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RESUMEN: Los métodos para extraer dcidos nucleicos a partir de los hongos filamentosos presentan dificultades. En general, son
tediosos e insumen mucho tiempo. Los objetivos del presente trabajo fueron evaluar distintas técnicas de extraccion de ADN y
ensayar algunas modilicaciones a las mismas para lograr una mayor recuperacién y pureza del ADN de Penicillium citrinum.
Se ensayaron seis técnicas propuesias para otros géneros fangicos y se introdujeron modificaciones en cada una de ellas. Se
calcularon el rendimiento y pureza del ADN obtenido. Las modificaciones consistieron basicamente en: - facilitar Ia disrupcion
celular, mediante el agregado de arena durante la molienda y la adicién de N-lauril sarcosina al buffer de lisis, e -intensificar la
limpieza del 4cido nucleico incrementando el nimero de lavados.

Al utilizar las técnicas originales, l2 propuesta por Martinez Culebras permitio obtener los mejores resultados. Las modificaciones
Introducidas favorecieron la recuperacion y Ia pureza del ADN de Penicillium citrinum, s6lo en dos de las técnicas ensayadas.

Palabras clave: * Hongos filamentosos * ADN fungico * Extraccion del ADN de maohos.

SUMMARY: Evaluation of different techniques for DNA extraction from filamentous fungi. Lurd, Maria Cristina; Benitez, Joel
Dario; Jauregul, Soledad; Gonzalez, Ana Maria. Methods to extract nucleic acids from filamentous fungi pose some difficulties,
since they are usually tiresome and time-consuming. The aims of this work were 1o evaluate different techniques for extracting
ADN and try some modifications aimed at improving ADN recovery and purity when Penicillium citrinum was used.

Six techniques previously applied to other fungi were tried, each of them including some modifications. ADN recovery and purity
were assessed.

Basically, some modifications were introduced: cellular disruption by adding sand during grinding and N lauril sarcocine to the
bulfer for lysis, and increased number of washings so as to improve ADN cleaning.

Among the original techniques, that of Martinez Culebras yielded the best results. The modifications introduced resulted in higher
ADN recovery and/or purity levels in two of the techniques.

Key words: filamentous fungi - methods to extract DNA from fungi.

Introduccién damente el 10% de ella esta constituida por protei-
nas y glicoproteinas; los lipidos constituyen menos

La pared celular de los hongos filamentosos  del 8%y los iones inorganicos, entre los que se des-

constituye un 15 a un 30 % del peso seco; les otorga
rigidez y protege a la membrana celular del shock
osmético (1). Su composicién quimica es muy im-
portante, puesto que es uno de los factores conside-
rados para su clasificacion taxonémica. Aproxima-
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tacan fésforo, calcio y magnesio, se encuentran en
cantidades variables (2).

Los componentes més relevantes, de la pared,
son los hidratos de carbono. Representan més del
80% de la misma. Entre otros, se encuentran, quitina,
quitosanos, ¢ y 3 glucanos y mananos. Unos pocos
hongos presentan celulosa. Estos polisacéridos se
disponen en dos tipos principales de estructuras: las
microfibrillas, con un alto grado de ordenamiento, y
una matriz que presenta una estructura mas desor-
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ganizada. Las primeras son los componentes es-
tructurales principales de Ia pared y estén constitui-
das por cadenas de polisacaridos entrelazadas for-
mando hebras muy resistentes. Las redes compues-
tas por estas microfibrillas estan embebidas en la
matriz, conformada por un conjunto de polisacaridos
mas pequenos, proteinas y lipidos, de apariencia
amorfa y granular, y que recibe el nombre de mate-
rial cementante. Ambos componentes, en asocia-
cion, son responsables de la gran rigidez que pre-
sentan las paredes de los mohos (2).

