite a los consumidores disfrutar de nuevas moras Tupi

mucho después del final de la temporada de crecimiento en América del Norte.

2.2 Importancia econdmica:

El costo promedio de la caja de zarzamora con dos kilogramos de peso oscila en 60 pesos,
por tanto, con base en el volumen, se estima que el valor de la produccion anual, cuya
temporada va de octubre a junio, ronda los mil 100 millones de pesos. Luego de 2 afios de
dafios provocados por las contingencias climatoldgicas se reporta una mejora en la
produccion de zarzamora, alcanzando en la actual temporada, unas 15 millones de cajas. Es
de mencionar que por las lluvias registradas en el primer bimestre del afio se afecté una

superficie considerable, provocando la pérdida diaria de unas 85 mil cajas de frutilla.

Actualmente es el lugar que tiene la mayor superficie con zarzamora en el mundo. A escala
nacional e internacional México y particularmente Michoacan ocupan el primer lugar en
produccion y exportacion de frutillas rojas, actividad a la que se dedican unos mil 100
productores solamente en el valle de Los Reyes, de los cuales el 60 por ciento es mujer y el
resto hombre que dan trabajo a una poblacion de 60 mil personas diariamente en la época

de produccion.

Los cambios climatologicos severos en los cuales existe un aumento en la precipitacion
pluvial, esto permite la proliferacion de especies de microorganismos fitopatdgenos de tipo

fingico que provocan perdida de frutos y por ende una fluctuacion negativa en la

Aislamiento y caracterizacion de Colletotrichum spp en Rubus fructicosus Péagina 2
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produccion, microorganismos fungicos identificados en especies del género Rubus, al cual
pertenecen las especies comerciales explotadas en la region de los Reyes como los
arandanos, frambuesas y zarzamoras son susceptibles de ser infectadas por
microorganismos fingicos como Fusarium oxysporum (Nita-Lazar, et al., 2002, Nita-
Lazar, et al., 2004), asi como de otros géneros fitopagenos, los hongos fitopageno causan
desordenes y fisiologicos o genéticos, deficiencia en los nutrientes y estrés ambiental en
plantas e insectos polinizadores, estos cambios estan mediados por enzimas liticas como
por ejemplo pectinasas, glucanasas, xilanasas (Benhamou et al., 1990; Alconada &
Martinez, 1995; Christakopoulos et al., 1996) y una bateria de metabolitos fingicos como
carotenoides y micotoxinas, los cuales pueden poner en riesgo la viabilidad de los cultivos
comerciales del género Rubus, la identificacion para especies de fitopatdgenos fingicos
como F. oxysporum y del Colletotrichum spp (Afanador et al., 2003) se apoya en el
aislamiento del microorganismo y su identificacion por morfologia, més adicionalmente se
estd apoyando la identificacion a través de estrategia moleculares en donde el contar con
los oligonucledtidos especificos para especies de Fusarium oxysporum y del Genero
Colletotrichum spp conduce a una identificaciéon en un menor tiempo reduciendo tiempos
de cultivo e identificacion de 7 dias a 2 dias traduciéndose en reduccion de costos

competitividad de los cultivos.
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3. Antecedentes.

3.1 Riesgos fitopatologicos:

Los hongos fitopatogenos entre ellos las especies del género Colletotrichum spp,
representan un problema en la produccion de diversos cultivos en donde destacan a nivel
local la produccion de Persea americana variedad Hass (Medeiros, et al.,2010)
produciendo las lesiones clasicas denominadas antracnosis, sin embargo, la problematica
de la antracnosis comienza a presentarse en cultivos de las denominadas “frutillas rojas” en
donde destacan por el tamafio de superficie cultivada la zarzamora Rubus fruticosus, estas
lesiones afectan al producto final de comercializacion, el fruto, y lo convierten en pérdidas
para el productor, asi como convertir al fruto infectado como un vector de riesgo
fitosanitario para otros cultivos de interés comercial como por ejemplo los pertenecientes a
los miembros del genero Vaccinium spp (arandanos) que son también cultivados en la

region de Los Reyes, Tocumbo y Periban.

3.1.1 Organismos causales:

La antracnosis es causada por un hongo del género Colletotrichum spp, que es un tipo muy
comun de patdgenos de plantas, y que son responsables de enfermedades en las especies
vegetales en gran parte del mundo. Las principales especies de las que se sabe son C.
gloeosporioides, C. capsici y coccodes. (Departamento de Patologia Vegetal, Gainesville,
FL: Departamento de Patologia Vegetal, Servicio de Extension Cooperativa, Instituto de
Alimentos y Ciencias Agricolas de la Universidad de Florida, Gainesville, 3261.

http://edis.ifas.ufl.edu.).

Asi como mencionamos con anterioridad también encontramos como agente causal al
Fusarium oxysporum causal con caracteristicas sintomatologicas parecidas a las de
fitopatogeno Colletotrichum spp a continuacion se describen brevemente nuestros

principales agentes fitopatdgenos sospechosos:
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Colletotrichum gloeosporioides. Es conocido por infectar a una amplia variedad de
huéspedes. Entre los hospederos se pueden citar desde los tropicales como la papaya, el
platano, hasta los pimientos y frutos de climas sub-tropicales como mango y de zonas
boscosas como aguacate entre los principales. La Informacion sobre la gama de huéspedes
de este hongo se puede encontrar en otros textos cientificos los cuales abordan las
caracteristicas de este agente fitopatogeno, respecto a los diversos huéspedes donde se

logran encontrar al agente en cuestion.

Cuenta con una distribuciéon cosmopolita, es un parasito facultativo, C. gloeosporioides
produce hifas hialinas, unicelulares, estas en forma de ovoides a oblongas, ligeramente
curvo o con mancuernas en forma de conidios, estas cuentan con un tamano de 10-15
micras de longitud y 5.7 um de ancho, destacar que el agente fitopageno cuenta también
con masas de conidias de color rosado o de color salmon. La cera de los acérvulos, que se
producen en los tejidos infectados, son sub-epidérmicas, por lo general con setas, y simple,

conididforos cortos, erectos (Burger, et al 1921).

Colletotrichum coccodes. Es un fitopatogeno de la planta, siendo C. coccodes una de las
especies principales causantes de la antracnosis en el canamo y el tomate asi como de la
enfermedad de punto negro de la papaya los cuales cabe mencionar son algunos de sus

principales hospederos.

Cuenta con una distribucion cosmopolita, las colonias generalmente son de color oscuro y
cuentan con micelio aéreo pigmentado de un color blanco a marrén, el hongo esta
conformado por numerosos esclerocios de un color negro y masas conidias de color marron
claro, las cuales se observan por su lado inverso con una coloracion marrén oscuro (Larran,

S, etal 2001).

Los esclerocios son generalmente abundante, cubierto de multiples cerdas, esférico y a
menudo confluentes. El agente fitopatégeno cuenta con conidioforos rectos, fusiforme,
atenuado en los extremos, con un tamano de 16-22 X 3-4 um. Destacar la presencia de

apresorios o aplanados de las hifas al tiempo de germinacion de conidiosporas del agente
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fitopatdgeno, son comunes, se suele observar una consistencia cerosa, con una coloracion
marrdn y un tamafio que alcanza de los 11-6 X 16,5-9.5um, asi como de una forma variable

(Brandan de Antoni, et al 2009).
Informacion de interés clinico:

Se han reportado mas de 500 especies de Colletotrichum, C. coccodes es un fitopatogeno
comiin de suelo y planta ampliamente distribuido en Africa, Asia, Australasia, Europa y
América. Se ha informado de un caso de queratitis micdtica humana (queratomicosis) (The
University of Adelaide, mycology online. Copyright © 2012 The University of Adelaide,
last modified 03/Enero/2012, David Ellis, cricos provider number 00123M. Colletotrichum
coccodes. Acceso 30/ Enero/2012.

http//www.mycology.adelaide.edu.au/Fungal Descriptions/Coelomycetes/Colletotrichum).
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Figura No 1. Agrupacién de conidioforos respecto a su morfologia de los agentes

fitopatogenos (Remigio-Acevedo.2011)
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Clasificacion cientifica A
Reino : Hongo
Filo : Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Phyllachorales
Familia : Phyllachoraceae
Género : Colletotrichum
Especie : C.gloeosporioides
C. higginsianum

Figura No 2. A. clasificacion cientifica de Colletotrichum gloeosporioides; B. Imagen de
las conidias. C. Cultivo de Colletotrichum gloeosporioides (medio utilizado Agar Papa
Dextrosa) (Cesar Calderon. USDA APHIS PPQ. USA. 2009).
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Clasificacion cientifica  p
Reino: Hongos
Filo: Ascomycota
Suborden: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Orden: Glomerellales
Familia: Glomerellaceae
Género: Colletotrichum

Especie: C. coccodes %

Figura N° 3. A. clasificacion cientifica de Colletotrichum coccodes; B. Imagen de las
conidias; C. Cultivo de Colletotrichum coccodes (medio utilizado Agar Papa Dextrosa).
(The University of Adelaide, mycology online. © 2012 The University of Adelaide, last
modified 03/Enero/2012, David Ellis, cricos provider number 00123M. Colletotrichum
coccodes. Acceso 30/ Enero/2012.

http//www.mycology.adelaide.edu.au/Fungal Descriptions/Coelomycetes/Colletotrichum).
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Fusarium oxysporum.
Aspecto de la colonia (En agar YPQG)

Diametro: 50 mm en una semana, topografia: lisa, textura: al principio algodonosa para
terminar como el fieltro, color: desde blanco hasta salmén palido; generalmente tiene un

tinte parpura.
Aspecto microscopico:

Caracteristicas predominantes: Microconidias abundantes y ovales mezcladas con una
menor cantidad de macroconidias en forma de media luna; pueden verse clamidosporas

grandes y redondeadas solitarias o en parejas.

