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L error mds grande lo cometes cuando, por temor a equivocatte,
te equivocas dejando de arriesgarte en tu camnino.

No se equivoca el hombre que ensaya distintos caminos pata alcanzar sus
metas. Se equivoca el que, por texmor a equivocarse, no camina.

No se equivoca el hombre que busca la verdad y no Ia encuentra;
se equivoca el que, por temor a errar, deja de buscarla.

(René Trossero).



DATOS BIOGRAFICOS

Maria del Rocio Hernandez Hernandez

Naci6 en Xalapa, Ver. El 15 de encro de 1968. Estudié [a “Primaria Juan de la Luz
Enriquez” (1975-1981), la Secundaria en la “Escuela Secundaria Técnica No. 3”7 (1981-
1984), el Bachillerato en el Centro de Bachillerato Tecnoldgico industrial y de servicios
No. 165 (1984-1987) en la especialidad de Suelos y Fertilizantes, en la Cd. de Coatepec,
Ver. y la Licenciatura en el Instituto Tecnol6gico agropecuario No. 18 en el Mpio. de
Ursula Galvan, Ver, (1987-1991) de donde egreso con el titulo de Ingeniero Agrénomo

en Sistemas de Produccidn Agricola.

Durante su desarrollo Profesional se ha desempefiado como técnico en una empresa de
plaguicidas y semillas de hortalizas de importacion en la Cd. de México (1992 y 1993),
También ha laborado como, Técnico consultor enlace “C” en la DGSV-Direccién de
Regulacién Fitosanitaria en el Depto. de Puertos Aeropuertos y Fronteras en la
expedicion de Requisitos Fitosanitarios y elaboracién de Normas Oficiales
Fitosanitarias, en la Subdireccién Internacional de Regulacién como asistente técnico y
en la Recepcion de muestras (1993-1995) y en la Subdireccion del Centro Nacional de
Referencia de Diagndstico Fitosanitario en el drea de Recepcion de muestras y emision

del Dictamen Fitosanitario (1995 a la fecha).

vi



Cuadro 1,

Cuadro 2.

Cuadro 3.

Cuadro 4.

Cuoadro 5,

Cuadro 6.

Cuadro 7.

INDICE DE CUADROS

Caracteristicas de T. indica, T. barclayana, T. walkeri y T. iritici.

Caracteristicas distintivas de T. ¢rifici con base a teliosporas.

Caracteristicas observadas y reportadas para 7. barclayana con
base en las teliosporas.

Caracteristicas distintivas de 1. indica con base a teliosporas.
Relaciéon promedio de rendimiento pg/pul obtenido del DNA
extraido de micelio, teliosporas y grano.

Relacion promedio de absorbancias (260/280 nm) obtenido del
DNA extraido de micelio, teliosporas y grano,

Cantidades de cada uno de los componentes de la mezcla de
reaccién, para la estandarizacion de las condiciones de PCR.

10

32

33

33

35

36

39

vii



INDICE DE FIGURAS

Figural. Grano de trigo con diferentes grados de dafio: A) Severamente
infectados, B) Medianamente infectados y C) Con
teliosporas adheridas (infestadas).

Figura 2. Cantidad del DNA de T. indica, observada por electroforesis en gel
de agarosa (0.8%) de las muestras (0.1 g) de 1=Micelio;
2=Teliosporas; 3=Granos severamente infectados, 4=Grano
parcialmente infectado, 5=Grano con teliosporas adheridas,
Con los métodos Hexadecitrimetilamonio (CTAB) (A),
Dellaporta et al., 1983(B), PlantDNAzol Reagent® (C) y
Nucleén Phytopure® (D).

Figura 3. Productos amplificados a partir del DNA de T. indica, de 825 pb
con los iniciadores TI17M1 y TI17M2 observados por
electroforesis en gel de agarosa (1.2%) de las muestras de
1=Micelio (0.1g); 2=Teliosporas (0.1g); 3=Granos
severamente infectados), 4=Grano parcialmente infectado,
5=Grano con teliosporas adheridas. Con los métodos CTAB
(A), Dellaporta et al., 1983(B), PlantDNAzol Reagent® (C)
y Nucledn Phytopure® (D).

vidi

24

37

40



RESUMEN

Tilletia indica Mitra, es el agente causal del carbén parcial del trigo (7riticum aestivum
L.). Por muchos afios, el trigo ha sido el cereal al que se le dedica la mayor supetficie de
siembra a nivel mundial; en México, es uno de los cereales mas importantes después del
maiz. El diagnéstico de carbones en el Centro Nacional de Referencia de Diagndstico
Fitosani_tario, sc realiza por técnicas morfologia y tamafio de teliosporas. Sin embargo,
cuando se trata de realizar el diagndstico de una enfermedad, cuyo patogeno es
morfolégicamente similar a varias especies, su identificacién resulta muy dificil. En
afios recientes, se han desarrollado diversas técnicas basadas en la comparacién de los
deidos nucleicos: marcadores moleculares, andlisis de secuencias de DNA
(secuenciacién) y la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR). Esta ultima utiliza
DNA, permitiendo mayor confiabilidad que las técnicas de diagnéstico tradicionales. El
objetivo del presente trabajo fue estandarizar la PCR para la deteccion de T. indica
patogeno. Se evaluaron cuatro métodos de extraccion de DNA  (CTAB,
Dellaporta et al, 1983,  PlantDNAzol Reagent® y Nucleén Phytopure®), de
diferentes tejidos (micelio, teliosporas y grano con diferentes grados de infeccion).
Para la PCR, se probaron diferentes parametros de reaccion (MgCly, Tag polimerasa
GIBCO BRL, oligonucle6tidos, DNA y temperaturas de anillamiento), se utilizaron un
par de oligonucledtidos  especificos para T indica (TII7TM1  5’-
TCCCCTTGGATCAGAACGTA-3’ y TI17TM2 5’-AGAAGTCTAACTCCCCCCTCT-
3°) derivados de la clona pTIMD17. La especificidad de éstos, fue evaluada con 7. trifici
y T. barclayana. El método mas eficiente fue el CTAB, para los tejidos probados y para
teliosporas de las otras especies. Con estos oligonucle6tidos se obtuvo un fragmento
esperado de 825 pb en T' indica. Estos resultados demuestran la aplicacion de la técnica

como una herramienta adicional y confiable en el diagnéstico de T indica.

Palabras clave: Tilletia indica, diagnéstico, PCR
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ABSTRACT

Tilletia indica Mitra is the causal agent of Karnal bunt of wheat (T¥iticum aestivum L.).
Through the years, wheat has the main cereal crop grown all over the world; in Mexico
it is also one of the most important cereal crops surpassed only by corn. The diagnosis of
smuts in the National Center of Phytosanitary Diagnostic Reference is carried out by
morphological characteristics and size of the teliospores. However, when a smut disease
is caused by a pathogen similar to several species, the diagnosis turns out too difficult by
this method. In recent years, several techniques, based on the comparison of nucleic
acids, have been devoloped, molecular markers, sequences analysis of DNA
(sequentiation) and the Polymerase Chain Reaction (PCR). The last one uses DNA,
thereby being more reliable than the other techniques. The main objetive of the present
research work was the standarization of the PCR technique for the detection of the
Karnal bunt pathogen. Four extraction methods of DNA (CTAB, Dellaporta ef al., 1983,
PlantDNAzol Reagent® y Nucledn Phytopure®), from differsent tissues (mycelium,
teliospores and seeds with different levels of infection) were evaluated. For PCR,
different reaction parameters (MgCly, Tag polymerase GIBCO BRL, oligonucleotides,
DNA and temperatures of circular bands) were tested, and a pair of oligonucleotides,
specific for 7. indica (TI17M1 5’-TCCCCTTGGATCAGAACGTA-3" y TIITM2 5-
AGAAGTCTAACTCCCCCCTCT-3%), derived from the clone pTIMD17, were utilized.
The specificity of these oligonucleotides was evaluated with 7. #ritici and T.
barclayana. The most efficient method for the tissues tested and for teliospores of this
species was the CTAB. With these oligonucleotides the expected fragment 825 pb for 7.
 indica was obtained. These results show that this tecnique may be used as an additional

and reliable tool for the diagnosis of 7. indica.

Key words: T. indica, diagnosis, PCR.
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L. INTRODUCCION

El trigo (riticum aestivum L.) es un cereal de gran importancia que ocupa el 20% de la
tierra cultivada en el mundo. En México, se cultivan alrededor de 1'000,000 ha, con un
rendimiento promedio de 3.9 toneladas por ha (SAGAR, 1996), Sin embargo, la
produccion nacional no es suficiente para el consumo del pafs, por lo que se importan
grandes cantidades de trigo principalmente de E.U.A. y Canada. También, ¢l tratado de
libre comercio que firmé México con estos dos paises ha ocasionado un mayor flyjo de
trigo y de una gran variedad de productos agricolas, lo cual conlleva al riesgo de

introduccion de plagas de interés cuarentenario.

El carbon parcial del trigo (Zilletia indica (Mitra), Sin. Neovossia indica (Mitra)
Mundkur) es una enfermedad que se transmite por semilla, infecta a los granos en
desarrollo y los convierte parcialmente en masas carbonosas (SAGAR, 1996). Esta
enfermedad causa bajas en el rendimiento de la cosecha y afecta en gran medida la
calidad del grano, ya que cuando se tiene una infeccion mayor al 3% en la muestra, se

constdera no apto para el consumo humano (USDA, 1996).