Las especies fingicas pertenecientes a los
hongos filamentosos, entre los que se encuentran
Penicillivm, Fusarium y Aspergilius, han sido tradi-
cionalmente identificadas en funcion de criterios ba-
sados en sus aspectos macro y microscapicos, ta-
les como morfologia y color de las colonias, veloci-
dad de desarrollo, produccién de exudado, presencia
0 ausencia de reproduccion sexual, morfologia y ta-
mario de los conidios o esporos, etc. Sin embargo,
los aislamientos de un mismo género presentan una
gran variabilidad fenotipica, lo que da lugar a valores
intermedios en estos caracteres morfologicos y de
cultivo (3), dificulta la identificacion (4) y ocasiona
frecuentes cambios en su nomenclatura (5), espe-
cialmente en Fusarium (6) y Peniciflium (3). La taxo-
nomia clasica de este Gltimo género, fue establecida
por Raper y Thom (7), quienes describieron los
teleomorfos pero continuaron utilizando solo nom-
bres de los anamorfos. Pitty Hocking (8) contribuye-
ron a mejorar la taxonomia de Peniciflium con el
agregado de caracteres fisioldgicos, y clarificaron la
nomenclatura de los géneros teleomorfos relaciona-
dos (Eupenicillium y Talaromyces). Los conceptos
de especie se esclarecieron por medio de la aplica-
cidn quimiotaxonémica de los perfiles de produc-
cién de micotoxinas y otros metabolitos secundarios
(9,10), campo en el cual fueron pioneros Frisvad y
Filtenborg.

Si bien los criterios taxondmicos clésicos con-
tindan siendo | base para la separacion entre espe-
cies, y la posibilidad de comparar los perfiles
enzimaticos y los metabolitos secundarios que ge-
neran, determind un importante avance en los estu-
dios taxondmicos, las técnicas moleculares en ge-
neral, y sobre todo las basadas en los 4cidos nuclei-
cos, han aportado nuevas herramientas para resol-
ver los problemas de la taxonomia clasica (5).
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Sin embargo, estd ampliamente aceptado que
la extraccién de ADN puro y de elevado peso
molecular a partir de los mohos, es muy dificultosa
(11,12). En general, las técnicas son tediosas, re-
quieren grandes cantidades de micelio e insumen
mucho tiempo (13). Esto ha motivado la inquietud de
varios autores que han propuesto diferentes
metodologias para permitir la obtencion del ADN de
este tipo de hongos.

Los objetivos del presente trabajo fueron eva-
luar distintas técnicas de extraccion de ADN y ensa-
yar algunas modificaciones a las mismas para lo-
grar una mayor recuperacion y pureza del ADN de
Penicillium citrinum.

Materiales y Métodos

Cultivo fingico

Se utilizé una cepa de Peniciflium citrinum CECT
2269, cedida gentilmente por la Coleccion Espariola
de Cultivos Tipo.

Métodos ensayados
Se ensayaron los protocolos propuestos por;
* Martinez Culebras (Lee y Taylor modificado)

(5).

= Saghai-Maroof MA, Soliman KM, Jorgensen
RAy Allard RW (14),

» Chow TY-Ky Kafer E (13).

+ Chang P-K, Bhatnagar D, Cleveland TE y
BennetJW (15).

* Al-Samarrai THy Schmid J (11).

« Wendland J, Lengeler KB y Kothe E (16).

Las principales caracteristicas de cada uno de
ellos, se resumen en la Tabla 1, detallandose la téc-
nica de Martinez Culebras por no encontrarse publi-
cada.

Técnica de Martinez Culebras
(Lee y Taylor modificado) (5)

Para la obtencion del micelio, se partio de una
suspension de conidios, cuya concentracion se ajusto
a 10° UFC/ml de agua destilada estéril. Dicha sus-
pensidn seinocul6 en 100 ml de Caldo Papa Dextro-
say se incubd en agitacién orbital a 28+0,5 °C du-
rante 24 horas. El micelio obtenido se filtr6 a través
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de un paiio, se lavo con agua destilada a fin de elimi-
nar el medio de cultivo y se colocd en estufaa 37 +0,5
°C durante 72 horas hasta conseguir el secado com-
pleto, corroborado por constancia de peso. Una vez
seco, se pulverizé en mortero. A 0,06 g del micelio
molido, se anadieron 600 l de buffer de lisis [Tris-
HCI (pH 7,2) 0,05M, EDTA 0,05M, SDS 3%, 2-
mercaptoetanol 1%]; la mezcla se incubd en Bano
Mariaa 65+0,5 °C durante una hora y a continuacion
sele aiadio igual volumen de una solucion de fenol-
cloroformo-isoamilico (25:24:1), se agitd y se
centrifugd durante 15 minutos 2 12000 rpm. Una vez
obtenida la fase acuosa, se anadié acetato de potasio
5My cloruro de sodio 4M hasta conseguir una con-
centracion final de 1,8M y 1M respectivamente y se
colocd en bano de hielo durante 30 minutos, al cabo
de los cuales se procedio a centrifugar nuevamente
a 12000 rpm. El acido nucleico se precipité con un
volumen de isopropanol y se dejé secar, en estufa de
3740,5°C, durante 18-24 horas. E ADN obtenido se
conservo a-20°C, resuspendido en buffer TE (Tris-
EDTA).