Conidioforo: Fidlides cortas que se afilan hacia la punta con collaretes poco definidos.

Solitarias o en agrupaciones ramificadas.

Macroconidia: De 1 a 5 tabiques con forma de media luna. La célula basal es claramente

identificable y con el extremo puntiagudo.

Microconidia: Abundantes, pequefias, ovales o en forma de rifidn; ocasionalmente tienen 1

0 2 septos.
Informacion de interés clinico:

Es un patégeno de plantas comuin. Puede causar infeccion corneal y onicomicosis en
pacientes sin inmunocompromiso. También puede causar infeccion diseminada fatal en
pacientes neutropénicos. La queratitis fingica debida a especies de Fusarium produce una
rapida afectacion de la cornea con pérdida de vision. Es dificil de tratar. Se recomienda la
extirpacion quirtrgica del material infectado, suspender cualquier corticoide sistémico o
local y realizar tratamiento topico. Se debe evaluar la necesidad de afiadir tratamiento
sistémico. La onicomicosis es muy dificil de tratar requiriendo extirpacion quirtrgica de la
ufia (GEFOR, galeria de imagenes © GEFOR junio 2011. Fusarium oxysporum. Acceso
30/ Enero/2011. http://www.gefor.4t.com/hongos/fusariumoxysporum.html).
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Clasificacion cientifica.
Reino: Hongos
Division: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae
Género: Fusarium
Especie: F. oxysporum B

10 pm

Figura No 4. A. clasificacion cientifica de Fusarium oxysporum; B. Imagen de los
conidioforos y macroconidias en forma de media luna; C. Cultivo de Fusarium oxysporum
(medio utilizado YPG). (GEFOR, galeria de imagenes © GEFOR junio 2011. Fusarium
oxysporum. Primera fecha de acceso 30/ Enero/2011.

http://www.gefor.4t.com/hongos/fusariumoxysporum.html).
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3.1.2 Los sintomas:

Colletotrichum spp asi como Fusarium sp son capaces de causar enfermedad en
practicamente todas las partes de la planta durante cualquier etapa del crecimiento de la
misma. Sin embargo, las lesiones de la fruta son el aspecto de mayor importancia

econdmica de esta enfermedad (Trujillo, E.E., 1969).

Los sintomas comienzan en un principio como lesiones acuosas que se vuelven suaves,
ligeramente hundidas, y se convierten en fuego. Las lesiones pueden cubrir la mayor parte

de la superficie de la fruta y pueden ser multiples como a continuacion se describen:

e La superficie de la lesion se cubre con las esporas himeda y gelatinosa de color salmén

cuerpos de fructificacion de hongos (acérvulos) con numerosas espinas negro (setas).
¢ Anillos concéntricos de la acérvulos son comunes dentro de las manchas de la fruta.

e En algunos casos, las lesiones son de color marrén, no de color naranja, negro y luego
de la formacion de setas y esclerocios (una estructura oscura, la supervivencia de

hongos).

3.1.3 Ciclo de l1a enfermedad y epidemiologia:

Hongo sobrevive en y sobre las semillas. La antracnosis es introducida en el campo de los
trasplantes infectados o que puede sobrevivir entre las estaciones de restos vegetales o en
maquinas de malezas. Hospederos alternativos incluye las malas hierbas y otras plantas
solanaceas (jitomate, papa, berenjena), aunque las infecciones de estas maquinas son

extremadamente raras (Abang, 2003).

A continuacion se citan las principales teorias por las cuales se cree que hay infeccion tanto
de plantas como frutos. La infeccion de las frutas se da cuando las esporas del hongo o
residuos infestados estdn en la lluvia y estas salpican a las plantas. Nuevas esporas se

producen en el tejido infectado y luego se dispersan a otras frutas.
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Los trabajadores también pueden mover las esporas con el equipo o durante la
manipulacion de las plantas infectadas, esta es una de las teorias de las que se cree tiene
mas relevancia en cuanto a la dispersion de un cultivo a otro, hablemos de una especie a
otra (Instituto de Alimentos y Ciencias Agricolas de la Universidad de Florida. Fecha de

publicacion original septiembre de 2001. http://edis.ifas.ufl.edu.)

Por otra parte después de realizar un muestreo de la calidad del agua la cual es utilizada
para el riego de los cultivos, se ha encontrado que esta podria ser otra via de contaminacion

de nuestros cultivos de estudio.

La infeccion ocurre usualmente durante el clima céalido y himedo a temperaturas alrededor
de 27 © C en donde se tiene las condiciones Optimas para el desarrollo de la enfermedad,
aunque la infeccidon se produce a temperaturas altas y bajas. Pérdidas graves se producen
durante la temporada de lluvias porque las esporas se lavan o salpicado a otras frutas
provocando mas infecciones. La enfermedad es mas probable que se desarrollan en la fruta
madura que estd presente durante un largo periodo en la planta, aunque puede ocurrir en

frutos tanto inmaduros y maduros.

3.2 Técnicas de biologia molecular.

Las técnicas de biologia molecular han sido uno de los avances con mayor impacto, tanto
en la investigacion basica como en ciencias aplicadas, en los tltimos afios debido a su gran
sensibilidad y especificidad, permitiendo un conocimiento cada vez mas profundo de

diversas especies patogenas facilitando en gran medida su identificacion.

Una de las técnicas mas utilizadas en este campo y de las cuales nos serviran para este
proyecto es la Reaccion en Cadena de la Polimerasa, conocida como PCR por sus siglas en
ingles, cuyo objetivo es obtener un gran numero de copias de un fragmento de ADN
particular, partiendo de una minima cantidad. Esta técnica se fundamenta en la propiedad
natural de las ADN polimerasas para replicar hebras de ADN, para lo cual se emplean

ciclos de altas y bajas temperaturas alternadas para separar las hebras de ADN recién
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formadas entre si tras cada fase de replicacion y, a continuacion, dejar que vuelvan a unirse

a polimerasas para que vuelvan a duplicarlas (Sambrook, J. & Russel, D, W 2001).

La técnica como su nombre lo indica, se basa en la enzima ADN polimerasa que sintetiza
una cadena de ADN complementaria (ADNc) a otros que sirven de molde. Los unicos
elementos que necesita son nucledtidos (ANTP’s) y dos pequefias cadenas de ADNc al
molde que se desea copiar y que lo flanquea, llamadas cebadores o primers en ingles a

partir de los cuales la polimerasa elonga la cadena (Santos, 2009).

También hacerse notar que existen diversas variantes de la PCR, que puede utilizarse en
distintos estudios en este caso se utilizo un tipo llamado RT-PCR (PCR en transcriptasa
reversa), en la cual sigue el mismo proceso de la PCR clésica con la excepcion de que en
esta el molde inicial es ARN y se requiere de una transcriptasa inversa, esto para realizar la

conversion de ARN aun tipo de ADN llamado ADNc (Watson, et al., 2004).
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4. Planteamiento del problema.

Hasta la fecha en el estado de Michoacdn no existen reportes cientificos que aborden la
caracterizacion biologica, de resistencia a antifungicos comerciales y molecular de
fitopatogenos fungicos como son los géneros Colletotrichum sp y Fusarium sp, aislados a
partir de lesiones de antracnosis producidas en el cultivo extensivo zarzamora variedad
tupi (Rubus fruticosus variedad tupi, explotada comercialmente en la agroindustria de

Michoacén.
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5. Justificacion de la propuesta.

En la actualidad el cultivo comercial de frutillas rojas en México y particularmente en
Michoacan son un referente mundial, mas lo reciente (1996 a la fecha) de la explotacion
comercial y su incipiente tecnificacion agroindustrial en la regién de los Reyes no ha
permitido afrontar los problemas de fitopatdogenos fingicos que afectan a este cultivo, en
donde es necesario contar con Laboratorios de Microbiologia que realicen la identificacion
de este tipo de microorganismos, La Facultad de Quimico Farmacobiologia de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo y el Instituto Tecnologico Superior de
Los Reyes a través del departamento de Innovacion Agricola se han avocado al estudio de
microorganismos fungicos, a través de herramientas moleculares, generando un mapa local

de la prevalencia de estos fitopatogenos en esta importante zona agricola de México.
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6. Hipotesis.

Se identificara y caracterizara a través de biologia molecular al hongo fitopatogeno

Colletotrichum spp. en las especies de Rubus fructicosus.
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7. Objetivo general.

Mediante técnicas de aislamiento y herramientas moleculares se realizo una identificacion
y caracterizacion de Colletotrichum spp en Rubus fruticosus variedad tupi cultivada en la

region de Valle de los Reyes Michoacan.

8. Objetivos especificos:

Aislar e identificar morfolégicamente agentes fitopatogenos del género Colletotrichum spp

a partir de muestras bioldgicas de los cultivos.

Determinar las Concentraciones Minimas Inhibitorias para agentes antifungicos en los

aislados del genero Colletotrichum spp.

