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RESUMEN

Con el fin de caracterizar molecularmente 14 cepas aisladas de diferentes
municipios de Norte de Santander de Paecilomyces sp. conservadas en el
Banco de Cepas de la Facultad de Ciencias Agrarias y del Ambiente, se
estandariz6 un protocolo para su identificacion molecular mediante ITS para
hongos, utilizando el siguiente programa en el termociclador: 94 °C por 5
minutos para la desnaturalizacion inicial, seguido de 35 ciclos de 30 segundos
a 94 °C para la desnaturalizacion, 58 °C por 1 minuto para el anillamientoy 72
°C por 1 minuto para la extension; finalizando con una elongacién de 72°C por
10 minutos. La reaccion se llevé a cabo con un volumen final de 25 pL que
contenia: 1 pL de ADN, 16,65 pL de agua nanopura, 0,75 pL de MgCI2 (1,5
mM), 2.5 uL de Buffer (1X), 1.25 pyL de ITS 4(0.5 mM), 1.25 pL de ITS 5(0.5
mM), 0.1 pL de Taq polimerasa, y 0.5 pL de DNTP’s (0.2 mM). El producto de
los amplicones obtenidos fue verificado en electroforesis en gel de agarosa al
1%, tefiidos con bromuro de etidio y comparados con el marcador molecular
de 1 Kb. Los fragmentos ITS generados fueron enviados al laboratorio
Corpogen para ser secuenciados y los resultados fueron comparados con las
secuencias reportadas en el banco de genes (NCBI) utilizando BLAST y RDP
sequence match donde se identific6 a GIAV3, HC002 y HZ002 como
pertenecientes al género y especie Purpureocillium lilacinus, GIAV12 a
Penicillium copticola y GIAV 14 a Penicillium paxilli.

Palabras claves: Paecilomyces, PCR, ITS, Caracterizacién molecular, control bioldgico.

1. INTRODUCCION la bibliografia para identificar
correspondencia con un determinado

El banco de cepas de la UFPS, sede
Campos Eliseos, cuenta hasta ahora con
75 cepas de hongos, las cuales se han
clasificado macroscopica y

microscOpicamente compardndolas con

género. La finalidad de este proyecto es
la caracterizacion molecular de las cepas
pertenecientes al género Paecilomyces
sp presentes en el banco de cepas de la
UFPS para ser utilizadas con certeza en
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los proyectos de investigacion como en
docencia. ElI' hongo Paecilomyces es un
entomopatégeno gue causa la
enfermedad y posterior muerte en
nematodos, por lo tanto es utilizado
como un bionematicida. También es
considerado un excelente biocontrolador
por su papel antagonista en los ensayos
preliminares in vitro para control biolégico
de la moniliasis, enfermedad producida
por el fitopatdgeno Moniliopthora roreri
gque ataca el cacao, y produce pérdidas
superiores al 50% de las cosechas al
sector cacaotero, [1] por esta razon es
muy importante su estudio.

Los marcadores moleculares utilizados
para la identificacion de estas cepas son
ITS (espaciadores internos de
transcritos), correspondientes al ADNr,
los cuales permiten estudiar las regiones
de ADNr polimérficas, pues son Unicas
para cada especie, lo que permitira
determinar si las cepas almacenadas en
el Banco de Cepas corresponden con
certeza al género asignado y asi conocer
su especie. A partir de los resultados
obtenidos se lograra caracterizar e
identificar molecularmente el hongo
Paecilomyces sp. e igualmente permitira
estandarizar un protocolo de
identificacion molecular para aplicar
estas técnicas a los otros géneros de
hongos conservados en el banco de
cepas de la Facultad de ciencias agrarias
y del Ambiente de la UFPS.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1._Obtencién y conservacién de
Paecilomyces sp

El estudio se desarroll6 en el Laboratorio
Biotecnologia Molecular de la
Universidad  Francisco de  Paula
Santander e inicialmente se tomaron las
veintidos (22) cepas existentes,
rotuladas con diferentes codigos e
identificadas segun los’ mismos como

pertenecientes al género Paecilomyces
sp , dichas cepas fueron aisladas en dos
proyectos anteriores sobre control
biol6gico[2][3]. ‘Para la conservacion Se
sigui6 el protocolo de desinfeccion
descrito por Suarez (2004) [4], y se
sembr6 en cajas de Petri con Agar
Patata Dextrosa (PDA) Composicion: 200
g de infusién de papa, 20 g de glucosa y
15 g de Agar-agar; se incubaron a 28°C
bajo un monitoreo diario durante siete
dias; se hicieron repigues en este agar
hasta obtener cultivos puros para la
posterior siembra en Caldo Papa
Dextrosa (PDB).