En paralelo, se implementaron algunas modifi-
caciones en las técnicas originalmente propuestas y
descritas previamente. Dichos cambios, que se in-
trodujeron con la intencion de obtener mejores resul-
tados en cada una de ellas, dieron origen a las deno-
minadas “técnicas modificadas” que se resumen del
siguiente modo:

a) los micelios se obtuvieron, en cada caso,
respetando la técnica propuesta originalmente por
cada uno de los respectivos autores;

b) Independientemente de la técnica utilizada,
para facilitar la rotura mecanica de la pared celular
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se agrego arena estéril en una proporcion 1:10 (p/p,
micelio: arena estéril), respetando la cantidad de
micelio propuesta originalmente por cada grupo de
trabajo (Tabla 1). Por ejemplo, en el caso de la técni-
ca de Martinez Culebras por cada 0,06 g de micelio
pulverizado se agregaron 0,6 g de arena; para la de
Saghai-Maroof y col. (14) por cada 0,10 g de micelio
se agrego 1 g de arena y asi sucesivamente para
cadauna;

¢) por razones de practicidad se unifico el bu-
ffer de lisis, habiéndose utilizado el propuesto por
Martinez Culebras (500 pl), al que se le adicionaron
50 ul de solucién de N-lauril sarcosina (sarkosyl)
10%;

d) se intensifico la “limpieza" del ADN, me-
diante el agregado de dos lavados con (250 pl/lava-
do) de una solucion de cloroformo- isoamilico (24:1,
v/v). Luego de cada lavado, se centrifugé a 12000
rpm durante 10 minutos y, en cada oportunidad, se
trasvaso el sobrenadante a un tubo limpio;

e) el ADN, se precipitd con un volumen de
isopropanol. El pellet se lavé con etanol 70% y se
dejo secar a 37+0,5 °C durante 18-24 horas, luego
de lo cual fue resuspendido en agua destilada estéril
y conservado a 4 °C.

El resto de los pasos se mantuvo tal como fue-
ron propuestos por los respectivos autores.

Determinacion de la concentracion
y visualizacion del ADN

En todos los casos, el ADN extraido se cuantifi-
c0 (mg de ADN/g de micelio) midiendo la
absorbancia (A) a 260 nm, su pureza se determind
efectuando la relacion con la lectura de la A a 280 nm
y se visualizo mediante electroforesis en geles de
agarosa sumergidos, segun Sambroock y col. (17).
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Calculos estadisticos

Para el analisis estadistico se utilizo el soft-
ware SPSS versién 10.0. Las medias fueron compa-
radas aplicando a los valores obtenidos, el Testde la
tde Student para un intervalo de confianza del 95 %,
sequn lo aconsejado en la bibliografia (18).

Resultados

Tanto las técnicas originales, como las deno-
minadas “modificadas” se ensayaron, al menos, por
duplicado.

Los resultados obtenidos se observan en las
Tablas 2y 3 (técnicas originales y modificadas, res-
pectivamente). Se resumen los valores medio, maxi-
mo y minimo de los rendimientos obtenidos. Estos
valores, que se expresan como mg de ADN/ g de
micelio, se calcularon teniendo en cuenta Ia relacion
entre la cantidad de ADN extraido y el peso de micelio
procesado. En las mismas tablas, también se expre-
san los valores medio, maximo y minimo, corres-
pondientes a Ia pureza del &cido nucleico (calculada
COMO Ay Aoy

Comparados los datos obtenidos entre las téc-
nicas propuestas por cada uno de los autores y sus
respectivas modificaciones, se detectaron diferen-
cias significativas que indican ventajas en la con-
centracion y pureza del ADN del £ citrinum CECT
2269, cuando se efectuaron los cambios propuestos,
en la técnica de Saghai y col. (p<10°®y p<1072,
respectivamente), mientras que las modificaciones
a la técnica original de Al-Samarrai permitieron ob-
tener una mejor concentracion de AON (p<10?).El
resto de las técnicas modificadas no arrojé resulta-
dos significativos en relacién a los valores obteni-
dos con los protocolos originales.