Identificar molecularmente a especies de los microorganismos Colletotrichum spp, a partir

de muestras biologicas de los cultivos del genero Rubus fruticosus.
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9. Material y métodos.

A continuacion se citan la metodologia seguida para lograr los objetivos planteados

anteriormente.

9.1 Recoleccion de muestras para Colletotrichum spp por GPS.

Se utiliz6 un sistema portatil de geoposicionamiento global (GPS) marca GARMIN modelo
GPSmap 60X, que permite la obtencion de la georeferencia de Longitud, Latitud y Altitud
sobre el nivel del mar con un margen de error de + 3 mts del sitio del cual se tomo la

muestra bioldgica para su posterior analisis microbioldgico.

9.2 Aislar, identificar y extraccion a especies de los gémeros Fusarium sp y
Colletotrichum spp, a partir de muestras biologicas de los cultivos del genero
Rubus.

9.2.1 Medios de cultivo utilizados
Agar Papa dextrosa (APD) J.T. Baker.

Uso: El Agar Dextrosa y Papa es un medio utilizado para el cultivo de hongos y levaduras a

partir de muestras de alimentos, derivados de leche y productos cosméticos.

Fundamento: el Agar Dextrosa y Papa puede ser suplementado con antibidticos o acidos
para inhibir el crecimiento bacteriano. Este medio es recomendado para realizar el recuento
colonial. También puede ser utilizado para promover el crecimiento de hongos y levaduras
de importancia clinica. La base del medio es altamente nutritiva y permite la esporulacion y
la produccién de pigmentos en algunos dermatofitos. Algunos procedimientos sefialan bajar
el pH del medio a 3.5 + 0.1 con 4cido tartarico al 10 %, para inhibir el crecimiento
bacteriano. La infusion de papa promueve un crecimiento abundante de los hongos y

levaduras y el agar es adicionado como agente solidificate.
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Formulacion:

Infusion de Papa 200.0g. Agar Bacteriologico 15.0g.
Dextrosa 20.0g. pH 5.6 £0.2.

Preparacion:

Método: Suspender 39 g del medio en un litro de agua purificada. Calentar con agitacion
suave hasta su completa disolucién y hervir durante un minuto. Esterilizar en autoclave a
121°C (15 libras de presion) durante 15 minutos. Enfriar a una temperatura entre 45-50 °C

y vaciar en placas de Petril estériles.

Almacenamiento: 2-30° C.

Agar Nutritivo Estandar J.T. Baker.

Uso: El Agar Nutritivo es utilizado para el cultivo de una amplia variedad de

microorganismos.

Fundamento: A principios de 1900 la APHA (American Public Health Association)
sugirié esta formulacion como un medio de cultivo estandar para el andlisis de agua. El
Agar Nutritivo se encuentra descrito en los Métodos Estandar de la APHA y de la AOAC
(Association of Oficial Analytical Chemists) para el andlisis de agua, leche y sus derivados,
alimentos y otros materiales. El Agar Nutritivo sigue siendo un medio ampliamente
utilizado para el cultivo de microorganismos no fastidiosos. En este medio el extracto de
carne y la peptona aportan la fuente de nitrégeno, vitaminas y carbono. El agar es

adicionado como agente solidificante.

Formulacion:
Peptona de Gelatina 5.0 Extracto de Carne 3.0g
Agar Bacterioldgico 15.0g pH 6.8 +0.
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Preparacion:

M¢étodo: Suspender 23 g del medio en un litro de agua purificada. Calentar con agitacion
suave hasta su completa disolucion y hervir durante un minuto. Esterilizar en autoclave a
121°C (15 libras de presion) durante 15 minutos. Dejar enfriar a una temperatura entre 45-

50°C y vaciar en placas de Petril estériles.

Procedimiento: Inocular las placas con una asada y sembrar por el método de estria,

Incubar las placas a 35° C durante 18 a 24 horas.

Almacenamiento: 2-30° C.

Agar (solido/liquido) YPG Sigma- Aldrich.
Uso: utilizado para el cultivo de una amplia variedad de microorganismos.

Fundamento: (Bartnicki-Garcia y Nickerson, 1962). Este medio es recomendado para
realizar el recuento colonial. También puede ser utilizado para promover el crecimiento de
hongos y levaduras de importancia clinica. La base del medio es altamente nutritiva y

permite la esporulacion y la produccion de pigmentos en algunos dermatofitos

Formulacion.

Extracto de levadura 0.3% Peptona 1%

Glucosa 2% Agar Bacteriologico 1.5%
H,Ocbp 11t pH 4.5£0.2

Preparacion:

M¢étodo: Suspender el medio un litro de agua purificada. Calentar con agitacion suave hasta
su completa disolucion y hervir durante un minuto. Esterilizar en autoclave a 121°C (15

libras de presion) durante 15 minutos. Dejar enfriar a una temperatura entre 45-50°C.

Procedimiento: Inocular el medio por medio de una asada y agitar en el mismo.
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Nota: este medio puede utilizarse como medio de almacenamiento al agregar 1.5% de agar

bacteriologico durante el proceso de preparacion para obtener medio solido.
Almacenamiento: 2-30° C.
Medio nutritivo para evitar crecimiento radial del agente fitopatéogenos.

Este tipo de medio es modificado con adicidon de Triton X-100 lo cual nos ayudara a evitar
un crecimiento del fitopatdgeno de un modo extensivo en el medio, en otras palabras
arrojara resultados que se traducen en colonias del agente fitopatogeno mas definidas y

aisladas para su posterior manipulacion y procesamiento.
Procedimiento:

1. Una vez recolectadas las nuestras procedemos a marcarlas para identificar el sitio de

donde fueron tomadas.

2. Proceder a inocular con las muestras en diferentes tipo de medio de cultivo en este caso
especializados para hongos (medios STD, medio APD y/o medio YPG) esto con el fin
de recuperar el organismo, en otras palabras lograr que haya crecimiento para

posteriormente aislar el agente (incubar 24 — 72hr/ 27° C).

3. Una vez finalizado el tiempo de incubacion revisar e identificar por morfologia colonial
a nuestro agente fitopatogeno, proceder a resembrar nuestro agente en un medio
adecuado para su crecimiento, este paso se realiza con el fin de aislar nuestro agente de
interés, de probables hongos ambientales que puedan interferir con su desarrollo

(incubar 24 — 72hr/ 27°C).

4. Repetir el paso anterior con el fin de obtener un cultivo axenico del agente Fitopatdégeno

(incubar 24 — 72hr/ 27°C).

5. En este paso realizaremos resiembra con un medio modificado para evitar el
crecimiento radial del agente y obtener colonias aisladas (en este caso APD + triton x-

100 al 0.1%).
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9.2.2 Reactivos utilizados.

TRITON X-100 Sigma- Aldrich.

Férmula molecular: C,4H»,O(C,H40), .

Sinénimos: octil fenol etoxilato, polioxietilen Octil fenil éter.
Aspecto: Liquido.

Solubilidad: Agua, alcohol etil isopropilico, tolueno, xileno y la mayoria de los solventes

clorados.

pH: 6.0 a 8.0 en solucion acuosa al 5%.

9.3 Elaboracion de MIC’s para determinar la resistencia a antifungicos del
fitopatogeno del genero Colletotrichum spp.
A continuacion se describe tanto en proceso como el material utilizado para la obtencion

de resultados referentes a este punto:

9.3.1 Elaboracion de MIC's,

Este tipo de pruebas constan de dos parte para su elaboracion, este tipo de prueba es una
comparacion con pruebas para determinar la sensibilidad de microorganismos hablese de
un antibiograma, los MIC’s (Medios para concentraciéon minima inhibitoria) no es otra
cosa que una técnica igual, aplicada en este caso a los organismos fungicos, la cual busca la
concentracion adecuada para la inhibicion del fitopatdogeno, en este caso modificando un
medio de cultivo con la incorporacion de diversos antifungicos, tener muy en cuenta que
para la elaboracion de nuestros MICs Hay diversas técnicas para ello es conveniente
valorar que tan efectivas pueden ser para arrojar resultados adecuados, los métodos son el

método de placa y el método medio liquido con agitacion continua.
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9.3.2 Método para MIC's,
1. Elaboracion de medio de cultivo adecuado en este caso APD y YPG.
2. Incorporacion de antifungico a placas para aislamiento de agente Fitopatogeno:

Pesar lo necesario de nuestro fungicida en este caso para alcanzar concentraciones de 1%,

0.5%, 0.1%, 0.05% (p/v).

9.3.3 Elaboracion de calculos para MIC's:

Partiendo prepararemos en primer lugar nuestras placas a una concentracion de 1%
tendriamos que decir que habréd 1gr de antifungicos /100ml. Ejemplo prepararemos 30ml de
nuestro. MIC’s.  Entonces realizariamos la siguiente operacion para saber cuanto

agregariamos de nuestro antifungico:

Gramos de antifungico
correspondientes p/vol. Igr msipe- 100ml.

Gramos de antifungico

necesarios. X = 30ml.

(ejemplo x para 30ml del medio).

Remigio-Acevedo. 2011.

Figura No 5. ejemplificacion de calculos para elaboracion de MIC's referentes a el

apartado 9.3.3 (Remigio-Acevedo. 2011).