Si bien el carbén parcial estd presente en el pais, su distribucién se encuentra limitada a
ciertas zonas geograficas (plaga tipo A-2), lo cual implica que para realizar

importaciones y movilizaciones nacionales e internacionales de grano y semilla de trigo



deben de cumplir ciertos requisitos fitosanitarios, para retrasar o evitar de csta manera el

ingreso y diseminacién a zonas libres.

Debido a la importancia de esta enfermedad, es necesario emplear técnicas de
diagnéstico confiables y rapidas que garanticen, que el material movilizado entre paises
o dentro de un pais se encuentre libre del patdgeno, lo cual permitird conservar zonas

libres de carbon parcial y detectar nuevos focos de infeccion.

El diagndstico de carbones, en el Centro Nacional de Referencia de Diagndstico
Fitosanitario (CNRF) de la Direccion General de Sanidad Vegetal (DGSV), se ha venido
realizando por caracterizacion morfologica de las teliosporas. La principal desventaja de
este método es que el patdgeno es morfoldgicamente similar a otras especies del mismo
género (7. walkeri y 1. barclayana) y la diferenciacion resulta laboriosa. Esta
problematica se ve reducida por el uso de otras herramientas, tales como analisis de
isoenzimas y analisis de proteinas; sin embargo, estos métodos requieren experiencia en
la interpretacion de los polimorfismos complejos (Bonde ez af., 1989). La apaticion de
técnicas basadas en el analisis de 4cido desoxtiribonucleico (DNA) proveen diagnosticos
mas confiables y especificos; dentro de éstas se encuentra la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) por sus siglas en ingles, la cual utiliza la enzima DNA Tag polimerasa
para amplificar pequeflas cantidades de DNA especifico, permitiendo que el diagnéstico
tenga mayor confiabilidad (Henson ef al, 1993). Mediante esta técnica se ha
identificado a este patogeno usando iniciadores especificos para amplificar fragmentos
del DNA 7. indica y diferenciarla de otras especies de 7illetia (Smith ef al., 1996); del

mismo modo, McDonald ef al., (1998) probé la especificidad de estos iniciadores



obteniendo amplificacion Gnicamente para 7. indica y menciona que esta técnica tiene
una rango de especificidad del 90%. Debido a esto, se plante6 el presente trabajo con

los siguientes objetivos:

1.1, Objetivo general

» Detectar a T, indica mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa

1.1.2. Objetivos particulares

» Evaluar métodos de extraccion de DNA a partir de micelio, teliosporas y grano
infectado e infestado con 7. indica.

» Optimizar la técnica de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa para amplificar el
DNA de 7. indica.

» Determinar la especificidad de la técnica para el diagnéstico de 7. indica.



1. REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades del cultivo

El trigo (Triticum spp. L.) pertenece a la Familia Poaceae. El trigo harinero (7rificum
aestivum 1..), se cultiva en un amplio rango de ambientes y es el cereal al que se le
dedica mayor superficie de cultivo en el mundo, pues proporciona el alimente ndmero
uno al ser humano; es el de mayor produccion, comparado con los cultivos de arroz,
maiz y papa (Briggle, 1980; Camacho, 1997); es fuente de carbohidratos, proteinas,
vitaminas y minerales. El consumo es principalmente en forma de pan y como

ingrediente basico de muchos productos alimenticios {Schmit, 1980; Camacho, 1997).

El trigo crece en ambientes templados, aridos o semiaridos, con altitudes desde el nivel
del mar hasta por arriba de los 3000 m.s.nm,, (SARH, 1992). La temperatura minima
para su crecimiento es de 3 a 4°C, la optima de 25°C y la maxima de 30 a los 32°C;

crece mejor en suclos bien drenados (Camacho, 1997).

2.2, Principales paises productores

Existen aproximadamente 23 paises que se dedican a la produccién del trigo, dentro de
los cuales destacan: China, Hstados Unidos de América, India, Rusia, Francia, Canada,
Turquia, Ucrania, Alemania, Paquistan, Australia, Inglaterra, Escocia, Irlanda, lran,
Argentina, Kasajastan, Polonia, Ttalia, Rumania, Egipto, Hungria, Dinamarca, Espafia y

México. (Hamilton, 1997, FAQ, 1996, citado por Camacho, 1997).



2.3. Principales estados productores de trigo en México

La produccion de trigo se obtiene en seis zonas localizadas en el noroeste de México
(Sonora, Sinaloa y Baja California, Baja California Sur); en el Bajio (Querétaro,
Guanajuato, Jalisco y Michoacan); en la Laguna (incluye parte de Durango v Coahuila,
norte de Zacatecas, San Luis Potost y Aguascalientes); los valles altos de la altiplanicie
mexicana (Estado de México, Puebla, Hidalgo y Tlaxcala) (Fuentes-Davila y Hettel,
1992, Camacho, 1997; Robles, 1986, citado por Blanco en 1998). La principal regién
productora de trigo se encuentra en el estado de Sonora, el cual ocupa el primer lugar
en los cultivos de invierno con aproximadamente 300,000 ha que producen alrededor de

1,500,000 ton, con un rendimiento promedio de 4.7 ton/ha (SARH. 1992).

2.4. Importancia del trigo para México

Entre 1990 y 1995, en México, el volumen global de trigo cosechado fue de
4,770,000,000 de ton, que representd el 21% del consumo aparente en este periodo, lo
que se tradujo en un promedio per capita de 52 kg; el promedio anual fue de 968,000 ha
de trigo que representaron alrededor del 7.6% de la superficie promedio sembrada con
gramineas anuales, colocandolo en el cuarto lugar de acuerdo al 4rea de siembra. Los
estados de Sonora, Guanajuato, Sinaloa, Baja California, Baja California Sur y
Michoacan en conjunto sumaron el 65% de la superficie sembrada anualmente. En los
estados de la regiébn Noroeste del pais se sembro el 46% de la superficie con un
promedio anual de 2,954,000,000 ton de trigo, es decir, el 78% de la produccién
nacional. En particular, Sonora dedicé un 26% de la superficie destinada a la produccién

con un promedio anual de 1,221,000,000 ton.



2.5, Principales enfermedades fungosas que atacan al trigo

Patdgenos comunes como Septoria iritici Helminthosporium  spp., Bipolaris sp.,
Drechslera sp. y Alternaria sp. pueden ocasionar manchas y tizones foliares, destruir
parte del tallo y de la raiz o atacar directamente a los granos y en cualquiera de los casos
ocasiona pérdidas considerables en la produccion (Obst y Zogg, 1980; Zillinsky, 1984,

Agrios, 1985, Wiese, 1987).

El cornezuelo (Claviceps purpurea) es una enfermedad que se encuentra ampliamente
distribuida en todo el mundo; aparece con mayor frecuencia en el centeno, pero también
es comin encontrarlo en el trigo (Agrios, 1985; Wiese, 1987), ocasionando pérdidas de

hasta 0.1% (Alderman ef al ., 1999).

El tizon de la espiga del trigo (Fusarium graminearunt) no s6lo provoca graves pérdidas,
sino que también produce micotoxinas que afectan la salud humana y animal (Ireta y

Gilchrist, 1994; Dubin et al., 1996).

Las royas se encuentran enire las enfermedades mds destructivas, ya que ocasionan
perdidas equivalentes a casi el 10% de 1a cosecha mundial de grano por afio, atacan a
las hojas y los tallos. Dentro de las principales estin: la roya negra del tallo (Puccinia
graminis), roya amarilla o rayada (Puccinia striformis), la roya café o foliar (Puccinia

recondita) (Obst y Zogg, 1980; Agrios, 1985).

Las perdidas ocasionadas por las royas son igualadas por los carbones, aunque no

superadas. Los carbones a diferencia de las royas atacan a los granos, reemplazandolos



por masas de esporas polvorientas de color negro que se asemejan al hollin o carbén; de
esta manera, la disminucion en el rendimiento y la calidad del grano es directa (Agrios,
1985). Dentro de los carbones que atacan al trigo estin el carbén cubierto (7illetia
caries), el carbon apestoso (7illetia foetida), el carbon del enanismo (7illetia
controversa) y el carbon parcial (Zilletia indica) (Zillinsky, 1\984; Agrios, 1985; Wiese,

1987).

2.6. Generalidades del carbén parcial del trigo

2.6.1. Agente causal

El patégeno (7illetia indica Mitra) (Basidiomycota: Ustilaginales: Ustomycetes:
Tilleriaceae), tue clasificado originalmente por Mitra en 1931; posteriormente, Mundkur
en 1940 lo reclasificd como Neovossia indica por observar caracteristicas distintivas
como promicelio no ramificado, algunas teliosporas con presencia de un apéndice o
pinaculo, que es una caracteristica distintiva del género Neovossia. (por el contrario, la
ausencia de dicho apéndice es también tipico del género Tilletia, actualmente ambos
géneros son considerados como sinonimos (Romero 1994), pero es mas usual el nombre

de 7. indica debido a que no todas las teliosporas presentan el apéndice).