Entodos los casos, la obtencion del ADN fiingico
demandd, como minimo, cuatro dias de trabajo ya
que, a la incubacidn del hongo, deben sumérsele el
secado y la extraccion propiamente dicha del ADN.
Las técnicas de Al-Samarrai y col (11) y Wendland y
col (16), implicaron mayor tiempo, ya que los perio-
dos de incubacién del hongo para obtener el micelio
fueron 28y 7 dias, respectivamente.
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Discusién

Algunos de los hongos filamentosos, habitua-
les contaminantes ambientales, son ejemplos cla-
ros de la dificultad que suscita la ubicacién
taxonomica e identificacion de ciertas especies.

La capacidad de “mirar” directamente secuen-
cias de acido nucleico, posibilita que la identifica-
cion y reconstruccion filogenética pueda ser llevada
a cabo sin siquiera haber visto el microorganismo.
Sin embargo, aunque las técnicas moleculares se
han desarrollado en un tiempo relativamente corto y
en ocasiones son fundamentales para el diagndsti-
co, es dudoso que puedan suplir por completo los
métodos morfoldgicos tradicionales (19).

Uno de los inconvenientes para poder llevar a
cabo las técnicas moleculares es la dificultad que se
presenta en la extraccion del ADN (11,12), debido
principalmente a los componentes y estructurade la
pared celular de estos hongos que le confieren una
granrigidez (2) y a la presencia de los carbohidratos
excretados, porlas células fingicas, durante los cul-
tivos sumergidos (16).

En el presente trabajo se ensayaron técnicas
de obtencion del dcido nucleico total, propuestas por
seis diferentes grupos de trabajo, que se basan en
distintas condiciones de obtencion del micelio (me-
dio de cultivo, tiempo y temperatura de incubacién),
formas de disrupci6n de la pared celular fingica y
metodologias de limpieza del ADN extraido.

Es importante destacar que, a excepcion de Al-
Samarrai y col. (11), son muy escasos los autores
que han realizado sus ensayos con Penicillium, ya
que por ejemplo Martinez Culebras (5) modificé el
protocolo original propuesto por Lee y Taylor para
trabajar con Colletotrichum spp, Chow y col. (13)
trabajaron con Aspergillus y hongos levaduriformes,
Chang y col. (15) también lo hicieron con Aspergillus
seccion Flavi, Saghai-Maroof y col. (14) extrajeron
ADN de especies de Cochliobolus, Alternaria y
Fusarium y Wendland y col. (16) desarrollaron su
técnica con Schizophyllum commune.

Los resultados obtenidos al aplicar estas técni-
cas con Penicillium citrinum CECT 2269, fueron muy
diversos. Los mejores se consiguieron con la meto-
dologia utilizada por Martinez Culebras (Técnica de
Lee y Taylor modificada) (5) ya que se alcanzé una
buena concentracion (9,75 mg AON/g micelio) y pu-
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Tabla 2: Concentraciones y purezas del producto oblenido a partir de Penicillium citrinum CECT 2269.

Técnicas Originales.
Concentracion | Concentraciones Pureza Pureza
n' media ? Maximo/Minimo? media® Maximo/Minimo®
Martinez Culebras | 2 975 9,12-10,38 1,876 1,788-1,965
Saghaiy col. 2 044 0,42-0,46 1,253 1,167-1,339
Chow y col. 4 063 0,28-0,79 1,592 1,341-1,828
Changy col. 2 0,51 0,49-0,53 1,558 1,639-1,578
Al- Samarraiy col. | 2 0,85 0,82-0,88 1,735 1,721-1,750
Wendland y col. 3 016 0,04-0,29 1,195 1,063-1,326

' n° veces que se repitio la experiencia; 2mg de ADN/ g de micelio; * A,/ A,

Tabla 3: Concentraciones y purezas del producto obtenido a partir de Penicillium citrinum CECT 2260,

Técnicas Modificadas.

Concentracion Concentraciones Pureza Pureza
n media? Méximo/Minimo? | media? Maximo/Minimo?
Martinez Culebras | 4 5,57 0,63-7,61 1,790 1,666-1,866
Saghaiy col. 3 10,49 9,97-10,70 1,824 1,804-1,851
Chowy col. 4 0,68 0,12-1,79 1,754 1,643-1,824
Changy col. 4 0,52 0,35-0,65 1,641 1,605-1,665
Al- Samarraiy col. | 4 209 1,82-2,42 1,884 1,747-1,946
Wendlandy col. 4 0,15 013018 . 1,443 1,213-1,821

'n" de veces que se repitit |2 experiencia; 2 mg de ADN/ g de micelio; * A,/ A,
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reza (A, /A,q, > 1,8) de ADN. Cuando se trabajo con
latécnica de Al- Samarraiy col. (11), se obtuvo una
concentracion de ADN (0,85 mg ADN/g micelio), que
coincide con la descrita por el autor (0,27-1,07 mg
ADN/g micelio), pero la relacion A, /A,., no super6
elvalorde 1,8.

