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Los patdgenos fangicos son causantes de graves y se-
vercs dafios en la mayoria de los cultivos de nuestro
pais. Tal es el caso de la pata prieta del tabaco, causada
por el hongo de suelo Phytophthora nicotianae Breda de
Haan, que puede ocasionar graves pérdidas en fase de
semilleros en el pafs, asi como la pudricién de la vaina

del arroz por Sarocladium cryzae (Sawada) Gams &

Hawsks., patégeno recientemente registrado para las
condiciones de Cuba, capaz de necrosar intensamenie
las vainas de las paniculas y provocar manchado y va-
neado de los granos con pérdidas en los rendimientos
[Sandoval et al.,, 1999].

La caracterizacién de Jos hongos mediante marcadores
moleculares puede propiciar un mayor entendimiento
de 1a epidemiologia de las enfermedades, lo que se re-
vertirfa en un mejor control [Crowhurst et al.,, 1995].

Los marcadores RAPD se basan en el PCR, para lo cual
se utilizan cebadores de 10 nucledtidos con una se-
cuencia arbitraria, segn Willlams et al (1990). Los
patrones de bandas obtenidos con cada iniciador sir-
ven para estudiar la variabilidad genética intra e intex-
poblacional de los patdgenos, ast como sus relaciones

taxondmicas.

Estos estudios se hacen generalmente con un nimero
elevado de cepas, por lo que se necesita un método ra-
pido v simple de obtencidn de ADN que permita pro-
cesar una gran cantidad de muestras al mismo tiempo.

En este estudio se presenta un protocolo para la extrac-
cisn de ADN desarrollado en el laboratorio de Biologia
Molecular del Instituto de Investigaciones de Sanidad
Vegetal, el cual muestra resultados adecuados para los
fines antes expuestos en relacidn con las especies fangi-
cas S. oryzae y P. nicotianae.

Para la obtencién del ADN se tomd de 0,5-0,75 g de
micelio de los cultivos de fos hongos crecidos en sustra-

10 lquido papa dextrosa, y se trituré en un microtubo
de 1,3 mL con 500 pL de buffer de extraccion (50 mM
Tris-HCl pH = 7,5; 50mnM EDTA, 2% de SDSy 1%
de Na, SO,).

La mezcla fue macerada en el microtubo, se agitd en el
vortex durante un minuto vy posteriormente se centri-
fugd a 6 000 rpm durante diez minutos. El sobrena-
dante fue calentado durante quince minutos a 80°C,
seguido de una extraccién con un volumen de fe-
nol-cloroformo (1.1} y centrifugacién a 10 000 rpm
por diez minutos. Se colectd la fase acuosa v se le
agregd igual volumen de isopropanol. La mezcla fue
colocada en frio durante veinte minutos y centrifuga-
da a 10 000 rpm por espacic de diez minutos. Se dese-
ché el sobrenadante, y el precipitado fue secado a 37°C
durante treinta minutos y resuspendido en 50 ul. de
buffer TEIX pH = 8.

Las concentraciones de ADN obtenidas fueron de
1 a 2 pug/uL, cantidad suficiente para realizar mis de 50
reacciones RAPD. El tiempo total de todo el proceso de
extraccion fue aproximadamente de tres horas. Si-
guiendo esta técnica, y segin las posibilidades précti-
cas de nuestro laboratorio, se pueden llegar a procesar
al mismo tiempo hasta 15 muestras diferentes por un
solo especialista, por lo que se reduce considerable-
mente el tiempo de procesamiento en relacién con
otros métodos. Por ejemplo, con el método de Della-
porta et al. (1983) puede tomar hasta un dia todo el
procesc de obtencion de ADN y, por los volémenes
que se emplean en los momentos iniciales, es muy difi-
cil el procesamiento de seis muestras paralelamente.

Una de las novedades del método es el empleo del ca-
lentamiento a 80°C durante quince minutos para inac-
tivar nucleasas. Muchos métodos de extraccion
emplean en este paso la incubacién con proteinasa K a

fitosanidad{ 107



Miranda y Sandoval

37 °C durante al menos una hora [Boehm, 1999, 0 la
incubacién a 65°C por una hora [Du Teau y Leslie,
1999], per lo que es obvio el ahorro de tiempo que se
obtiene con esta tnnovacién.

La técnica propuesta resultd satisfactoria para la ex-
traccién de ADN de dos representantes de los hongos
de diferentes grupos taxonémicos, Oomycetes y Deu-
teromycetes, con resultados excelentes para su inclu-
sién en los estudios de la caracterizacién molecular de
diferentes aislamientos del patégeno de la pudricién de
la vaina del arroz . orpzae en diferentes variedades v
localidades arroceras del pais.

La técnica ha resultado adecuada ademas para la ob-
tencién de ADN de tabaco v frijol, por Io que es posible
su aplicacién para plantas,
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