Por su parte, Duran y Fischer (1961} indican que las esporas son globosas y subglobosas
y que ocasionalmente presentan adheridas a ellas fragmentos de micelio, son de color
subopaco, rojizo oscuro a café ciprico, su didmetro es de 24-47 um y también presentan

espinas compactas de 1.4-4.9 um,



Las teliosporas de 1. indica son de color café oscuro a negro, miden de 22-49 pm, son
esféricas a ovaladas con reticulaciones y espinas truncadas; se ha observado que también
presentan una membrana hialina cubriendo las espinas, la cual persiste en las esporas

maduras (Joshi ez al., 1983).

Por su parte, Zilinsky (1984) menciona que el tamafio de las teliosporas son de 25-42
pm, mientras que Saari y Mamuluk (1996), indican que el tamafio de la teliosporas
corresponden a 24-47 um y son de color subopaco, café claro a obscuro, de forma

globosa con ornamentacién de espinas truncadas.

Fuentes y Duran (1986, citado por Nagarajan, 1997), observan que las teliosporas
pueden ser de forma globosa o subglobosa, de 22-49um de tamafio, reticuladas con

proyecciones y cubiertas por una capa gruesa.

La morfologia varia principalmente en el tamafio y longitud de las espinas; Romero
(1994) indicé que las teliosporas son globosas, café oscuras, grandes (de 22 a 49 pm de
diametro) con la superficie reticulada y una tela membranosa que las cubre hasta su
maduracion; cuande germinan, en el 4pice del promicelioc se forman numerosas
esporidias binucleadas (frecuentemente méas de 100), no se fusionan como sucede con

las de otros carbones, sino que germinan directamente y producen hifas infectivas.

Por otro lado, Paulitz (1995) indica que el tamafio de las esporas es de 25-52 pm y en
promedio de 38-42 pm, su forma es globosa o subglobosas con paredes verrucosas con

espinas truncada que miden de 1.5a 5 um,



NAPPO 1999 describe a las esporas de 7. indica tienen un diametro de 22-61 pm y que

las espinas miden 1.5 a 7.0 um.

2.6.2, Comparacién morfolégica de 7. indica con T, tritici y T. barclayana

Tilletia caries (D.C.) Tul. 1847 (sin. Tilletia iritici) es el llamado carbén comin del
trigo. Las teliosporas se caracterizan por tener paredes gruesas tri-laminadas con
apariencia de red cubierta por una gelatina semitransparente. En 7. fritici las teliosporas
son de color amarillo clero a gris o café rojizo, son generalmente globosas y
ocasionalmente ovoides, miden 15-23.5 pm de didmetro, aunque en algunas ocasiones
alcanzan 25 um; ademds presenta reticulaciones poligonales de 0.5-1.5 um de
profundidad, las células estériles son globosas a subglobosas de 9.8-18.2 pm de
didmetro y son semitransparentes (Zillinsky, 1984; Wiese, 1987 y Romero, 1994) T.
fritici es muy similar a 7° Jeavis, excepto que en ésta Gltima las paredes de las teliosporas

son lisas y semitransparentes de forma globosa-alargada.

Tilletia barclayana (sin. Tilletia horrida) es ¢l agente causal del carbon del grano del
arroz, Las teliosporas son muy parecidas a las de 7. indica, su forma es variable, ya que
se encuentran desde formas globosas, poliédricas, elongadas o contorneadas de 21-30
pm de digmetro, el color es amarillo palido con paredes delgadas de 2.5 pm, se
encuentran rodeadas de espinas hialinas o ligeramente colorecadas puntiagudas en el
apice e irregularmente poligonales en la base, las espinas son curvadas y miden 1.5-4.2

pm de alto (Duran y Fischer, 1961) (Cuadro 1).



Cuadro 1, Caracteristicas de I\ indica, T. barclayana, T. walkeri y T. iritici (Romero

1984 y NAPPO 1999),

Caracteristicas para T. indica T. barclayana T. walkeri T. tritici
el diagndstico
Tatnafio ((um) 22-61 17-36 26-44 14-24
Café claro a Amarillo
Color Café a negro opaco Café a negro opaco oscuro, Nunca de  palido
color negro
opaco
Morfologia Globosa a subglobosa (Globosa a subglobesa Eslérica Globosas
poliédricas
Densas, 1.5a7.0 u de Pueden ser curvadas; las Achatadas; con  Espinas
longitnd; ornamentacién ~ puntas son circulares, acanaladuras en  curvadas que
Espinas verrugosa en la superficie  achatadas v largas la superficie a miden de 1,5-
veces similaresa 4.2 pm
las de 7' indica
Hospedero principal  Trigo Arroz Pasto Trigo

2.6.3. Sintomas del carbon parcial del trigo

El carbén parcial del trigo es una enfermedad de la semilla y los sintomas sdlo son
visibles cuando el grano se encuentra completamente desarrollado, el patbégeno
convierte el ovario del grano infectado en un soro o masa de teliosporas, de color
castafio obscuro. El soro se forma en la porcién del embrién en forma longitudinal vy
deja el resto de la semilla intacta; sin embargo, en variedades susceptibles, cuando las

infecciones son muy severas, el endospermo puede ser invadido y el grano completo
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puede transformarse en un soro; el cual emite un olor a pescado descompuesto, debido a

la trimetilamina, que es desagradable al paladar (Romero, 1994; Nagarajan, 1997),

Cashion y Lutrell (1988), citados por Nagarajan (1997), estudiaron porqué el patdgeno
no invade al embrion y demostraron que el micelio sélo prolifera en el pericarpio,
desintegrando las capas medias de las células parenquimatosas, evitando la fusién de la

otras capas del pericarpio con la cubierta de la semilla.

Roberson y Lutrell (1987), citados por Nagarajan (1997), demostraron que el
crecimiento micelial provoca una ruptura de las células que rodean al tejido vascular,
evitando que los nutrientes lleguen al embridn; el resultado es una semilla pobremente

desarrollada, con pocas posibilidades de originar una planta vigorosa y sana.

2.6.4. Ciclo de la enfermedad

Las teliosporas de 7. indica persisten en el suelo y en la semilla. Las esporas que se
encuentran en el suelo son la fuente primaria del inoculo; éstas producen esporidios
primarios y secundarios, los cuales son dispersados por el viento ¢ infectan las espigas
penetrando directamente por las glumas y las paredes del ovario; con el tiempo forman
una masa de teliosporas oscuras dentro del grano. Durante la cosecha el pericarpio que
cubre las teliosporas es facilmente roto, contaminando el suelo y la semilla sana. Los
granos parcialmente infectados pueden producir plantas sanas; sin embargo, aquellos
severamente afectadas pierden su viabilidad o presentan una germinacién anormal

(Wiese, 1987, Rai y Singh, 1978, citado por Fuentes-Davila, 2000).
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2.6.5, Condiciones ambientales que fayvorecen la enfermedad

La germinacion de las teliosporas de 7. indica es favorecida por temperaturas de 14-
20°C y las cercanas a 17°C son consideradas 6ptimas; sin embargo, la enfermedad puede
desarrollarse mas alla de éstas, debido a que se ha observado la germinacion a
temperaturas extremas de 5 y 25°C, con alta humedad relativa y lluvias constantes

durante la floracién (Smilanick ef af., 1985 y Bonde ef al., 1997),

1. indica sobrevive en ambientes de invierno como los de Canada. Investigaciones
hechas en el CIMMYT, en México, demostraron que las teliosporas fueron viables
después de dos afios a temperaturas de —18°C y después de un afio a - 30°C (Chachal,

1992).

2.6.6. Pérdidas que ha causado Ia enfermedad en produccion de trigo

Brennan et al, (1990), en un estudio realizado en el noreste de México, sefialdé que
existen dos formas de ocasionar pérdidas por parte de 7. Indica; por un lado se
encueniran aquellas relacionadas con los costos directos como son pérdida en el
rendimiento (6%), pérdida en la calidad de granos infectados (37%), pérdidas por falta
de exportacion en la semilla (16%); por otro lado aquellas que se dan en los costos
indirectos debidos principalmente a las pérdidas por las restricciones en la siembra
(29%), los costos adicionales por el transporte de semifla de 4reas libres de carbon
parcial (8%) y pérdidas debidas a los rechazos de grano infectado por la industria,

tratamiento a la semilla y fumigacién de grano (Brennan ef ai., 1990).
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El dafio real de la enfermedad se encuentra en el impacto que tiene sobre la calidad del
grano y la harina, por lo que el dafio en el rendimiento y viabilidad sobre la semilla

resulta menor (Kohli ef al., 1993; USDA-APIS, 1996).

Ademas del impacto econdémico que esta enfermedad ha causado en México en afios
recientes, ha afectado el flujo de germoplasma experimental dentro del pais y a nivel

internacional.

2.6.7. Distribucion mundial del carbon parcial

T. indica fue identificada en la region de Karnal al noroeste de la India por Mitra en
1930 (Fuentes-Davila, 1997). Posteriormente, se extendié al norte y noroeste de la India
(1998) y Paquistan (1975); se piensa que la floracién uniforme de variedades precoces y
las altas dosis de nitrogeno fueron determinantes para la rapida diseminacion de la

enfermedad (Munjal, 1975, citado por Kohli ef al., 1993).