Con el resto de las técnicas no se obtuvieron
buenos resultados. Por ejemplo, Chow y col. (13)
describen la obtencion de 1,1-2,6 mg ADN/g micelio
humedo que es practicamente el doble de la concen-
tracién obtenida en el presente trabajo. Estas dife-
rencias podrian deberse a la diferente composicion
quimica de las paredes de los hongos con que se
trabajo.

En lineas generales, las modificaciones de las
técnicas llevadas a cabo en este trabajo consistie-
ron en: - incrementar la ruptura mecénica de las pa-
redes de las hifas, por molienda, mediante el agre-
gado de arena, - facilitar la accion del buffer de lisis
mediante el agregado de sarkosyl (accion detergen-
te) y - utilizar, en todos los casos, el buffer de lisis
propuesto por Martinez Culebras (Tabla 1). Esta de-
terminacion se adopté debido a los buenos resuita-
dos obtenidos en los ensayos con la técnica original
(9,75 mg ADN/g micelio y una APy, > 18)ya
que la presencia del 2-mercaptoetanol, facilitaria la
accion detergente del SDS.

Los mejores valores se obtuvieron con las
modificaciones introducidas a la técnica de Saghai y
col. (12), ya que se incrementd notablemente la can-
tidad (>10 mg ADN/g micelio) y pureza del ADN
obtenido (en los 3 ensayos fue >1,8). Los resultados
obtenidos con las modificaciones efectuadas al pro-
tocolo de Al- Samarrai y col. (11), también fueron
satisfactorios. Sin embargo, el mayorinconveniente
para la utilizacion de esta técnica radica en que la
obtencion del micelio demanda, en total, 28 dias de
incubacidn frente a otras metodologias que s6lo re-
quieren 24 horas.

Los dos casos mencionados, fueron los Unicos
en los que, comparando las medias de los resuita-
dos hallados (técnicas originales vs. técnicas modi-
ficadas), se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas a favor de las modificaciones efectua-
das.

Los cambios que se introdujeron en la metodo-
logia de Martinez Culebras (5), permitieron obtener
una buena recuperacion de ADN, aunque en menor
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cantidad que con la técnica original; en lo que se
refiere a Ia pureza, el valor promedio logrado (A,./
A,,, =1,790) es muy cercano al considerado dptimo
(17) (en s6lo uno de los cuatro ensayos realizados
se obtuvo un valor < a1,8).

En cuanto al resto de las técnicas, la concen-
tracion de ADN conseguida con cada una de ellas,
fue muy semejante a la alcanzada con los protocolos
originales, lograndose incrementar la pureza del pro-
ducto, a pesar de que las diferencias entre las me-
dias de los valores obtenidos, no fueron estadistica-
mente significativas (con excepcion de la modifica-
cion al de Saghai y col.).

No se lograron buenos resultados con la meto-
dologia de Wendland y col. (16), ni adin con las modi-
ficaciones introducidas. La baja concentracién y la
escasa pureza de ADN posiblemente puedan ser atri-
buidas a diferentes motivos. En primer término, este
método fue propuesto para hongos Basidiomycota;
en segundo lugar, el medio de cultivo arrastrado po-
dria interferir ya que, una vez alcanzado el tamano
deseado, Ia colonia se separa seccionando el mis-
mo. Tampoco hace aconsejable la aplicacion de esta
técnica el hecho de que el hongo se cultiva sobre un
medio muy pobre en nutrientes y, para obtener una
colonia de un tamano ligeramente mayor a 1 cm,
Peniciflium debe ser incubado durante mas de un
dia; laincubacion prolongada podria aumentar el gro-
sor de las paredes fingicas, que dificultaria ain mas
la extraccion de ADN.

Conclusiones

Al utilizar las técnicas originales, la propuesta
por Martinez Culebras permitié obtener los mejores
resultados. Las modificaciones introducidas favore-
cieron la recuperacion y la pureza del ADN de
Penicillium citrinum, s6lo en dos de las técnicas
ensayadas (Saghaiy col. y Al- Samarraiy col.).
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