2.2 Caracterizacién microscoépica de
los aislamientos de Paecilomyces

Se preparé el cultivo de hongo en
camara humeda utilizado en el
Laboratorio de Sanidad vegetal,
UFPS [5], que consiste en introducir
en una caja Petri, un disco de papel
filtro y una varilla en forma de “V”, que
soporta un portaobjetos que
contiene un trozo de medio de cultivo
estéril muy delgado (PDA) en el cual se
inocula el hongo por puncién, luego
el papel filtro se humedece con 3 ml de
agua estéril conservando la asepsia. La
placa es incubada a 28°C durante ocho
dias. Después de este tiempo, se cubre
la muestra con azul de lactofenol y se
sitia el cubreobjetos para observar al
microscopio

2.3 Extraccion del ADN de
Paecilomyces sp.

Se siguid el protocolo de extraccion de
ADN de Moniliophthora roreri propuesto
por Suarez (2005) [6].Se tomo el micelio
crecido previamente (0,5-0,75 g) en
caldo papa dextrosa en un microtubo de
2ml y se le adicion6 un volumen de 500
ml de buffer de extraccion (50mM Tris-
HCI pH= 7,5; 50 mM EDTA; 2% de SDS
y 1% de Na2S03). Se procedi6 a

macerar la muestra con ayuda del rotor
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durante-1 minuto; luego se agitd en
vortex por un minuto y posteriormente se
centrifugd a 6000 x g, por diez minutos;
el sobrenadante se incub6 a 70 °C
durante quince minutos. Después, se
adiciond un volumen fenol/cloroformo de
(1:1) a cada muestra y se centrifugd a
10.000 x g, por diez minutos. Se transfirié
la fase acuosa a otro microtubo y se le
agregd un volumen de isopropanol. Se
dej6 en frio (congelaciéon) 10 minutos,
nuevamente se centrifugé a 10.000 x g,
durante diez minutos, el precipitado se
sec6 a 37°C, se resuspendié en 50ml de
TE 1X pH=8 y se adicion6 1 ul de RNAsa
a cada extraccion.

2.4 Purificacion y verificacion del ADN
de Paecilomyces sp

Para la purificacién de las extracciones
del ADN se utiliz6 etanol y fueron
verificadas mediante electroforesis de
acuerdo a Suarez (2005) en un gel de
agarosa al 1% en solucién de Buffer TBE
1X (Tris base PM 121.14, &cido borico
PM 61,84 y EDTA 0,5 M, pH 8,0).Para la
preparacion de la muestra, se tomé 8 ul
del ADN extraido en un microtubo de 1ml
y se agregd 2 ul de buffer de carga
(compuesto por azul de bromofenol y
xilencianol) para chequear la migracion
del ADN extraido en el gel de agarosa
(Figura 6b) . Se mantuvo voltaje de 100
V durante 20 minutos durante la
electroforesis, luego el gel se visualizé en
el transiluminador de UV verificando la
correcta extraccion del ADN.

2.5 Reaccibn en Cadena de la
Polimerasa (PCR) mediante
iniciadores universales ITS 4 e ITS 5.

Se amplificé. la region ITS mediante
iniciadores universales, se utilizo el

protocolo propuesto por Suarez (2013) [7]
como sigue: La reaccion de PCR fue
llevada a cabo en tubos de 0,5 mL con
un volumen final de 25 L que contenian:
1 yL de ADN , 16,65 pL de agua

nanopura, 0,75 pL de MgCI2 (1,5 mM),
2.5 pL de Buffer (1X), 1.25 pyL de ITS
4(0.5 mM), 1.25 uL de ITS 5(0.5 mM), 0.1
ML de Taq polimerasa, 0.5 uL de DNTP’s
(0.2 mM). La reaccion se llevo a cabo en
un termociclador
(CFX96™ TOUCH REAL-TIME PCR))
utilizando el siguiente programa: 94°C
por 5 minutos para la desnaturalizacion
inicial, seguido de 35 ciclos de 30
segundos 94 °C para la
desnaturalizacion, 58 °C por 1 minuto
para el anillamiento y 72 °C por 1 minuto
para la extension; finalizando con una
elongacion de 72°C por 10 minutos. Los
amplicones fueron analizados por
electroforesis en gel de agarosa al 1 %y
se tifid con bromuro de etidio.