El carbdn parcial del trigo estd presente en Pagquistan (Munjal, 1975), Nepal (Singh et
al., 1989), Afganistan (Locke ef al, 1955, citados por Bonde y Smilanick, 1999), Irak
(CMI, 1989), Siria, Turquia, Suecia (Lambat ef o, 1983, citado Bonde y Smilanick, v
Paulitz, 1995), Libano, Santo Domingo, (NAPPO, 1993), Brasil (CABI, 2000), Estados
Unidos de América (Donde ef al, 1997, Cunfer y Castlet;{jfy, 1999) v México (Fuentes—

Davila y Hettel, 1992).
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2.6.8. Distribucién nacional del carb6n parcial

En 1970 se detectd en el Valle del Yaqi, Son., México. Rodriguez (2000) menciona que
en 1971, fue detectado en Cd. Obregdn, Son. con niveles de infestacion de 0.0 y 0.2%;
para 1980 se incrementd la presencia de la enfermedad en estas regiones vy se extendio a
los estados vecinos Sinaloa y Baja California Sur. En 1983, el gobierno mexicano
impuso medidas legales para prevenir la diseminacion de la enfermedad, restringiendo
la siembra de trigo en campos infestados (Delgado, 1984 citado por Kohli ef a, 1993,

Fuentes-Davila y Hettel, 1992).

En el ciclo invierno 1984-1985 el problema se habia extendido a 26,000 ha del Valle del
Yaqui y 4,000 ha del Valle del Mayo, ademas de algunas superficies de trigo en el Valle

del Carrizo y del Valle del Fuerte en el Norte de Sinaloa (Rodriguez, 2000).

En 1987 la SARH (actualmente SAGARPA) establecid la Cuarentena Interior
Permanente No. 16 Contra el Carbén Parcial del Trigo Neovossia (T, indica), declarando
la produccion de semillas y grano en cuarentena, para los estados de Sonora (Bacum,
Alamos, Rosario, Cajeme, Etchojoa, Quiriego, Guaymas, Navojoa y Huatabampo);
Sinaloa (Ahome, El Fuerte, Guasave, Salvador Alvarado, Angostura v Culiacin) v Baja
California Sur (Comondit). La cuarentena también sefial los procedimientos para la
produccién de semillas en las dreas cuarentenadas y de la movilizacién de equipos y
maquinaria de las 4reas infestadas e incluye las regulaciones para grano de trigo

{Rodriguez, 2000},
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En 1989 se encontraron granos infectados en dos lotes de trigo harinero en el campo
experimental del CIMMYT en Atizapan, Toluca, Edo. de México (Kohli e al., 1993 ),
en el estado de Guanajuato se detectd en el municipio de Tarimoro, Apaseo el Grande e
Irapuato en el estado de Guanajuato; en Irapuato se encontraron granos contaminados en
bodegas, asi como en Arandas, Jal. y Pastor Ortiz, Michoacan (Narro ef al,, 2000). Para
1991-1992 se encontré en la Costa de Hermosillo y Caborca, Son. (Fuentes-Davila,

1997).

De acuerdo a las necesidades fitosanitarias de que este patégeno no fuera movilizado la
SARH crea la campafia contra el carbon parcial del trigo (1995), 1a cual se aplica tanto
en zonas donde existe la plaga como en zonas libres reconocidas. Es dentro de estas
Oltimas, en donde la instrumentacion de medidas preventi.vas favorece la produccién de
trigo. El muestreo en campo, en centros de acopio, el diagndstico fitosanitario, la
capacitacion y la divulgacion son acciones que han ayudado a confirmar la ausencia del
patégeno causante del carbon parcial y han permtitido dar a conocer a los productofes y
técnicos agricolas la importancia que tiene esta enfermedad actualmente, asi como la
importancia que tiene el evitar la entrada a zonas en las cuales nunca se ha presentado, y
que bajo el cumplimiento de requerimiento fitosanitario se pueden llegar a declarar
nacionalmente zona libres para posteriormente ser reconocidas por autoridades agricolas

de otros paises (SAGAR, 2000)
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2.7. Métodos de diagnéstico para carbones

2.7.1. Método tradicional

El método de laboratorio que se utiliza para la deteccidon de 1. indica se encuentra
establecido en la NOM-001-FITO-1995 (SAGAR, 1996 y Sanchez, 2000), consiste en
el lavado del grano y filtrado del liquido resultante de los granos para obtener teliosporas
de carbdn parcial; éstas son identificadas por caracteristicas morfométricas tales como:

forma, color, ornamentaciones y tamafio, entres otros.

2.7.2. Otros métodos de diagnostico

2.7.2.1. Electroforesis de isoenzimas

La electroforesis de isoenzimas permite el analisis de los diferentes patrones proteicos
que caracterizan a una especie. Las isoenzimas catalizan la misma reaccidn pero tienen
diferente estructura molecular lo que permite diferente movilidad electroforética, las
cuales son visualizadas después de la electroforesis, mediante la aplicaciéon especifica de
un colorante. La presencia de los diferentes patrones de proteinas son debidos a la gran

variabilidad de éstas, lo que dificulta su interpretacién (Barrera et al., 1993)

Las enzimas m4s importantes que s¢ han utilizado para el diagnostico de 7. indica son la
fosfato-glucosa, 6 fosfato-glucosa deshidrogenasa, manitol- deshidrogenasa, nucleosido-
fosforilasa y manosa-fosfato-isomerasa (Bonde ef a/ ., 1988; Bonde et af ., 1989). El
analisis de éstas ha sido usado para distinguir aislamientos de 7 indica y 1. barclayana,
usando extractos proteicos de teliosporas germinadas. Los métodos electroforéticos
requieren experiencia para la interpretacién de los diversos complejos polimoérficos

asociados con estas especies (Bonde ef al., 1989).
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2.7.2.2. Anilisis del DNA

La variacion natural de las secuencias de DNA. se puede detectar de diferentes formas,
entre las que destacan la secuenciacion directa; este método se ha utilizado en
organismos modelo como Arabidiopsis sp., no obstante es un método laborioso y
costoso, por lo que en afios recientes han surgido nuevas técnicas de uso mas general, la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), los polimorfismos del DNA amplificados
al azar conocidos como RAPD's por sus siglas en inglés (Random Amplified Polymorfic
DNA) y los polimorfismos de la longitud de los fragmentos amplificados, conocidos
como RFLP’s por sus siglas en inglés (Amplified Fragment Lenght Polymorphism), los
cuéles han sido utilizados en la taxonomia, diagnéstico, revalidacién de la variacion
intra e interespecifica y en las relaciones filogéneticas de hongos fitopatdgenos y de
importancia comercial. En la actualidad estas técnicas son ampliamente utilizadas en
Biologia Molecular, ya que permiten el analisis del genoma, no se encuentran sujetas a
cambios ambientales y pueden reducir tiempo, espacio y costo en programas de

taxonomia, diagnéstico y fitomejoramiento (Rojas, 2000).

Los primeros ensayos de la PCR se realizaron en forma manual, utilizando la
amplificacion del fragmento de Klenow de la DNA polimerasa de la bacteria
Escherichia coli, asi como varios bafios de agua para alcanzar diferentes temperaturas.
Después del paso de desnaturalizacion, en cada ciclo se requeria una nueva cantidad de
enzimas para reemplazar la incluida inicialmente. Estos primeros ensayos hicieron que
la PCR resultara costosa, compleja y poco eficiente (Prost y Larzul, 1989).
Posteriormente con los descubrimientos de la enzima DNA. polimerasa termoestable

(DNA Tag polimerasa), aislada de la bacteria Thermus aquaticus y la introduccién de
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termocicladores automatizados permitieron disminuir significativamente el costo y

hacerla mas eficiente (Henson y French, 1993).

La PCR consiste en la sintesis enzimatica de millones de copias de un segmento
especifico de DNA, es decir, es un proceso bioquimico ir vifro, mediante el cual las
cadenas individuales de DNA blanco son duplicadas por la DNA polimerasa en cada uno
de los ciclos (generalmente entre 20 y 30) que integran la reaccién, al final de cada uno
de los cuales las nuevas cadenas vuelven a ser duplicadas por la misma enzima,
lograndose una produccion exponencial de millones de copias del gen o segmento de

DNA especifico sometido al proceso (Barrera ef af., 1993; Mills, 1994),

Cada uno de los ciclos de la reaccién consta de tres pasos, determinados por
temperaturas y tiempos especificos, que son: 1) Desnaturalizacion, (92-98°C, 30 a 90 s),
en el cual se separan o desnaturalizan las dos cadenas complementarias del DNA blanco;
2) alineamiento (50-60°C, 30-60 s) en el que se realiza el apareamiento especifico entre
los iniciadores y las cadenas simples del segmento de DNA blanco desnaturalizado y 3)
Extension, (70-74°C, 30-90 s), en el que la DNA polimerasa extiende la longitud de los
iniciadores aparcados al DNA blanco, al ir polimerizando los desoxirribonucleétidos
libres, resultando en nuevas cadenas complementarias a las dos cadenas sencillas

presentes al inicio de la reaccion (Erlich ef al., 1991; Barrera et al., 1993).

Los reactivos requeridos para PCR son: DNA, iniciadores (oligonucledtidos, primer u

oligomeros) especificos que flanquean el gen o segmento que actiia como blanco para la
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amplificacion; mezcla de desoxiribunucledtidos (ANTP’s); solucién amortiguadora de

reaccion y DNA 7ag polimerasa (Barrera ef al, 1993; Henson y French, 1993).