Una vez pesado el antifungico aparece una nueva incégnita cuales el momento adecuado
para la incorporaciéon de el antifungico, previamente se debe haber investigado las

propiedades fisico- quimicas de nuestro antifungico como sabemos que la mayoria de

Facultad de Quimicofarmacobiologia Universidad michoacana de San Nicolas de Hidalgo Pégina 23



Facultad de Quimicofarmacobiologia. Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

nuestros antifungicos utilizados para fitopatdgeno son inestables a altas temperatura, por
ello incorporaremos el antifungico después de transcurrido el tiempo de esterilizacion de

nuestro medio de cultivo.

Una vez que el medio haya llegado a una temperatura de 30°C agregar el antifungico, es

recomendable utilizar un agitador magnético por 2 minutos para una disolucion total.

Verter en cajas petril y esperar solidificacion.

9.3.4 Reactivos utilizados.

Oxicloruro de cobre.

Nombre Quimico: Oxicloruro de cobre

Sinénimos: Trihidroxido cloruro de dicobre / Cloruro cuprico basico / Cobox
Formula: Cl Cu, H; O3/ Cl, Cus Hy Os.

Aplicacion: Fungicida.

Tabla No 1. Propiedades fisico-quimicas del oxicloruro de cobre utilizado como reactivo

para elaboracion de método MIC's (Remigio-Acevedo. 2011).

Polvo impalpable de No comburente
color azul.
Descompone a 200°C. No inflamable

Negligible, inferior a 10- No inflamable

7 mbar (pH7, 20°C).

300 g/L. Insignificante.

Dispersable en agua. No explosivo

Insoluble en disolventes
0rganicos.
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Propiedades de interés del oxicloruro de cobre.

Fitotoxicidad: Un 0,4% de cobre carece de efecto fitotoxico sobre la mayoria de las bajas

temperaturas (< 5°C) y elevada humedad.

Persistencia y degradabilidad: El oxicloruro de cobre persiste en la planta durante varios
meses. Los hongos segregan acido malico y aminoacidos que solubilizan al cobre

facilitando asi, su penetracion.

Movilidad / bioacumulacién: En animales se producen pequefios acumulos por
incorporacion en proteinas naturales. Es fuertemente absorbido por el suelo. En ciertos
tipos de suelo, un exceso de producto puede provocar una contaminacion pasajera, ya que
el Cobre se disipa en forma de complejos solubles o precipita como sal insoluble (Sulfuro

de cobre).

Solubilidad: Soluble en acidos diluidos, formando sales de Cu (II) y soluble en hidréxido

de amonio formandose complejos i6nico.

9.4 Integridad, extraccion y purificacion de acidos nucleicos para la caracterizacion
del genero Colletotrichum spp.

A través de medios de cultivo liquido se inducird la formacion de micelio total

(vegetativo/aéreo) proveniente de los microorganismos aislados de los géneros Fusarium sp

y Colletotrichum spp, para posteriormente proceder al aislamiento, purificacion y

cuantificaciéon de 4acidos nucleicos para su conservacion a temperaturas de -80°C. a

continuacion se citan los métodos y técnicas utilizadas.

9.4.1Extraccion de acidos nucleicos.
Esta se llevo a cabo mediante dos pasos como son:
A. Recuperacion de micelio para la prueba.

B. Proceso de extraccion de acidos nucleicos.
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9. 4.1.1 Recuperacion de micelio para la prueba.

Obtener de un cultivo liquido previo donde se tenga el microorganismo a utilizar por lo
menos de 100 a 50 miligramos (peso seco) de micelio total (vegetativo como aéreo). Para
la obtencion de este es necesario extraer el micelio del medio y depositar en un tubo para
proceder a lavar en repetidas ocasiones con solucidn salina hasta verificar que la muestra
esta libre de todo agente para su procesamiento hablese en este caso del medio de
crecimiento, para este proceso también es necesario la utilizacion de centrifuga para que
nuestra muestra este lo mayormente libre de cualquier agente que pueda intervenir en el

proceso de extraccion de acidos nucleicos.

Para el proceso de extraccion como se cita a continuacion es conveniente decir que para tal
se utilizo un equipo de nueva generacion (ZYMO RESEACH, ZRfungal/Bacterial, DNA
Mini Prep).

|I ‘Paseo de la Reforma 47 Pisa 1 A, Col. Centro, Deleg. Cusubtémoe € 06010,
Ménica, DF, Tel y Fax; 5685 0715, 5642 0247, Tel 01 800 746 7478
W,k com.my . biosls @ biosiscomumyx

ZYMO le1_7 :
1y of Science Is | Fiie

86)882-9682. S
BN 14) 2B8-9643 &

LM ACDEE N T

Figura No 6 Equipo utilizado para extraccion de acidos nucleicos de nueva generacion

ZYMO RESEACH, ZRfungal/Bacterial, DNA Mini Prep (Remigio-Acevedo. 2011).
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9.4.1.2 Proceso de extraccion de acidos nucleicos.

1. Colocar en un tubo eppendorf 200 pl de solucion de PBS y agregar de 50 a 100 mg

de micelio para suspension de la muestra.

NOTA: de ser necesario utilizar vortex por un lapso de 2 minutos para la

resuspencion.

2. Una vez resuspendido el micelio transferirlo a un primer tubo el cual contiene
pequeiias perlas de porcelana las cuales ayudaran a la lisis para extraccion de nuestro
acidos nucleicos (Bashing Bead Lysis tube), agregar 750 ul de sol. Para lisis (Lysis
Solution), llevar a vortex (vel. Maxima lapsos de Imin a 40seg hasta sumatoria de 5

min).
3. Llevar a microcentrifuga a 10,000 rpm por un lapso de 1 min.

4. Colocar en un tubo de tapa naranja (Zymo - Spin IV Spin Filter) 400 pl del
sobrenadante obtenido de nuestro anterior tubo, llevar a microcentrifuga a 7,000 rpm

por un lapso de 1min.

NOTA: recordar quebrar la punta de la parte del filtro antes de realizar el proceso de

transferencia.

5. Una vez terminado en tiempo de centrifugado retirar la parte superior de tubo (tapa
naranja solo el filtro) y a la parte inferior donde tenemos el fluido agregamos 1,200
ul de buffer para precipitacion (Basal Fungal/Bacterial Binding Buffer) y

mezclamos cuidadosamente.

A. En un tubo nuevo con filtro (Zimo - Spin IIC colum) procedemos a transferir
800 pl de nuestra mezcla previa, llevar a microcentrifuga a 10,000 rpm por un

lapso de 1 min., procedemos a desechar el liquido de la parte inferior.
B. Repetir el paso A.

6. En un nuevo tubo colector procedemos a colocar solo la parte superior (columna) de

nuestro tubo utilizado en el apartado A del paso 5, procedemos a agregar 200 pl
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buffer de pre lavado ( DNA Pre - Wash Buffer ), llevar a microcentrifuga a 10,000

rpm por un lapso de 1 min.

7. Agregar 500 pl buffer de lavado (Fungal/Bacterial DNA Wash Buffer), llevar a

microcentrifuga a 10,000 rpm por lapso de 1 min.

8. Transferir solo la columna de paso 7 a un tubo eppendorf y agregar 63 pl el buffer

de elucidn el cual nos servird para recuperar nuestros acidos nucleicos (DNA Elution

Buffer).

9.4.2 Reactivos utilizados.

Buffer TAE 50X (para 500mL)

Formulacion:
Trizma — Base (Sigma- Aldrich). 121g
Acido acético (J.T. Baker). 28.6 mL

EDTA Concentraciéon 0.5M/pH 8.0. 50 mL

Agua bidestilada cbp. 500 mL

Preparacion:

Colocar en matraz aforado de 500 mL 121g de Trizma — Base (Sigma- Aldrich) en 250mL

de agua bidestilada y agitar hasta disolucién completa.

Proceder a agregar 28.6 mL de Acido acético (J.T. Baker) y agitar, adicionar 50 mL de
EDTA (Ac. Etilendiaminotetraacetico) Concentracion 0.5M/pH 8.0 'y agitar

cuidadosamente, completar aforo a 500 mL con agua bidestilada y envasar.
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Gel de agarosa (1.5 %).
Formulacion:

Agarosa para electroforesis (Sigma - Aldrich) 0.75 g

Buffer TAE 1x 50 mL
Bromuro de etidio (Sigma - Aldrich) 10 mg/mL
Preparacion:

Pesar en balanza analitica 0.75g de agarosa para electroforesis (sigma — Aldrich) colocar el

vaso de precipitado.

Con ayuda de probeta graduada medir un vol. de 50 mL de buffer TAE 1x y verter en el
vaso de precipitado, disolver mediante calor utilizando parrilla eléctrica u horno de

microondas.

Verter al molde para electroforesis y dejar enfriar un poco, agregar el bromuro de etidio con
mucha precaucion antes de la solidificacion de nuestro gel proceder a agitar y dejar

solidificar £+ 25min.
9.4.3 Método de electroforesis.

1. Elaboracion de gel de agarosa, una vez hecho este paso procedemos a agregar buffer

TAE 1x hasta que cubra por completo nuestro gel.

2. Colocamos en los canales correspondientes las muestras de nuestros
microorganismos previamente preparadas (aprox. 2 pl de buffer de carga + 8ul de
muestra de ADN) asi como un marcador de peso molecular para la identificacion de

bases.
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Figura No 7. Proceso de electroforesis (Remigio-Acevedo. 2011).

1. Tapar perfectamente la camara teniendo cuidado que los electrodos queden

perfectamente ensamblados.

2. Proceder a correr el proceso de electroforesis tomando en cuenta las especificaciones

para el generador de corriente (90volt’s : 80 miliamperes : =110min.).