2.6 Secuenciacion de los fragmentos
ITS y comparacion de secuencias con
bases de datos

Los amplicones ITS generados fueron
enviados al laboratorio de Corpogen vy
Los resultados de la secuenciacion de
cada aislamiento se compararon con las
reportadas en el NCBI utilizando BLAST
y RDP sequence match
(programas informaticos de alineamiento
de secuencias). Comparando la

secuencia problema con wuna gran
cantidad de secuencias que se
encuentren en labase de datos

indicando el género de la especie a la
que pertenece cada cepa.

3. RESULTADOS

3.1 Obtencién y conservaciéon de
Paecilomyces sp

De 22 cepas de Paecilomyces sp. 14 se
utilizaron en esta investigacion (Tabla 1),
8 cepas no se lograron reactivar debido a
la escases de medio PDA en el que
estaban.
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abla-1. Lista de cepas de Paecilomyces 3.2 Caracterizacién microscoépica de
procedentes del. Banco de Cepas, UFPS. los aislamientos de Paecilomyces sp.
Cepas de Paecilomyces sp. Obtenidas de la El hongo Paecilomyces sp. presentd en
EET\’ASERO o550 . su morfologia (Figura 2), conidi6foros
RTclio NIEVG tabicados de paredes lisas y ramificados
1 HAO10 GIAV2 en sus extremos, con metulas cortas y
2 HAO11 GIAV3 fialides con el &pice puntiagudo, de
3 HA012 GIAVS donde nacen los conidios lisos o
4 HAO13 GIAV9 equinulados, tal como lo indican Arias E
2 mgig g:ﬁxig y Pifieros P, (2008) [8] formando largas
7 HAO16 GIAV14 cadenas, sin ramificar, con aspecto
8 HS021 HS021 caracteristico de pincel, segun Barnett,
H.L., and Hunter, B.B. (1999). [9].
9 HS022 HS022
10 HC002 HC002 Figura 2. Morfologia microscépica de los
1 HC003 HC003 aif_slamientps de Paecilomyces sp.
microscopio 40X.
12 HC004 HCO004 -7
3
13 HCO006 HCO006 5
14 HZ002 HZ002 );ﬁ
3/‘ 5
Algunas cepas tenian dos cédigos: un et T
codigo antiguo y uno nuevo, en estos
casos se estableci6 un solo cédigo Tabla 2. Clasificacion macroscopica de
(cédigo nuevo) para ambas cepas. Paecilomyces seguin su morfologia.
Una vez purificadas las cepas en PDA, CODIGOS FENOTIPO
presentaron diferencias morfologicas GRUPO A. Las colonias inicialmente
desde el color hasta la textura (Figura 1), son blancas, pero luego de
categorizéandolas en 2 grupos, con color gﬁ%‘;‘f\?g%m E,%ﬁr i?g;‘:;iasuﬁ" ar
rosa-grisaceo tipico el grupo A 'y el V9,GIAVS, rosa - grisaceo , textura
verde- grisaceo propio del grupo B (Tabla GIAV13,HS022, | polvorienta, borde irregular
. 2). HC002, HCO004, v color de reverso beige.
HS021 y GIAV2
. . L GRUPO B. Las colonias inicialmente
Figura 1. Morfologia macroscopica de son blancas, pero luego de
los grupos de Paecilomyces sp. en PDA. GIAVI2 Y estar esporuladas en agar
GlAV14 PDA presentan un color
verde-grisaceo, textura /
polvorienta, borde irregular

y color de reverso beige.

3.3  Extraccién del ADN de
Paecilomyces sp

Se sembr6 el hongo en caldo PDB, para
obtener el micelio (Figura 3), y se
procedi6 a la extraccion del ADN. Se
obtuvo aproximadamente entre 1 a 2
pg/ul de ADN a partir de esta extraccion,




e “escogieron las extracciones que
presentaban mejor calidad y cantidad del
ADN.

Figura 3.Micelio de Paecilomyces sp. en
caldo PDB luego de 10 dias de siembra.
Izq. Micelio grupo A; Der. Micelio grupo
B.

3.4 Purificacién y verificacion del ADN
de Paecilomyces sp

Una vez corrida la electroforesis de las
extracciones de ADN, se pudo visualizar
una buena cantidad de ADN de las cepas
a identificar, suficientes para realizar
PCR (Figura 4).

Figura 4. Verificacion de calidad de
ADN, mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% de las extracciones de
ADN.