En el diagnostico clinico, la técnica ha sido utilizada en la genética, inmunologia, en el
campo de la Oncologia y para la deteccidén de virus; en Microbiologia para el
diagndstico répido y preciso de infecciones producidas por bacterias, hongos vy virus; en
la Medicina Legal la técnica ha enriquecido el andlisis de las pruebas de paternidad y la
identificacion de individuos a través de la tipificacion de regiones cromosémicas con
secuencias de DNA altamente variables o polimoérficas, El proyecto del genoma humano
también ha recurrido a esta técnica, asi como la Arqueologia, la Biologia Evolutiva, la
Biologia Molecular y la Ingenieria Genética (Flenson y French, 1993). En los campos de
la Biotecnologia ha contribuido a facilitar el mejoramiento de plantas y animales (Erlich
et al., 1991; Dong et al, 1992; Barrera ef al, 1993), en el anilisis de alimentos
(Niederhauser ef al., 1992), asi comé en el analisis ambiental (Bej ef al., 1991). En el
diagnéstico de fitopatdgenos, estd contribuyendo en la identificacién més precisa de los
agentes causales de las diversas enfermedades (Mills, 1994; Clark, 1994; Schaad et al.,

1994),

Una modificacién de la PCR son los RAPD’s (Random Amplified Polimorfism of
DNA). A diferencia de la PCR, en los RAPD’s s¢ emplea un oligonucledtido de
secuencia arbitraria (de 9 a 10 bases) con un contenido de 50 a 80% de guanina-citocina.
En teoria el nimero de fragmentos amplificados dependerd de la longitud de
oligonucledtido y el tamafio de genoma, ademas de la probabilidad de que exista

complementariedad entre el iniciador y el DNA blanco, pero en forma general se
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" pueden obtener de dos a diez productos de amplificacion, Los RAPD’s detectan cambios
- en la secuencia del DNA en un sitio arbitrario en el genoma, estos cambios se
manifiestan en el nimero y longitud de los productos amplificados (Rojas, 2000). Este
procedimiento se ha utilizado para reconocer la variabilidad genética en aislamientos de
Sclerotinia homoeocarpa causante de la mancha dolar en pastos (Raina ef al., 1997);
Colletotrichum kahawae en café (Omondi er al, 1997); diferenciaciéon de razas de
Fusarium oxysporum f. sp. pisi; o para establecer relaciones enire diferentes
aislamientos de especies de hongos (Grajal ef af., 1993); para reconocer la variacién de
patogenicidad de Botrytis cinerea (Kerssies ef al.,, 1997); para detectar el tizén tardio
(Phytophthora infestans) y la pudricion rosada en papa (P. erythroseptica) (P.

nicotianae) (Tooley et al., 1998),

Existe ademas un método que combina el uso de enzimas de restriccién, hibridacién con
la PCR, y se conoce como Polimorfismos en la longitud de los fragmentos de DNA
amplificados (Amplified Fragment Length Polimorfism, AFLP por sus siglas en inglés)
que tiene una mayor sensibilidad para encontrar las diferencias entre individuos (Vos et

al., 1995).

Gaudet y colaboradores (2000), por clonacién y secuenciacidn generaron iniciadores
especificos a partir del andlisis de huellas genéticas generadas (mas de 35) por la técnica
de AFLP's, a partir de 7. indica, T barclayana vy T. walkeri, para identificar 7’ indica.

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa ha permitido identificar diversos
hongos como Gaeumannomyces graminnis (Schesser et al., 1991 citado por Mills en

1994). Mills (1994), la utiliz6 para identificar aislamientos de Colletotrichum acutatum
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y C. gloeosporioides, los cuales no se habian podido distinguir con las técnicas

morfologicas tradicionales.

Roll ef al. (1990) usaron micelio colectado de arboles de limon infectados para detectar
Phoma tracheiphila y tejido infectado de hojas de cebada fueron suficientes para

secuenciar DNA de Pyrenophora teres.

Nazar et al. (1991) encontraron diferencias en la secuencia de las regiones de los
espacios transcritos internos (I'T'S) del hongo de la marchitez, Verticillium dahliae y V.

albo-atrum y disefiaron iniciadores que amplifican el DNA de cada especie.

También se han encontrado diferencias en las secuencias de las regiones ITS de
Leptosphaeria maculans, lo cual permitié la identificacion de aislamientos virulentos de
este patdgeno en hojas de canola (Xue et al.,, 1992), En el mismo afio, Lee y Taylor
usaron regiones de DNA ribosomal con fines filogenéticos para ubicar especies de

Phytophthora.

Por otro lado, Gaeumannomyces graminis que provoce la enfermedad de la corona y la
raiz de pasto y cereales fue detectado por PCR usando fragmentos de DNA mitocondrial

de aproximadamente 450 pb (Henson e al., 1993).

2.7.2.2.1. La técnica de PCR para el diagnostico de 7. indica
Para la deteccion y diferenciacion de 7. indica de otras especies, se han utilizado

secuencias especificas del DNA mitocondrial (DNAmt) a partir del micelio (Ferreira ef
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al., 1996); del mismo modo Frederick ef al. (2000) analizaron el DNAmt mediante la
PCR para amplificar un fragmento de 2.30 Kb para T. indica que la diferencio de 1.
walkeri. Por otro lado, Levy et al. (2000) diferenciaron a 7. indica de otras especies que
atacan pastos por medio de los espacios transcritos internos (ITS1/ITS2) del DNA
. ribosomal (DNAr) y encontraron que la enzima de restriccion Scal no digirid los
fragmentos amplificados por PCR con el iniciador ITS1 de 7. indica pero si los de otras

especies de Tilletia,

Smith ef al. (1996) utilizaron dos juegos de iniciadores desarrollados por analisis de
secuenciacion de fragmentos clonados con la enzima Dral de DNA mitocondrial de 7.
indica. Bl primer par de iniciadores TI17TM1 (5'-TCCCCTTGGATCAGAACGTA-3")y
TI17TM2 (5"-AGAAGTCTAACTCCCCCCTCT-3") derivados del clon pTIMDI7
amplificaron un producto de 825 pares de bases (pb) para todos los aislamientos de 1.
indica 'y no para otras especies del género; el par de iniciadores (primers) TIS7MI
(5"-TTTTCCCTCTCTCCTTTTTTCA-3") y TIS7TM2 (5-
AGCAAAGACAAAGTAGGCTTCC-3") derivados del clon pTIMDS57 produjeron un
fragmento de 118 pb, et cual fue Gnico para T. indica. La especificidad de los productos
amplificados para 7. indica fue confirmado por hibridacion (southern-blot) usando las
sondas PTI-MD17 6 PTI-MD57 marcadas con **P. El método también empled un
control de PCR usando los iniciadores que amplifican regiones altamente conservadas,
tales como los espacios internos transcritos (ITS) del DNA ribosomal reportado en la
literatura para diversos grupos de hongos; todas las especies de Tilletia amplificaron un
fragmento de 420pb usando los iniciadores TTS3 e ITS4 como testigos. Estos resultados

demostraron que la PCR fue negativa para 7. barclayana y especies de Tilletia spp.,
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usando iniciadores especificos de 7. indica, los cuales no estuvieron asociados con la
degradacion de DNA micelial o por la presencia de inhibidores de PCR. Usando
teliosporas germinadas a partir de semillas procesadas con el método de extraccion del
lavado del grano, demostraron que es suficiente detectar con un nivel de infestacidén de
cinco teliosporas x 50 gramos de muestra. Del mismo modo McDonald ef al., (1999)
probaron los mismos iniciadores y demostraron que fue suficiente una teliospora para el

desarrollo de esta técnica.
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. Origen de las cepas utilizadas

Las cepas utilizadas se extrajeron de granos de trigo infectados e infestados con
teliosporas de T. indica (Fig. 1). También se trabajo con grano infestados con 7. fritici 'y
grano de arroz (Oryza sativa 1.) infestado con 7. barclayana; estas cepas fueron
proporcionadas, por el CNRF-DGSV. Dichas cepas fueron corroboradas mediante claves

taxondmicas (Duran y Ficher, 1967) para este estudio.

Fig. 1. Grano de trigo con diferentes grados de dafio: A) Severamente infectados;

B) Medianamente infectados y C) Con teliosporas adheridas (infestadas).

Se utilizo una cepa con micelio joven (30 dias de edad) la cual fue proporcionada por el
Programa de Carbén Parcial del Trigo del Centro Internacional de Mejoramiento de

Maiz y Trigo (CIMMYT) de Sonora.
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Para la extraccion de DNA de 7. indica, 1. tritici y T. barclayana, se tamizaron
teliosporas a partir de granos dafiados y del macerado directo de granos infectados e

infestados de 1. indica. Estos procedimientos se describen a continuacion:

3.2. Extraccion de teliosporas

De un kilogramo de trigo se tomaron cuatro muestras de 50 g las cuales se colocaron en
matraces con 100 mL de agua + 2 gotas de tween 20 y se agitaron por 30 min, El
sobrenadante obtenido se filtrd a través de dos mallas, una de ellas de 50 [ para retener
las impurezas y otra de 20 p para retener las teliosporas. Se colectaron de tamiz de 20 p,
se recogi6 en un vaso de precipitado pequefio, y se filtr6 a través de papel Whatman No.
1, colocado en un embudo Buchner de 8 cm de diametro. Dicho embudo se coloco en un
matraz kitasato unido a una bomba de vacio de [ HP. Una vez que el liquido se elimind
por presion negativa, los filtros se transfirieron a cajas Petri y se procedid a su
observacién al microscopio estereoscopico para determinar la presencia o ausencia de
las teliosporas y en su caso identificarlas mediante caracteristicas morfologicas por

medio de Claves taxondmicas.