Remigio-Acevedo. 2011.

Figura No 8. Proceso de electroforesis (Remigio-Acevedo. 2011).
3. Observar resultados a luz ultravioleta.

4. Obtener fotografia para corroborar resultados.
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9.4.4. Calculos utilizados para la concentracion de acidos nucleicos.

Para realizar los célculos necesarios se utilizaran datos que fueron recolectados del previo
proceso de espectrofotometria, al cual fueron expuestas nuestras muestras purificadas de
sus correspondientes acidos nucleicos, de aqui se procederd con una metodologia muy

sencilla como se menciona a continuacion:

A). Plantear la constante a utilizar sabemos que:

Acido ribonucleico ARN (1 —>40 pg/pl).

Acido desoxirribonucleico ADN (1 —37 ug/nl).

B). Realizamos una regla de tres utilizando el valor de Absorbancia (Abs) 260nm ya que
este es el referente a la concentracion de cadenas de ADN gracias a que a esta Abs se

cuantifica los dobles enlaces del mismo Observes el ejemplo.

ConSrSLe para 1 o> 37 ug/ ul

Valor de Abs a 0.023 > 0,851 18/l
260 nm

Remigio-Acevedo. 2011.

Figura No. 10. Ejemplificacion de célculos para concentracion obtenida en la Tabla No 6

del apartado correspondiente a resultados (Remigio-Acevedo. 2011).
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9.5 Identificacion por técnicas de aplicadas a muestras purificadas de acidos nucleicos

pertenecientes a los géneros Fusarium sp y Colletotrichum spp.

Los éacidos nucleicos provenientes de cada muestra bioldgica de los organismos
fungicos por medio de amplificacion mediada por la Taq polimerasa (PCR), para
corroborar la cepa flingica aislada y caracterizada, para este apartado se describe a

continuacion los métodos y técnicas utilizadas para su elaboracion.

9.5.1 Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
Se utilizaron los siguientes primers:
Colletotrichum gleosporioides.

5-3": TTTTgAAAATTgTTgCCT.

3’-5": TCgAACAggCATgCCCgC.

Fusarium oxysporum.

5-3": CCTggAAgACTCATTTTg.

3°-5": gACgTgACCgCCAATCgA.

El programa de amplificacion en le Termociclador Eppendorf fue el siguiente:
e 95°C 5 min (temperatura de activacion).
e 95°C 50 seg; 65°C 1 min (temperatura de alineamiento).
e 71°C 1 min y una extension de 8 min a 72°C durante 40 ciclos.

A continuacion se muestran las secuencias nucleotidicas para la RT-PCR correspondientes
para la caracterizacion de los agentes fitopatogenos como son colletotrichum spp (figura
No10-A) y Fusarium spp (figura No10-B).
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61
121
181
241
301
361
421
481
541

accctgcgga
actgttgctt
cggcgcccgce
gcaaataatc
cgaaatgcga
cattgcgccc
ctctgcttgg
cccggagcect
ccgtaaaacc
cttaagcata

gggatcatta
cggcgggtag
cggaggataa
aaaactttta
taagtaatgt
gccagcattc
tgttggggcc
cctttgcgta
ccccaatttt
tca

ctgagtttac
ggtctccgcg
ccaaactctg
acaacggatc
gaattgcaga
tggcgggcat
ctacagctga
gtaactttac
ccaaaggttg

gctctataac
accctccecgg
atttaacgac
tcttggttct
attcagtgaa
gcctgttcga
tgtaggccct
gtctcgcact
acctcggatc

cctttgtgaa
cctccecgect
gtttcttctg
ggcatcgatg
tcatcgaatc
gcgtcatttc
caaaggtagt

gggatccgga
aggtaggaat

catacctata
ccgggcgggt
agtggtacaa
aagaacgcag
tttgaacgca
aaccctcaag
ggcggaccct
gggactcttg
acccgctgaa

Figura No10-A. Colletotrichum gleosporioides. Secuencia de ARN de 18S Ribosomal
perteneciente a Colletotrichum gleosporioides. ACCESSION JQ366003.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JQ366003.1

61
121
181
241
301
361
421
481

cactaccgag
cagcccgcegce
ggaccttctg
tggcatcgat
atcatcgaat
agcgtcatta
caaatcgatt
gtaatcgtcg
ggaatacccg

tttcaactcc
cccgtaaaaa
agtaaaacaa
gaagaacgca
ctttgaacgc
caaccctcaa
ggcggtcacg
cggccacgcc
ctgaacttaa

caaacccctg
gggacggccc
acaaataaat
gcaaaatgcg
acattgcgcecc
gctcagcttg
tecgagcttcce
gtaaaacccc
gcatatcaat

tgaacatacc
gcccgtggac
caaaactttc
atatgtaatg
cgccagtatt
gtgttgggac
atagcgtagt
aacttctgaa

tatacgttgc
ccctaaactc
aacaacggat
tgaattgcag
ctggcgggca
tcgcggtaac
aatcatacac
tgttgacctc

ctcggcggat
tgtttttagt
ctcttggttc
aattcagtga
tgcctgttcg
ccgcgttccce
ctcgttactg
ggatcaggta

Figura No10- B. Fusarium oxysporum. Secuencia de ARN de 18S Ribosomal
perteneciente Fusarium oxysporum. ACCESSION JQ946644.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JQ946644.1.
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Ubicaciéon

10.

geografica de los

puntos

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

Resultados.

de muestreo utilizando el

sistema de

geoposicionamiento global (GPS) y el tipo de microorganismo aislado. Los resultados se

muestran la siguiente Tabla.

Tabla No 2. Resultados del muestreo por medio del GPS.

Microorganismo
Puntos de muestreo Latitud Longitud Altitud / msnm

Aislados
1 19.36941° | 102.38680° 1290 Colletotrichum
2 19.36924° | 102.28692° 1295 Colletotrichum
3 19.36906° | 102.38680° 1296 Colletotrichum
4 19.35429° | 102.29149° 1303 Colletotrichum
5 19.35234° | 102.28312° 1327 Colletotrichum
6 19.35003° | 102.27490° 1349 Colletotrichum
7 19.34816° | 102.25818° 1434 Fusarium
8 19.34809° | 102.25819° 1437 Fusarium
9 19.34763° | 102.25758° 1460 Fusarium

10.1. Resultado del comparativo en aislado de la muestra de agente fitopatogeno del

genero Colletotrichum spp.

Destacar que por medio de la modificacion de medios de cultivo se obtuvieron resultados
para la manipulacion del agente fitopatdgeno obsérvese la figura No 11.
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Remigio-Acevedo. 2011.

Remigio-Acevedo. 2011.

Figura No 11. comparativo para aislamiento del organismo fitopatogeno, como
podemos observar en la figura ubicada en la parte superior (A) al agregar a nuestro medio
el tritdn x 100 obtuvimos colonias aisladas al impedir el crecimiento radial caso contrario a

lo observamos en la figura de la parte inferior (B) (Remigio-Acevedo.2011).
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10.2 Resultados obtenidos de la identificacion y caracterizacion del agente

fitopatogeno Colletotrichum spp por medio de la metodologia clasica.

Dentro de los siguientes resultados obtenidos se debe entender por método clasico, a la
utilizacion en el aislamiento del agente mediante medios de cultivos, asi como de su
identificacion mediante datos obtenidos de la morfologia colonial de los mismos destacar
que por medio de la modificacion de medios de aislamiento para evitar el crecimiento radial

la operacion de identificacion se facilita observar la figura No 11.

Por otro lado se recurre para obtener un testimonio mas adecuado ala técnica microscopica
con tincion de tipo simple con azul de metileno, GRAM, entre otras, las cuales arrojan una
morfologia la cual sirve para comparar de una forma mas acertada en cuanto alas partes

mas representativas del hongo (conidios, conididforos, hifas etc.).

Lo cual nos lleva a los siguientes resultados que se exponen el la tabla No 3 en la cual se
presentan los resultados obtenidos de del aislamiento e identificacion del agente
fitopatogeno mediante diferentes medios de cultivo como fueron APD y YPG (solido y

liquido) como se muestra a continuacion.

Tabla No 3. Resultados de la morfologia colonial de Colletotrichum spp obtenida mediante
medios APD y YPG (*resultado obtenido al analizar el fruto, **resultado obtenido al

analizar el medio).

Caracteristicas morfologicas. | Presenta. Coloracion / aspecto.
Acervulo.* No presenta.
Micelio aéreo** Si presenta. Blanquecino a marron.
Textura** Si presenta. Algodonosa blanquecino.
Forma** Si presenta. Irregular.
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Tomando los resultados anteriores respecto a la morfologia colonial obtenida mediante su
identificaciéon y aislamiento mediante los diversos medio de cultivo, se procedio a
corroborar el resultado mediante la obtencion de resultados de tipo microbiologico es decir
morfologia microbiolégica evaluando sus principales caracteristicas respecto a su

‘presencia y aspecto dentro de la muestra analizada.

Los cuales arrojaron los siguientes resultados respecto a las caracteristicas principales del

agente fitopatogeno en cuestion observar la tabla No 4.