3.5 Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) mediante
iniciadores universales ITS 4 e ITS 5.

Una vez seleccionadas las 14
extracciones de ADN de Paecilomyces
sp;;..se llevaron a cabo diferentes
ensayos.en el termociclador para obtener
los amplicones. Inicialmente se probd
con el protocolo propuesto por Suéarez
(2013). Teniendo como volumen final de
cada muestra 25 pl como se muestra
en la (Tabla 3).
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Tabla 3. Cantidades y concentracion de
reactivos para PCR de Paecilomyces sp.

Componentes Concentracion Concentra Una

Stock cion muestra
Final .
Buffer 10x 1x 25
MgCl2 50 mM 1.5 Mm 0.75 pl
Cebador ITS4, 10 Mp 05 pM 1.25 pl
ITS1
Cebador ITS5, 10 Mp 05 pM 1.25 pl
ITS 2
DNTPs 10 mM 0.2 mM 0.50 pl
Taq 5 Ul 0.02 U/l 010 pl
polimerasa
Agua = = 16.65 pl
nanopura
Solucién de 5 ng/pul 04 ng/yl 1.0
DNA
Suero Fetal = = 10
Bovino
Volumen final - - 25.0 pl

Se inici6 con un ciclo de denaturacién a
94°C por un minuto, 35 ciclos de 94°C
por un minuto, el anillamiento 52°C por
45 segundos, la extensién 72 °C por 1
minuto y un ciclo final de 72°C por 7
minutos. En estos ensayos iniciales, no
se obtuvieron amplicones para
Paecilomyces, solo para Moniliopthora
roreri (control positivo).Sin embargo, se
variaron algunas temperaturas y tiempos
de ciclos del termociclador para la PCR
de acuerdo al protocolo de Martin (2013)
[10], primero un ciclo de denaturacion a
94°C por cinco minuto ,35 ciclos de 94°C
por un minuto, el anillamiento 55°C por
un minuto, la extensiébn 72 °C por 1
minuto y un ciclo final de 72°C por 10
minutos, y se obtuvieron amplicones para
GIAV 14; posteriormente se modifico el
protocolo utilizando la temperatura de
anillamiento de 58°C propuesta por
Perdomo H et al. (2011) [11], obteniendo
los amplicones para HCO002, HCO003,
HS021, HZ002, GIAV2, GIAV3, GIAVS,
GIAV9, GIAV 12, GIAV13,GIAV 14 y el
control positivo (Moniliopthora roreri).
(Figura 5).

v
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Figura-.5. Electroforesis en gel de
agarosa de productos de amplificacién
con iniciadores universales a partir de
ADN de Paecilomyces sp.

3.6 Secuenciaciéon de los fragmentos
ITS y comparacion de secuencias con
las bases de datos

Los resultados del analisis taxondmico
de estas secuencias fue de
aproximadamente 500 pb para HC002,
HZ002, GIAV3. Segun la base de datos
del NCBI, indican que las secuencias
tiene un 100% de identidad en el 100%
de su longitud con secuencias de ITS
pertenecientes a las especies
Purpureocillium lilacinum. De acuerdo
con la literatura, Purpureocillium lilacinum
se denominaba anteriormente
Paecilomyces lilacinus, pero después de
una revision taxonémica se clasificé en
un nuevo género llamado Purpureocillium
debido a varias diferencias fenotipicas
con especies del género Paecilomyces
segun Luangsa-ard JJ, et al. (2011) [12];
por otra parte el resultado del analisis de
la secuencia de GIAV12 identific6 esta
cepa como Penicillium copticola; en
cuanto a GIAV14 fue caracterizada
molecularmente como Penicillium paxilli.

4. CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

En este trabajo se purificaron vy
reactivaron 14 cepas de hongos aislados
de diferentes municipios de Norte de
Santander, conservadas en el Banco de
Cepas de Ila UFPS-Patios. Se
estandarizd6 la PCR | utlizando los
cebadores ITS4 y 5, con una temperatura

de anillamiento de 58°C.Y asi se
identificaron molecularmente cinco de las
cepas, como Purpureocillium lilacinum
(HC002, HzO002, GIAV3), Penicillium
copticola (GIAV12) y Penicillium paxilli
(GIAV14).

Los resultados obtenidos son relevantes,
ya que Purpureocillium lilacinum es
considerado de gran interés para el
control biolégico de enfermedades de
acuerdo a los ensayos de antagonismo in
vitro con M. roreri.
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