3.3. Protocolos de extraccion de DNA

Para la extraccion de DNA las teliosporas que se encontraron en la malla de 20 p se
recuperaron en un vaso de precipitados de 50 mlL, dejandose precipitar en el fondo del
vaso por 3 h. Finalmente se tomaron las esporas con una micropipeta, colocindose en
tubos de microcentrifuga de 1.5 mL para ser centrifugadas por 10 min a 14000 rpm vy asi

obtener una pastilla de aproximadamente. 0.1 g para llevar a cabo la extraccion de DNA.
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Se probaron cuatro protocolos de extraccion para micelio, teliosporas y granos
infectados ¢ infestados: Dellaporta et al., (1983), Plant DNAzol Reagent® (GIBCO
BRL), Nucleon Phytopure (Amersham Life Science) y Hexadeciltrimetilamonio-CTAB-

(Doyle y Doyle 1987).

3.3.1. Método de Dellaporta et al,, 1983

Se macero en un mortero 0.1 g de tejido (micelio, teliosporas v grano de trigo infestados
¢ infectados con teliosporas de Tilletia spp.) en nitrdgeno liquido (Ny); el macerado fue
vertido en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL; sc adicionaron 500 pL.  Buffer de
extraccion (Apéndice 1) y 300 ul de SDS al 20 %, se agitd en vortex (Maxi mix II). La
mezcla se colocd en bafio Marfa a 65°C por 20 min; transcurrido este tiempo, se
adicionaron 160 puL de acetato de potasio SM y se colocod en hielo durante 20 min; se
centrifugd a 16000xg/4° C por 15 min; posteriormente, se adicionaron 350 pL de
isopropanol frio, se agitd por inversion y se incubaron a —~20°C durante t h o toda la
noche, después se centrifugé a 16000xg durante 20 min y el sobrenadante fue
desechado; la pastilla fue secada a temperatura ambiente y disuelta en 100 pL de buffer
TE (Apéndice 2) en bafio Marfa a 60°C. Se adicionaron 50 UL de Fenol-cloroformo—
alcohol isoamilico (25:24:1) y se homogenizdé en vortex, la mezcla se centrifugd a
13000xg durante 5 min. El sobrenadante se coloco en un tubo de microcentrifuga de 1.5
mL estéril, se agregaron 45 pL de cloroformo y se homogeneizd en vortex, la mezcla se
centrifugd a 13000xg durante 5 min, Al sobrenadante obtenido se le adicionaron 40 uL

de cloroformo vy se centrifugd a 13000xg por 5 min; al sobrenadante obtenido se le
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agregaron 3 pl, de NaOAc, 16 pL de isopropanol frio y se incubd por 30 min a —20°C;
se centrifugd por 10 min a 13000xg; el sobrenadante se desechd y la pastilla fue lavada
con 200 pL de etanol al 70% en vortex, se centrifugd a 13000xg durante 5 min y la
pastilla se secd durante 10 min. Finalmente, se disolvié en 50 pL de agua desionizada

estéril y se almacend a—70°C.

3.3.2. Método Plant DNAzol Reagent®

Se macerd 0.1 g de tejido en Ny liquido; se mezclé con 300 pl. de Plant DNAzol
Reagent® {GIBCO BRL LIDETECHNOLOGIES) en un tubo de microcentrifuga de 1.5
mL estéril. Se incubd a temperatura ambiente por 5 min; se adicionaron 300 pl. de
cloroformo; se mezclaron en vortex vigorosamente y se incubaron en agitacion a
temperatura ambiente por 5 min; posteriormente se centrifugd a 12000xg por 10 min, el
sobrenadante se transfirid a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL esiéril, se precipitd
con 250 pL de etanol absoluto, se mezeld por inversién de 6 a 8 veces y se incubd a
temperatura ambiente por 5 min; se centrifugd a 5000xg por 4 min, la pastilla se lavo
con Plant DNAzol Reagent®-etanol (1 volumen de DNAzol con 0.75 volimenes de
etanol absoluto), se mezclé con 300 pL de solucion de lavado y se homogeneizod en un
vortex, se incubd a temperatura ambiente por 5 min y se centrifugd a 5000xg durante 4
min, se volvié a lavar con 300 ul. de etanol al 70% y se centrifugd a 5000xg por 4 min;

la pastilla se resuspendid en 50 pL de agua desionizada-estéril y se almacend a —70°C.
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3.3.3. Método del Nucleon Phytopure®

Se pesd 0.1 g de tejido y se maceraron en Ny liquido; el macerado se transfiri6 a un tubo
de microcentrifuga de 1.5 mL, se adicionaron 600 UL de reactivo 1(Amersham LIFE
SCIENCE, 1997) y se mezclaron; se agregaron 200 pl. de (reactivo 2 del Nucleon
Phytopure®) se mezclaron por inversion para homogeneizar y se incubd a 65°C, con
agitacion por 10 min. La muestra se coloco en hielo por 20 min, se adicionaron 500 pl
de cloroformo fifo y 100pL de Nucleon Phytopure®; y se agité por 10 min; se
centrifugd a 1300xg por 10 min y la fase acuosa se transfirié a otro tubo. ELl DNA fue
precipitado con un volumen igual de isopropanol frio y se mezcld por inversion, se
centrifugd a 4000xg durante 5 min; la pastilla se secé por 10 min y se resuspendio en

agua bidestilada estéril.

3.3.4. Método de Doyle y Doyle, 1987 (CTAB)

Se congelo 0.1 g de cada una de las muestras (micelio, teliosporas y granos infectados e
infestados) a —~70°C toda la noche; la pastilla se macerd en una capsula de porcelana
(estéril y congelada), se colocd en un tubo estéril de 1.5 mL estéril y se adiciond 1 mL
de buffer de extraccién (Apéndice 3), mezclandose en vortex; el volumen se dividio en
dos partes iguales y se agregaron 25 uL. de SDS al 20%; se mezclaron con vortex e
incubaron a temperatura ambiente por 1 h con agitacién lenta; se agregaron 75 pl de
NaCl 5M y 65 uL de soluciéon CTAB (Apéndice 4) y se mezclé e incubd a 65°C por 15
min, la solucién se dividié en dos tubos de microcentrifuga de 1.5 mL estéril y se agregd
un volumen igual de cloroformo-alcohol-isoaminico (24:1), se mezclo en vortex y se

centrifugd a 13000xg por 12 min; la fase acuosa se transfirid a un tubo de
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microcentrifuga de 1.5 mL estéril. El DNA se precipitd con 0.6 volimenes de
isopropranol frio y se incubd a —20°C por 30 min 6 toda la noche; transcurrido este
tiempo, se centrifugd a 13000xg durante 5 min; la pastilia se lavé con 500 pL de etanol
frio al 70% con vortex y se centrifugd a 13000xg por 5 min. La pastilla se seco a
temperatura ambiente y se disolvio en 40 pL de agua bidestilada estéril y se almacend a

~70°C .

3.4. Cuantificacion de acidos nucleicos

Para determinar la pureza se tomaron 6 pL del DNA y se mezclaron en 54 L de agua
destilada estéril (dilucién 1:10). La dilucion fue colocada en una celdilla de cuarzo con
capacidad de 60 uL, (tipo 105.205.01-81) de espectofotémetro (Spectronic) y se leyé a
una longuitud de onda de 260 y 280 nm. Una vez obtenida la lectura. Se determino la

concentracion del DNA (ug/mL) realizando el siguiente calculo;

Factor de ditucién = Volumen total en la celda

Volumen de la muestra

Conc, de DNA= (Factor de dilucion)(50)(Jectura a 260 nm).

La calidad de DNA se determino dividiendo la lectura de 260 nm entre la lectura de 280

nm. Teniendo que un buen DNA debe dar calores entre 1.7 y 2.0 (Sanbrook, 1988).
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La integridad de los 4cidos nucleicos fue observada en electroforesis con un gel de
agarosa colocando una alicuota de 5 uL. (5 pg/ul) de buffer de carga (Apéndice 5), el
cual fue cargado en un gel de agarosa al 0.8% vy tefiido con una solucién de bromuro de
etidio (1pg/ul) (Apéndice 6). Se utilizaron 5 pl. del marcador de peso molecular (0.5
mg/ul) ladder 1Kb-(GIBCO BRL LIFE TECHNOLOGIES). Una vez colocado el gel en
la cdmara de electroforesis fue cubierto con amortiguador Buffer TAE (Apéndice 7). Las
muestra fueron corridas a 80 voltios por 30 min; transcurrido este tiempo, el gel fue

expuesto a un transiluminador de luz ultravioleta (Ultra-Lum).