Tabla No 4. Resultados de la morfologia microscopica de Colletotrichum spp mediante una
tincion simple, observadas a 40x y 100x de muestra obtenida mediante medios APD y

YPG

Caracteristicas
. Presenta. Coloracion / aspecto.
morfologicas.
c Ligeramente curvos, de ovalados a
onidios. Si presenta.
P redondeados.
Conidiéforos. Si presenta. Rectos y cortos.
Hifas. Si presenta. Hialinas, generativas septadas.
Septos. Si presenta.
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10.3 Resultados obtenidos de la identificacion y caracterizacion del agente

fitopatogeno Colletotrichum spp por medio de métodos moleculares.

Resumiendo en los apartados anteriores punto 10.1 y 10.2 pudimos observar el aislado,
extraccion asi como la identificacion por método clasico con la que cuenta nuestro agente
fitopatogeno conocido como Colletotrichum spp, ahora bien conociendo lo anterior
utilizamos las muestra purificadas de nuestros aislados para elaborar métodos que nos
relévele la especie de dicho agente mediante la aplicacion de métodos propios de la

biologia molecular métodos modernos.

Como primer paso realizar la extraccion de acidos nucleicos de dicho agente, tomemos en
cuenta que para este tipo de practicas hay destacar que hay una extensa asi como diversa

metodologia la cual puede seguirse.

Es importante mencionar que el proceso de extraccion de acidos nucleicos citado en el
presente trabajo se realizo utilizando un equipo de nueva generacién para extraccion
perteneciente a ZYMO RESEARCH (ZR Fungal / Bacterial DNA MiniPrep) biosistemas
avanzados S.A. de CV.

Basicamente este equipo esta basado en un modelo de elucion asi como intercambio i6nico,
por medio del mismo se obtuvieron buenos resultados respecto a la purificacion de los
acidos nucleicos asi como de una buena concentracion la cual fue obtenida mediante el uso
de técnicas estofotometricas a absorbencias de 260 y 280 nandmetros (nm) para esto a
continuacion se muestra la Tabla No 5 referente a las concentraciones obtenidas mediante
este nuevo equipo, recordar para ello se llevo a cabo una técnica espectrofotométrica la cual
tiene como base comparar la radiacion absorbida o transmitida por una soluciéon que
contiene una cantidad desconocida de soluto, y una que contiene una cantidad conocida de

la misma sustancia. Obsérvese el apartado 9.4.4 del apartado de material y métodos.

Por otro lado tenemos que no solo las cifras pueden convencer de que dicha concentracion
este hay por ello hay que comprobar que realmente obtuvimos el acido nucleico para ello se
dio a la tarea de por medio de técnica de electroforesis elaborar un gel de integridad y
correr nuestras muestras obtenidas contra un marcador de peso molecular para verificar la

existencia de dicho acido nucleico.
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Después realizar la técnica electroforética tenemos como resultado que la extraccion
hablando de la concentracion obtenida es Optima mediante la metodologia y hablando
cualitativamente la presencia de los dcidos nucleicos también es positiva y optima como lo

observamos en figura 19 correspondiente a el apartado de resultados.

Tabla No 5. Lecturas espectrofotométricas de la extraccion de acidos nucleicos. Esta tabla
representa las concentraciones obtenidas de material genético al término de la técnica de

extraccion de acidos nucleicos, en la cual se observa una optima extracciéon en términos

cuantitativos.
Concentracion obtenida de acidos nucleicos.
Coeficiente de
Abs Abs
Muestra. relacion Concentracion.
260nm. 280nm.
(260nm/280nm).
1 0.023 0.012 1.84 0.851 pg/ul
2 0.011 0.007 1.6 0.407 pg/ul
3 0.018 0.013 1.4 0.481 pg/ul
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Remigio-Acevedo. 2011.

Figura No 12. Gel de Integridad del material genético (ADN) proveniente de las
muestras aisladas de los fitopatégenos fungicos. Carriles: 1.- Marcador molecular de 100
pb., 2.- ADN de aislado 1 de Colletotrichum spp., 3.- Control negativo, 4.- ADN de aislado
2 de Colletotrichum spp., 5.- Control negativo, 6.- ADN de aislado 1 de Fusarium sp., 7.-
Control Negativo, 8.- ADN de aislado 2 de Fusarium sp (Remigio-Acevedo. 2011).
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Remigio-Acevedo. 2011.

Figura No 13. Correspondiente a la PCR de los agentes fitopatégenos: 1) Marcador de
tamafios moleculares en pares de bases (100pb), 2) cepa C1 Colletotrichum gloeosporioides
(210pb), 3) cepa C2 Colletotrichum gloeosporioides (210pb), 4) cepa F1 Fusarium
oxysporum (260pb), 5) cepa F2 fusarium oxysporum (260pb). (Remigio-Acevedo. 2011).
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10.4 Resultados obtenidos del método medio minimo inhibitorio (MIC’s.) respecto a la

resistencia con la que cuentan Colletotrichum spp ante un antifungico.
10.4.1 Resultados obtenidos del método placa MIC'’s.

En este apartado se reportan los resultados obtenidos al utilizar el oxicloruro de cobre como
antifungico utilizado en los MIC’s, En busca de encontrar resultados que arrojen un
testimonio si hay o no una resistencia al antifungico, asi como a que tipo de resistencia nos
enfrentamos para ello se pueden observar dos resultados que nos sirven como comparativo

entre si mismos medio APD + Oxicloruro de cobre y YPG + Oxicloruro de cobre:

Tabla No 6. Concentraciones de antifungico en la elaboracion de MIC’s método placa.

YPG y APD + Oxicloruro de cobre

Etiqueta. Conc. | Relacion peso/vol. | Crecimiento. Inhibicién.

APD 1 1% 1gr/100ml | —-meeeee- positivo

NEGATIVO

APD3 0.1gr/10ml abundante negativo

APD4 0.05% 0.05gr/100ml abundante negativo

positivo

Etiqueta. Conc. | Relacion peso/vol. | Crecimiento.

YPGI1 1% 1gr/100ml | -

NEGATIVO

0.1gr/10ml abundante negativo

YPG4 0.05% 0.05gr/100ml abundante negativo

A continuacion se muestran imagenes obtenidas para evaluacion y criterio de resultados

estos tienen relacion directa con los resultados expuestos en la anterior tabla:
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Remigio-Acevedo. 2011.

Figura No 14. Referente a la concentracion del 1%: en estas imagenes se puede
observar que tanto en la correspondiente al medio APD modificado (A) asi como la
correspondiente al medio YPG modificado (B) observamos una inhibicién total de nuestro
agente fitopatogeno (Colletotrichum spp), por lo tanto asumimos que el agente fitopatogeno

es susceptible a nuestro antifungico a una concentracion de 1% (Remigio-Acevedo.2011).
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.
.

Remigio-Acevedo. 2011.

Remigio-Acevedo. 2011.

Figura No 15. Referente a la concentracion del 0.5%: las siguientes imagenes marcan
un punto importante para el desarrollo de nuestra posterior experimentacion, ya que las
colonias obtenidas a esta misma concentracion marcan una resistencia ya comprobada,
como se observa son pocas por ello procedimos a resembrar en medios sin modificar para

un posterior andlisis molecular (Remigio-Acevedo.2011).
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Remigio-Acevedo. 2011.

Continuacion de la figura No 15. Referente a la concentracion del 0.5% método MIC's
placa. Destacar que hasta el momento en ambos MIC’s tanto modificacion APD (A y C)
como YPG (B Y D) arrojan resultados similares, esto no quiere decir que este en su
totalidad comprobada la resistencia expresada de nuestro agente fitopatdégeno, por ello se
procederd a nuevas técnicas de elaboracion de MIC’s para corroborar resultados (Remigio-

Acevedo. 2011).
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Remigio-Acevedo. 2011.

Figura No 16. Referente a la concentracion del 0.1%: las siguientes imagenes nos
muestran que nuestro MIC’s a una concentracion de 0.1% no es suficiente para la
inhibicidén de nuestro agente fitopatdogeno, podemos observar un abundante crecimiento de
nuestro agente fitopatdogeno en este caso como lo marca nuestra tabla de resultados y

concentraciones N°1 (Remigio-Acevedo. 2011).
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Remigio-Acevedo. 2011.

Remigio-Acevedo. 2011.

Continuacion de la figura No 16. Referente a la concentracion del 0.1% método MIC’s
placa. Observarse que aun cuando la morfologia colonial de un medio a otro es un tanto

diferente, se trata del mismo organismo fitopatoégeno para ambos casos tanto C como D.
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Remigio-Acevedo. 2011.

Remigio-Acevedo. 2011.

Figura No 17. Referente a la concentracion del 0.05%: en las imagenes que a
continuaciéon se muestran tiene un resultado negativo en cuanto a inhibicion del agente
fitopatdgeno. Este tipo de antracnosis es dificil de erradicar y como se menciono es una
concentracion muy pequena de antifungico incorporado a nuestros MIC’s para esperar un

resultado de inhibiciéon (APD A : YPG B) (Remigio-Acevedo. 2011).
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10.4.2 Resultados obtenidos del método liquido /agitacion constante para MIC'’s.

Retomando como se menciono en Figura No. 15 y su continuacion referente a la

concentracion del 0.5% se utilizo en método MIC’s en placa pero estos resultados deben

ser corroborados por ello se realizo una técnica diferente de MIC's el cual es utilizando un

medio liquido modificado mas un antifungico en este caso utilizamos el medio YPG liquido

+ oxicloruro de cobre aplicando agitacion continua durante todo de incubacion obtuvimos

los siguientes resultados.

Tabla No 7. Concentraciones de antifungico en la elaboracion de MIC’s método

liquido/agitacion constante.