3.5. Estandarizacion de las condiciones de PCR

Se utilizaron los iniciadores descritos por Smith ef al. (1996) TI17M1 (5'-
TCCCCTTGGATCAGAACGTA-3") y TITTM2 (5'-AGAAGTCTAACTCCCCCCTCT-
3") a una concentracion 3mM. Las cantidades de DNA probadas fueron 100, 75, 50, 25,
10 ng. Otros parametros evaluados fueron las concentraciones de MgCl, (6, 4, 3,2y 1.5
mM). Las cantidades probadas de 7aqg DNA polimerasa fueron 2.5, 1.5, 1, 0.75 y 0.5 U;
solucidon amortiguadora (Buffer 1X) y los dNTP’s no se sometieron a variacidén debido a
que existen antecedentes de que la reaccidén no es senstble a las variaciones de este factor
Barrera ef al. (1993). La reaccion fue completada a 50 pl. con agua destilada estéril, Al
final se agregd una gota de aceite mineral para evitar la evaporacion. Los programas
térmicos estandarizados fueron 94°C de desnaturalizacion; 50, 60 y 65°C  de
apareamiento y 72°C de polimerizacion con tiempo de 1°-1°-2’ el nimero de ciclos
también se optimizd probando 35, 45 y 70 ciclos con las mismas condiciones de tiempo;

al final se did una extension de 72°C durante 4 min. Para todas las reacciones se utilizoé
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un termociclador Biometra. Adicionalmente, se evalué la capacidad de amplificacion

por PCR utilizando DNA extraido por los cuatro métodos mencinados anteriormente.

3.6. Separacién de los productos amplificados

Los productos amplificados fueron observados por corrimiento de electroforesis en gel
de agarosa al 1.2%, el cual fue tefiido con una solucion de bromuro de etidio (tpg/ul), v
cubierto con TAE 1X (Apéndice 7) y corrida a 80 voltios 30 min. Se incluyé un carril
con un marcador de peso molecular de 100 pb (Ladder GIBCO BRL). Los fragmentos

amplificados fueron observados en un transiluminador de luz ultravioleta.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Material biolégico utilizado

4.1.2. Caracteristicas morfologicas de las cepas utilizadas

Las teliosporas de la cepa de 7. #rifici se reconocieron por presentar paredes gruesas con
una apariencia de red, cubierta por una gelatina semitransparente de color amarillo claro,
globosas a subglobosas y de 15 a 23 um de didmetro en promedio; estas caracteristicas
corresponden con las mencionadas por Duran y Fischer, (1961), Zillinsky, (1984);

Wiese, (1987) y Romero (1994) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Caracteristicas distintivas de 7. #ritici con base a teliosporas (Duran y

Fischer, 1961; Zillinsky, 1984; Wiese, 1987 y Romero, 1994).

Caricter Literatura *QObservacion
Tamafio um 15-23 17.5-22.5
Color Amarillo claro a gris o café rojizo Amarillas claro
Morfologia Globosa, paredes reticuladas Globosa a subglobosa

*Promedio de 15 observaciones.

Las teliosporas encontradas en los granos de arroz presentaron 21-30 um de diametro en
promedio; esporas globosas a subglobosa; reticulaciones delgadas curvas y conspicuas
en el 4pice. Estas caracteristicas corresponden a 7. barclayana las cuales la diferencian
de 7. indica, como lo reportan Duran y Fischer (1961), Romero, (1994) y CABI (1999)

(Cuadro 3).
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Cuadro 3. Caracteristicas observadas y reportadas para 7. barclayana con base a las

teliosporas (Duran y Fischer, 1961, CABI, 1999 y Romero, 1994).

Caricter Literatura *Observacion
Tamafic pm 21-30 27.5-30
Color Café amarillo a café olivo Café amarillas a café
obscuro

Morfologia Globosa a subglobosa Globosa a subglobosa
con reticulaciones y espinas

Espinas Delgadas curvas y conspicuas Delgadas curvas en el
en el ipice apice

*Promedic de 15 observaciones.

La cepa de 7. indica fue identificada por las siguientes caracteristicas teliosporas de 22-
61 um de diametro, color café obscuro a negros, de forma globosa a subglobosa y

espinas truncadas; estas caracteristicas corresponden con las citadas por Duran y Fischer

(1961), Zillinsky (1984); Romero (1994) y NAPO, (1999) (Cuadro 4).

Cuadro 4. Caracteristicas distintivas de 7. indica con base a teliosporas (Duran y

Fischer, 1961; Zillinsky, 1984; Romero; 1994 y NAPQ, 1999).

Cariacter Literatura *Observacion
Tamafio um 22-61 37.5-42
Color Café oscuro a negro Café obscuro a negros
Morfologia Globosa a subglobosa Globosa a subglobosa
Con reticulaciones y espinas
Espinas Truncadas y una capa hialina Truncadas con una capa
cubriendo a las espinas hialina que cubre a las
espinas.

*Promedio de 15 observaciones.
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El micelio de la cepa de T. indica, producido en medio de cultivo Agar-Agua (1.5 a 2

%), tuvo crecimiento tipo levaduriforme y de color blanco cremoso.

4.2, Extraccion de DNA de T. indica

4.2.1. Determinaciéon de la concentracion del DNA

Los rendimientos individuales del DNA total en cada muestra por los métodos descrito
anteriormente, mostraron una consistencia relativa al menos entre las muestras de
teliosporas y grano (total y parcialmente infectados y teliosporas adheridas al grano)
(Cuadro 5), ya que la muestra de micelio tiene valores de rendimiento de DNA inferiores
a las otras dos muestras en varios de los métodos de extraccion realizados, excepto con
el método de Plant DNAzol Reagent® (micelio=2.62 ug/uL). El mayor diferencial de
rendimiento entre métodos se observa en la muestra del grano con un caleulo de 17.98
ng/lL de DNA total por 0.1 g de tejido, mismo que se obtuvo de la diferencia entre el
mayor rendimiento del DNA (método de Nucleon Phytopure®) y el menor redimiento
(método Plant DNAzol Reagent®). Esto se puede explicar debido que este método
(Nucleon Phytopure®) fue originalmente descrito para exiraccion de écidosl nucleicos de

grano (Amersham LIFE SCIENCE ,1997) (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Relacion promedio de rendimiento ng/pl. obtenidos del DNA extraido de

micelio, teliosporas y grano.

Métodos Micelio  Teliosporas  Grano (total, parcialmente Promedio
utilizados/muesiras infectados) y teliosporas general
adheridas al grano
Dellaporta 1983 0.15 0.45 1.45 0.68
CTAB 0.51 7.46 2.82 3.59
Nucleon Phytopure® 1.03 8.01 19.34 9.46
Plant DNAzol Reagent® 2.62 0.78 1.3 1.58

Al comparar los métodos de extraccién en la columna de valores promedio de las
observaciones, el método del Nucleon Phytopure® resultd superior a los otros, ya que se
obtuvieron 9.46 pg/ 0.1 g de tejido, seguido por el método de CTAB con 3.59 pg/0.1 g
el Plant DNAzol Reagent® con 1.58 pg/0.1 g; en tanto, que con el método de
Dellaporta ef al. (1983) se obtuvieron en promedio 0.68 pg/0.1 g, aunque como se veri

mas adelante esto no impidié que se obtuvieran resultados aceptables en la deteccion por

PCR.

4.2.2. Calidad del DNA

Para analizar la calidad del DNA, se tomoé en cuenta el parametro “relacion entre las
absorbancias a 260 y 280 nm”, la cual debe estar entre 1.7 y 2.0 para ser considerado de
buena calidad (Sambrook ez al, 1988), ya que frecuentemente el DNA viene mezclado
con proteinas, fenoles y polisacaridos. Este requisito se logré con los métodos de
Hexadeciltrimetril amonio CTAB Doyle y Doyle (1987) y Dellaporta et al. (1983) los
cuales tuvieron una relacion promedio de absorbancia de 1.92 y 1.7, respectivamente, en

tanto que los otros métodos dieron valores promedios de 1.5 de pureza; sin embargo,
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para el caso de la muestra “teliosporas” se tuvo buena lectura con los métodos

comerciales del Plant DNAzol Reagent® y Nucleon Phytopure® (Cuadro 6).

Cuadro 6. Relacion promedio de absorbancias (260/280 nm) obtenido del DNA |

extraido de micelio, teliosporas v grano.

Métodos Micelio  Teliosporas  Grano (total, parcialmente Promedio
utilizados/muestras infectados y teliosporas general
adheridas al grano
Dellaporta 1983 L6 1.5 1.8 1.6
CTAB 1.7 2 2.0 1.9
Nucleon Phytopure® 1.5 1.7 1.4 1.5
Plant DNAzol Reagent® 1.6 2.0 1.3 1.6

La integridad de DNA se determind por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. En la
Figura 2, se muestran las imdgenes de los cuatro métodos probados conteniendo una
alicuota (5 pL) del DNA obtenido de todos los tejidos probados: micelio, teliosporas
aisladas y teliosporas en grano (severa y parcialmente infectados y grano con teliosporas
adheridas de 7. indica). Existe una coincidencia parcial entre lo observado y lo
estimado, ya que la imagen del método Nucleon Phytopure® muestra mayor
concentracion en ambos criterios (cantidad promedio 9.46 pg/0.1 g e integridad del
DNA), lo mismo para CTAB; sin embargo, el método de Dellaporta ef af., 1983, muestra

cantidad de DNA baja pero una buena integridad.
La estimacion de la concentracién de DNA por la intensidad de florescencia emitida por

el bromuro de etidio es considerada por algunos autores (Sambrook et al., 1989) como la

medicion mas precisa de la calidad y cantidad del DNA, con mayor razén cuando hay
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impurezas como proteinas y fenol, puesto que es una observacidn directa, aunque tiene
la desventaja de ser una caracter estrictamente visual. Los cuatro métodos fueron
evaluados con los mismos tejidos para T. indica, T. tritici y T. barclayana con resultados
similares,

A

Fig. 2. Cantidad del DNA de T. indica, observada por electroforesis en gel de agarosa (0.8%)

de las muestras (0.1 g) de 1=Micelio; 2=Teliosporas, 3=Granos severamente infectados,
4=Grano parcialmente infectado, 5=Grano con teliosporas adheridas. Con los métodos Doyle y

Doyle, 1987 (CTAB) (A), Dellaporta ez al., 1983 (B), Plant DNAzol Reagent® (C) y Nucleon

Pytopure® (D).

Los elementos revisados hasta el momento parecen indicar que los métodos Nucleon
Phytopure® y CTAB retnen un mayor nimero de atributos de rendimiento e integridad

del DNA para los fines deseados; sin embargo, de éstos, el método de Nucleon
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Phytopure® resulta ser, en comparacion con el nimero de muestras procesadas con el

kit (Amersham LIFE SCIENCE), el mas costoso a diferencia del CTAB.

Tanto el rendimiento (medicion por espectofotdmetro) y la integridad de DNA
(observacidn en gel de agarosa) indican que el mejor método de extraccion y
purificacion del DNA de los tejidos probados de 1. indica es el Nucleon Phytopure®
(Fig. 2D) debido & que retne los atributos descados; ¢l método del CTAB, es el segundo
mejor para todos los tejidos observando una cantidad promedio de 3.9 ug/ul v una
integridad buena (Fig. 2A) . Por otro lado, el método del Plant DNAzol®, sélo mostrd
una banda bien definida para la muestra de teliosporas (Fig. 2C) y poca cantidad. El
método Dellaporta ef al, (1983) (Fig. 2B) mostrd, buena constttucion pero poco

rendimiento v calidad (1.7} para teliosporas.

4.3. Optimizacion de las condiciones de PCR

Se logréd la amplificacion con el parametro 94-60-72°C, obteniéndose un producto de
825 pb (Fig. 3) con todos los ciclos térmicos (35,45,70) se observd el mismo producto
amplificado; lo cual indica que 35 ciclos son suficientes para amplificar el DNA de 7.
indica a partir de los iniciadores utilizados, sin embargo, se pueden utilizar hasta 70

ciclos cuando la cantidad de DNA es minima (McDonald ef a/., 1999).

Para el caso de la enzima DNA 7aq polimerasa, se partid utilizando 2.5 unidades con la

cual hubo amplificacién; sin embargo, debido al alto costo de la misma fue necesario
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minimizar la cantidad por reaccion, probandose también 1.5, 1.0, 0.75 y 0.5 unidades, la

mejor amplificacion se obtuvo con 1 unidad (Cuadro 7).

Cuadro 7. Cantidades de cada uno de los componentes de la mezcla de reaccién, para la

estandarizacion de las condiciones de PCR

Buffer 10X  DNTP’s Iniciadores Tap Pol DNA MgCly
PCR TIT7TM1/ (Amplitaq)
TI17M2
1X 200 uM 3 uM 25U 100 ng 6 mM
1X 200 uM 3uM 1.5U 75 ng 4 mM
1X 200 pM 3uM 1.0U 50 ng 3 mM
1X 200 uM 3 uM 0.75 U 25 ng 2mM
1X 200 pM 3 pM 05U 10 ng 1.5mM

La concentracion de MgCly, ideal fue 4 mM, con la cual se obtuvo el fragmento
esperado (Cuadro 7). La concentracion optima de DNA fue 50 ng, que corresponde a la
citada en la literatura, y con la cual se obtuvo amplificacion. La concentracion de los
demads reactivos no se variaron debido a que la literatura (Barrera ef al., 1993) reporta

que no son sensibles a variacion.

Para amplificar el fragmento esperado de 825 pb (Smith e al., 1996), se probaron los
DNA’s obtenidos de cada uno de los tejidos utilizados (micelio, teliosporas aisladas,
grano severa, ligeramente infectados y grano con teliosporas adheridas) con los cuatro
métodos de extraccidén de DNA. En todos se obtuvo al menos amplificaciones para uno
de los tejidos probados (Fig, 3), sin embargo, para el método del CTAB se obtuvo
amplificacion en todos ellos debido principalmente a que las lecturas de absorvancia de
260-280 nm caen en el pardmetro optimo (1.7-2.0). Para el caso del método de

Dellaporta et al. (1983) hubo amplificacién en todos, excepto en el tejido de grano con
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teliosporas adheridas, posiblemente debido a la naturaleza del tejido, pues es rico en
polisacaridos los cuales pueden inhibir la reacciéon (Barrera et al., 1993). El méiodo de
Nucleon Phytopure® fue también bueno para todos los tejidos probados excepto para
micelio; esto se debe probablemente, a la baja pureza observada (1.5); el método de
PlantDNAzol Reagent® solo amplificé el fragmento esperado en el micelio y
teliosporas, esto quizas debido a que este método fue disefiado para extraccidn de DNA

de plantas pero no para grano; este resultado corresponde con las lecturas de pureza

(micelio=1.6 y teliosporas=2.0, con las cuales se obtiene amplificacién) (Cuadro 6).

Figura 3. Productos amplificados a partir del DNA de 7. indica, de 825 pb con los iniciadores
TI17M1 y TI17M2 observados por electroforesis en gel de agarosa (1.2%) de las muestras de
1=Micelio- (0.1g); 2=Teliosporas (0.lg); 3=Granos severamente infectados), 4=Grano
parcialmente infectado, 5=Grano con teliosporas adheridas. Con los métodos Doyle y Doyle,
1987 (CTAB) (A), Dellaporta ez al, 1983(B), Plant DNAzol Reagent® (C) y Nucledn
Phytopure® (D).
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Los métodos analizados de extraccion de DNA, éugieren que el método que retne la
mayor cantidad de atributos para la Reaccién en Cadena de la Pplimerasa es el CTAB
(Fig. 3A), seguido del Nucleon Phytopure® (Fig. 3D), Dellaporta ef af., (1983)(Fig. 3B)
mientras que el método de PlantDNAzol Reagent® (Fig. 3C) no retne dichas

caracteristicas.
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V. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos y bajo las condiciones que prevalecieron durante el

desarrollo de esta investigacion se llegd a las siguientes conclusiones:

Es factible la deteccion rapida y precisa de 7. indica con todos los tejidos mediante la

técnica PCR.

De los cuatro métodos de extraccion de DNA evaluados, el que cumplié los parametros
optimos fuie el CTAB seguido por el Nucledén Phytopure®, debido al buen rendimiento y

pureza necesarios para fa deteccion de 7. indica (por esta técnica).

De todos las fuentes de DNA evaluadas, las teliosporas siempre presentaron

amplificacion.

Las condiciones evaluadas con las que se obtuvo amplificacion fueron las siguientes:
1 X de Buffer de PCR, 200 uM dNTP’s, 3 pM de iniciadores, 1 U de Tag Pol
(amplitaq), 50 ng de DNA blanco, 4 mM de MgCly; el programa de amplificaciéon fue
94, 60,72 (grandos centigrados de desnaturalizacion, apareamiento y polimerizacion) y
los tiempos de 1'- 1°- 2, respectivamente duranie 35 ciclos, con las cuales se

amplificéo el fragmento esperado (825 pb).
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Las especies de T. indica de T. barclayana y T. tritici pueden diferenciarse por PCR

cuando se usaron los iniciadores TI17M1/M2 reportados por Smith ef al. (1996).

Mediante este estudio se determind que la PCR es una buena técnica para complementar

¢l diagnostico de 7. indica.
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APENDICE

1. Buffer de extraccion

Tris HCl 1M pH 8 - 50 mL

EDTA 0.5M, pH - 50 ml,

NaCl 5M-50 mL

Ajustar el volumen a 500 mL y
esterilizar a 15 1b/15 min.
B-mercapto-etanol 410 pl (o 14 pl por

cada muestra de 15 mL)

2. Buffer TE pH 8.0
Tris-HC1 10mM

EDTA 1mM

3. Buffer de Lisis.
1.4M NaCl

0.02M EDTA

0.1M Tris-HCl pH 8.0

2gr de CTAB por 100 mL de Buffer

4. Buffer CTAB
CTAB 10%

NaCl0.7M

5. Buffer de carga

0.25% azul de bromofenol
0.25% de Xyleno cyanol FF
30% de glycerol en H,0

Almacenar a 4°C

6. Bromuro de etidium (10mg/L)
lg de bromurio de etidio
100mL de H,O

Almacenar a temperatura ambiente

7. Buffer de corrido
Tris-acetato (TAE),
1x: 0.04 M Tris-acetato; 0.001 M

EDTA
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