YPG liquido + oxicloruro de cobre
Etiqueta | Conc. | Relacion peso/vol. | Crecimiento.
YPGlI 1% 1gr/100ml | -
p 0.5% 0.5¢r/100 A0
YPG3 0.1% 0.1gr/10ml abundante
YPG4 0.05% 0.05gr/100ml abundante

Inhibicion.

Tabla No 8. Resultados comparativo sobre la inhibicion de los diferentes métodos MIC’s

Resultados obtenidos sobre la inhibicion.
Estado. Etiqueta. | Conc. | Relacion peso/vol. | Crecimiento. | Inhibicion.
SOLIDO APD2 | 0.5% 0.5gr/100ml escaso NEGATIVO
SOLIDO YPG2 | 0.5% 0.5gr/100ml €scaso NEGATIVO
LIQUIDO | YPG2 | 0.5% 0.5gr/100ml €scaso NEGATIVO
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A continuacion se muestran imagenes obtenidas para evaluacion y criterio de resultados

estos tienen relacion directa con los resultados expuestos en la anterior tabla:

Remigio-Acevedo. 2011.

Remigio-Acevedo. 2011.

Figura No 18. Referente a la concentracion del 1%: aqui podemos observar una
inhibicién completa al no encontrar testigo alguno de micelio en nuestro medio, esto en
comparacion con nuestro MIC’s placa tenemos un resultado de una inhibicion total a una

concentracion de 1% en ambos métodos MIC’s (Remigio-Acevedo. 2011).
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Remigio-Acevedo. 2011.

Remigio-Acevedo. 2011.

Figura No 19. Referente a la concentracion del 0.5%: como lo mencionamos en
secciones pasadas el resultado obtenido tanto en nuestro MIC’s placa como liquido con
agitacion constante dan un resultado similar, de aqui podemos establecer un limite al cual
se sabe de una resistencia al antifungico la cual podemos clasificar ahora y decir que
nuestro agente fitopatdgeno tiene una resistencia a la que denominamos de tipo heterologo

(Remigio-Acevedo. 2011).
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Remigio-Acevedo. 2011.

Figura No 20. Referente a la concentracion del 0.1%: en la siguiente imagen podemos
observar al igual que en nuestros MIC’s placa correspondientes a esta misma concentracion

crecimiento abundante de nuestro agente fitopatogeno (Remigio-Acevedo. 2011).
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Remigio-Acevedo. 2011

Remigio-Acevedo. 2011.

Figura No 21. Referente a la concentracion del 0.05%: en la siguiente imagen podemos
observar al igual que en nuestros MIC's placa correspondientes a esta misma concentracion
crecimiento abundante de nuestro agente fitopatogeno, esto debido a que igual que en el
MIC’s placa la concentracion de nuestro antifungico es muy pequeiia para inhibir a nuestro

agente fitopatdgeno (Remigio-Acevedo. 2011).
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11. Discusion.

En el presente trabajo se presentaron diversos resultados de los cuales podemos destacar los

siguientes como son:

Aislamiento del agente fitopatogeno conocido como Colletotrichum spp. agente causal
de antracnosis en gran diversidad de cultivos de tipo subtropical papaya, el platano,
entre los principales en donde no se ha mostrado con anterioridad evidencias de su
presencia en el cultivo de Rubus spp. (Lucia Afanador-Kafuri, et al 2003 ) esto queda
demostrado a través del aislamiento del microorganismo por medio de métodos
clasicos, medios selectivos usados en micologia y corroborado a través de herramientas

moleculares como lo es la PCR.

Adicionalmente se trabajo con la ubicacion de puntos de muestro a través del
geoposicionamiento global (GPS) lo que permite identificar el punto exacto de
muestreo y por lo tanto el sitio o nicho ecologico en el cual se encuentra el fitopatogeno
Colletotrichum spp delimitando el area de estudio dentro de un espacio geografico este
tipo de conjuncion metodologica y tecnologica es muy recientemente explotada por lo
que la obtencion de los datos aqui presentados son hito dentro del estudio integral de

fitopatogenos a nivel mundial.

De esta manera el aislamiento y caracterizacion del agente fitopatogeno
(Colletotrichum spp.) en un nuevo hospedero del cual no hay datos actuales, lo cual
puede ser explicado por lo reciente del cultivo en la region de los Reyes y que las
variedades de Rubus spp. son de origen brasilefio las cuales no son oriundas de la esta
zona Michoacana, pero en donde si se encuentra una region productora de aguacate, que
es en este caso la region de Peribdn municipio adyacente a la zona productora de
Zarzamoras en donde la explotacion de aguacates en Periban, (Medeiros, et al.,2010)
conlleva la prevalencia de la antracnosis por Colletotrichum spp., especulando la
posibilidad del origen del Colletotrichum spp. aislado en la region de los Reyes en los

cultivos de zarzamoras.
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Continuando con lo anterior referente a los resultados obtenidos, diversas literaturas nos
hablan del agente fitopatogeno Colletotrichum sp como el principal causal de antracnosis
entre los hospederos que parten desde los tropicales como la papaya, el platano, hasta los
pimientos y frutos de climas sub-tropicales como mango y de zonas boscosas como

aguacate entre los principales (Hunter et al, 1972).

Estos resultados se obtuvieron por medio de técnicas clésicas (medios de cultivo
selectivos) que parten desde su aislamiento en diversos medio de cultivo, asi como de una
minuciosa observacion respecto a la anatomia de la planta y fruto donde se suele presentar
la sintomatologia clasica de antracnosis, en comparativa con otros hospederos se observan
diferencias significativas como la ausencia de coloracion en los acérvulos en Rubus spp. y
la aparicion de una coloracién marron en acérvulos en otros hospederos respecto a sus
frutos, esto se puede traducir en la expresion del agente fitopatogeno en una forma diferente
de un hospedero a otro esto mediado por el conjunto de diversas moléculas constituyentes

de hospedero.

Para ello se emplearon técnicas moleculares ya que hoy en dia se conoce la secuencia de
oligonucleotidos y la utilizacion de primers el agente fitopatogeno Colletotrichum spp lo
cual nos permite realizar técnicas de PCR mediante muestras purificadas de acidos

nucleidos para corroborar su identificacion (Santos, E.2009).

Como se observo en el presente trabajo la metodologia clasica en conjunto con metodologia
molecular pueden ser la herramienta indicada para la construccién de bancos de datos que
contengan informacion que facilite en una gran parte el trabajo de identificacion no solo
para el area de la industria fruticola si no la implementacion en diversas areas donde se
requiera de la explotacion de manera extensiva pero que la presencia de agentes
fitopatogeno pueda limitar su desarrollo econdémico, por la presencia de microorganismos

provenientes de otros cultivos ya explotados con anterioridad.
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12. Conclusiones.

El presente trabajo muestra que la exactitud y precision actual de las técnicas de
recoleccion de muestras para su estudio en el laboratorio han aumentado a través de la
utilizacion del geoposicionamiento global (GPS), y la conjuncién de herramientas
moleculares encaminadas a la identificacion de fitopatdogenos en cultivos de interés
comercial permite generar bases de datos que ayudan a los productores y comercializadores
tomar decisiones con un sustento cientifico y de esta manera posicionar a este sector

agroindustrial dentro de la innovacion agricola mundial.
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13. Perspectivas.

Se propone ampliar el area de estudio del municipio de los Reyes de Salgado de Michoacan
e incluir los municipios productores de frutillas rojas como lo son Tocumbo, Periban y mas

recientemente el municipio de Ziracuaretiro.

Adicionalmente se considera utilizar RT-PCR en tiempo real para valorar la expresion de

genes implicados en la virulencia de las especies de Colletotrichum gleosporioides.

Generar bancos de datos de la diversidad biologica que incluye el tipo de microorganismo

fitopatogeno asociado al cultivo Rubus spp. y la actualizacion de los puntos geograficos.
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14. Glosario.

Acérvulo: consiste en un estrato plano en forma de platillo formado por conidiéforos por lo
general cortos, que crecen juntos y que surgen de una masa mas o menos estomatica de

hifas.

Acido Desoxirribonucleico (ADN): molécula de longitud gigantesca, que esta formada por
agregacion de tres tipos de sustancias: azucares, llamados desoxirribosas, el acido fosforico,

y bases nitrogenadas de cuatro tipos, la adenina, la guanina, la timina y la citosina.

Acido Ribonucleico (ARN): es un 4cido nucleico formado por una cadena de
ribonucleotidos. Esta presente tanto en las células procariotas como en las eucariotas, y es
el tinico material genético de ciertos virus (virus ARN). El ARN celular es lineal y de hebra

sencilla, pero en el genoma de algunos virus es de doble hebra.

Acidos nucleicos: macromoléculas, polimeros formados por la repeticion de monomeros
llamados nucleodtidos, unidos mediante enlaces fosfodiéster. Se forman, asi, largas cadenas
o polinucledtidos, lo que hace que algunas de estas moléculas lleguen a alcanzar tamafios

gigantes (de millones de nucleotidos de largo).

Antibiograma: método que se basa en la formacion de halos de inhibicion del crecimiento
en una placa inoculada homogéneamente por accion de discos antibidticos de concentracion

conocida, la difusion de este hacia el medio va a originar la inhibicion del crecimiento.

Antifungico: se entiende por antifungico o antimicdtico a toda sustancia que tiene la
capacidad de evitar el crecimiento de algunos tipos de hongos o incluso de provocar su

muerte.

Antracnosis: sintoma de enfermedad que presentan muchas plantas. Se caracteriza por la
presencia de manchas de diferentes colores que pueden afectar las hojas, los frutos, los

vastagos o las yemas. Estas manchas generalmente van creciendo y produciendo la
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defoliacion de las ramas, y la muerte o la sequia de los frutos afectados. Otras veces la parte

manchada se desprende de la hoja y deja agujero o pedazos vacios de la misma.

Biomolécula: compuesto quimico que se encuentra en los organismos vivos. Estan
formadas por sustancias quimicas compuestas principalmente por carbono, hidrogeno,
oxigeno, nitrégeno, sulfuro y fosforo. Las biomoléculas son el fundamento de la vida y

cumplen funciones imprescindibles para los organismos vivos.

Carcinogeneidad: capacidad de una sustancia para inducir neoplasmas malignos, es decir,

cancer.
Cultivo axénico: es aquel que contiene un unico tipo de microorganismos.

Electroforesis: método de laboratorio en el que se utiliza una corriente eléctrica controlada
con la finalidad de separar biomoléculas segun su tamafio y carga eléctrica a través de una

matriz gelatinosa.

Esclerocio: es una masa compacta de micelio endurecido que contiene reservas
alimenticias, el papel de los esclerocios es sobrevivir en periodos ambientales extremos. En
algunos hongos superiores, los esclerocios se desprenden y permanecen en dormancia hasta

que se den las condiciones favorables para el desarrollo de un nuevo micelio.

Espectrofotometria : método de analisis optico utilizado en investigaciones bioldgicas, en
la cual se utiliza el espectrofotdmetro que es un instrumento que permite comparar la
radiacion absorbida o transmitida por una solucidén que contiene una cantidad desconocida

de soluto, y una que contiene una cantidad conocida de la misma sustancia.

Esterilizacion: es el proceso de eliminacion de toda forma de vida, incluidas las esporas.
Es un término absoluto que implica pérdida de la viabilidad o eliminacién de todos los
microorganismos contenidos en un objeto o sustancia, acondicionado de tal modo que

impida su posterior contaminacion.

Fitopatogeno: en Fitopatologia se denomina fitopatdogeno a un organismo, en general
microorganismo, que causa enfermedades en las plantas por medio de disturbios en el

metabolismo celular causado por la secrecion de enzimas, toxinas, fitoreguladores y otras
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sustancias y, ademas, por la absorcion de nutrientes de la célula para su propio crecimiento.
Algunos fitopatogenos pueden causar también enfermedades por crecer y multiplicarse en
el xilema y en el floema de la planta y, por ende, por bloquear el transporte de agua y
nutrientes desde la raiz hacia las hojas o el flujo de savia desde las hojas hacia el resto de la

planta.

Fungicidas: son sustancias toxicas que se emplean para impedir el crecimiento de matar

los hongos y mohos perjudiciales para las plantas, los animales o el hombre.

Hibrido(a): animal o vegetal que proviene de dos especies o variedades distintas por

fecundacion o copulacion entre ellas.

Hot Start Taq polymerase: grupo enzimdatico con funcion de polimerizacion de
nucleotidos los cuales para ser activados requieren de la elevacion de la temperatura que

generalmente ronda los 90 a 95 °C.
Huésped: organismo a cuya costa vive un organismo parasito

Inhibicion: efecto que produce sobre el funcionamiento de un 6rgano, tejido o principio
activo cualquier agente fisico, quimico, nervioso, etc., y que se manifiesta en una detencion

total o parcial de dicha funcion.

Medio de cultivo: es un material que se usa en el laboratorio para el desarrollo de los
microorganismos. Una vez que ha sido preparado, un medio de cultivo puede ser inoculado
(es decir, se le anaden organismos) y a continuacién incubado en condiciones que

favorezcan el crecimiento microbiano.

Morfologia: en términos generales cuando hablamos de morfologia se esta refiriendo al

estudio de las formas externas de un objeto de estudio.

Mutageneidad: capacidad de un agente biologico, quimico o fisico para inducir cambios

heredables (mutaciones).

Narcosis: estado parecido al suefio profundo producido artificialmente por medio de

productos quimicos en el cual se pierde la consciencia y la sensibilidad al dolor.
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Nucleétido: moléculas que se pueden presentar libres en la Naturaleza o polimerizadas,
formando &cidos nucleicos. También pueden formar parte de otras moléculas que no son
acidos nucleicos, como moléculas portadoras de energia o coenzimas. Los nucle6tidos se
forman por la unién de una base nitrogenada, una pentosa y uno o mas acidos fosforicos. La
unién de una pentosa y una base nitrogenada origina un nucleoésido, y su enlace se llama N

- glucosidico.

Patogenicidad: capacidad de un agente infeccioso de producir enfermedad en un huésped

susceptible.

PCR: técnica de biologia molecular cuyo objetivo es obtener un gran nimero de copias de
un fragmento de ADN particular, basta a partir de una unica copia de ese fragmento

original, o molde, lo que se conoce como amplificacion.

Primers: oligonucledtido sintético de unos 15-20 nucle6tidos complementarios a la zona
flanquean te de la regiéon que se quiere amplificar, estos actian como cebadores para la
sintesis de ADN in vitro, la cual esta catalizada por la Taq polimerasa, los primers actian

como marcadores del sitio de inicio de la enzima.

Queratomicosis: son infecciones de la cornea del ojo causadas por hongos. Son
generalmente confundidos por infecciones bacterianas por lo que es comun que la infeccion

llegue al oftalmdlogo en mal estado, poniendo en muy alto el riesgo de perder el ojo.

Reservorio: organismo que alberga un agente infeccioso (virus, bacteria, parasito, hongo)

de una enfermedad, sin tener la enfermedad.

Secuencia génica: es una sucesion de bases nitrogenadas (A, G, C, T) representando la
estructura primaria de una molécula real o hipotética de ADN o banda de amplicon, con la

capacidad informacional.

Taq polimerasa: enzima aislada de una bacteria (Termophilus acuaticus), que es capaz de
incorporar nucledtidos libres en el extremo3” del primer unido a la cadena principal ;
formando asi una cadena complementaria, la enzima tiene la caracteristica de soportar
temperaturas elevadas y mantener una media de extension de 60 nucleétidos por segundo

en regiones ricas en uniones G-C.
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16. Anexos.

Anexo No 1. Mapeo GPS puntos clave de recoleccion.

Mapa de la ubicacion de los puntos geograficos en donde se realizo el muestreo, para el
aislamiento y caracterizacion de Colletotrichum spp. reportado en la tabla No. 2 del

apartado perteneciente a resultados.

Ria kelcusrs
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Anexo No 2. Extraccion de acidos nucleicos (traduccion).

Traduccion de la metodologia para la extraccion de acidos nucleicos mediante un equipo de
nueva generacion para extraccion perteneciente a ZYMO RESEARCH (ZR Fungal /
Bacterial DNA MiniPrep) biosistemas avanzados S.A. de CV.

1. Colocar en un tubo eppendorf 200 pl de sol. PBS y agregar de 50 a 100 mg de micelio

para suspension de la muestra.

NOTA: de ser necesario utilizar vortex por un lapso de 2 minutos para la

resuspencion.

2. Una vez resuspendido el micelio transferirlo a un primer tubo el cual contiene pequenas
perlas de porcelana las cuales ayudaran a la lisis para extraccion de nuestro acidos
nucleicos (Bashing Bead Lysis tube), agregar 750 pul de sol. Para lisis (Lysis Solution),

llevar a vortex (vel. Maxima lapsos de Imin a 40seg hasta sumatoria de 5 min).
3. Llevar a microcentrifuga a 10,000 rpm por un lapso de 1 min.

4. Colocar en un tubo de tapa naranja (Zymo - Spin IV Spin Filter) 400 pl del
sobrenadante obtenido de nuestro anterior tubo, llevar a microcentrifuga a 7,000 rpm

por un lapso de 1min.

NOTA: recordar quebrar la punta de la parte del filtro antes de realizar el

proceso de transferencia.

5. Una vez terminado en tiempo de centrifugado retirar la parte superior de tubo (tapa
naranja solo el filtro) y a la parte inferior donde tenemos el fluido agregamos 1,200 pl
de buffer para precipitacion (Basal Fungal/Bacterial Binding Buffer) y mezclamos

cuidadosamente.

C. En un tubo nuevo con filtro (Zimo - Spin IIC colum) procedemos a transferir
800 pul de nuestra mezcla previa, llevar a microcentrifuga a 10,000 rpm por un

lapso de 1 min., procedemos a desechar el liquido de la parte inferior.
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D. Repetir el paso A.

6. En un nuevo tubo colector procedemos a colocar solo la parte superior (columna) de
nuestro tubo utilizado en el apartado A del paso 5, procedemos a agregar 200 pl buffer
de pre lavado ( DNA Pre - Wash Buffer ), llevar a microcentrifuga a 10,000 rpm por un

lapso de 1 min.

7. Agregar 500 pl buffer de lavado (Fungal/Bacterial DNA Wash Buffer), llevar a

microcentrifuga a 10,000 rpm por lapso de 1 min.

8. Transferir solo la columna de paso 7 a un tubo eppendorf y agregar 63 pl el buffer de
elucion el cual nos servira para recuperar nuestros acidos nucleicos (DNA Elution

Buffer).
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