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MARCADORES MOLECULARES ESPECIFICOS Y SU USO PARA LA
DETECCION DE Sclerotium cepivorum Berk

OBJETIVO DE LA INVENCION

Obtencion de siete pares de oligonuciedtidos y el método para su uso
en la identificacion de Sclerotium cepivorum Berk.

ANTECEDENTES

El hongo Sclerotium cepivorum Berk es el agente causal de la
pudricidn blanca del ajo y la cebolla una de las enfermedades mas
perjudiciales que provoca perdidas econdmicas muy significativas.

La pudricion blanca es la principal de las enfermedades fungicas de
las especies del genero Alfium, al que pertenecen tanto el ajo (A.
sativum) como la cebolla (A. cepa). Cuando el hongo alcanza el bulbo
de la planta, después de infectar sus raices, los sintomas empiezan a
ser evidentes, al inicio de la enfermedad aparece micelio blanco y
suave, que se extiende alrededor de las raices, el bulbo y la parte
interna de las hojas (Crowe, 1995). Conforme la enfermedad
progresa los tejidos enfermos ya no proporcionan los nutrientes
necesarios para el crecimiento vegetative del hongo, por lo cual este

forma estructuras de resistencia llamadas esclerocios.

El grado de dafo de la enfermedad estd determinado por el ndmero
de esclerocios presentes en el suelo, asi como por la profundidad

—< IMPI



10

15

20

25

3

>
\

—

2

donde se encuentre; a mayor cantidad de esclerocios, mas severa
sera la enfermedad (Crowe et al, 1980).

S. cepivorum Berk es un hongo deuteromiceto y su rango de
hospedero se reduce a plantas del género Allium como son el ajo y la
cebella. No es habitante natural de la microbiota del suelo ni
endémico de América y es una especie introducida por el trafico de
plantas contaminadas.

S. cepivorum Berk no se encuentra como saprofito de vida libre sino
sclamente en forma de esclerocios los cuales son conglomerados
hifales con una cubierta de 2 a 4 células de grosor de células
melanizada que les confiere resistencia a la desecacion y los protege
de la degradacion microbiana (Huang, 1983). Estas estructuras de
resistencia y reproduccién son capaces de soportar condiciones
adversas como son: luz UV, estrés oxidativo e hidrico asi como de
resistir la degradacién quimica y biolégica (Agrios, 1988; Coley-Smith
y Cooke, 1971). Los esclerocios pueden mantenerse en este estado
de latencia hasta por 20 afios siendo capaces de germinar en
presencia de su hospedero al detectar los exudados radiculares
liberados por el ajo (Sanchez-Pale y Pérez-Moreno, 1998).

Es importante tener un sistema de marcadores moleculares, con los
que se pueda detectar de forma eficiente y rapida el patogeno en
muestras de los campos de cultivo o directamente en las hortalizas y
con este recurso poder planear la estrategia de manejo del terreno a
sembrar. Aplicacion de fungicidas, activadores de la germinacion del
esclerocio etc., de esta manera las pérdidas econdmicas se
minimizaran en gran medida.
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Por otro lado, estos marcadores moleculares se podran utilizar para
certificar si la semilla de exportacidon o importacion esta libre de este
hongo patogeno.

A nivel mundial se cuenta con un par de métodos para la deteccién
especifica de este fitopatdgeno.

Deteccion del hongo S. cepivorum Berk causante de la pudricion
blanca del ajo. Los esclerocios del hongo de la pudricion blanca del
ajo pueden ser facilmente detectables por la inspeccion visual de los
bulbos infectados. En algunos casos, sin embargo, un esclerocio
tipico y un micelio caracteristico pueden no existir, y la presencia del
hongo puede pasar visualmente desapercibido. Por lo tanto, se
requieren metodos eficaces y exactos para detectar e identificar el
hongo responsable de |la pudricién blanca del ajo.

El método clasico para la deteccion del hongo, es la inspeccion visual
al microscopio estereoscopico de los esclerocios despues de tamizar
las muestras de suelo. Se puede también hacer crecer el hongo de un
esclerocio en una placa de agar agua al 1% o PDA. O aislar el hongo
en el tejido enfermo, colocar un pequefio trozo de tejido en medio
PDA y deje crecer a 18 ©C.

El método mas comun de muchos de los kits de diagnostico de
hongos implican el uso del método del cultivo, i.e. Crecer a los
hongos en un medio con nutrientes adecuado. El método del cultivo
es generalmente utilizado en los laboratorios, tiene distintos
inconvenientes. En primer lugar, el método del cultivo es lento, y
dependiendo de las especies dei hongo, puede tardar semanas para
obtener resultados. En segundo lugar, hay que encontrar las
condiciones de crecimiento adecuadas para cada una de las cepas, y
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aun asi algunas cepas del hongo pueden permanecer desapercibidas.

Las estrategias que se han utilizado para resolver los problemas
antes mencionados en relacion al cultivo del hongo, se han resuelto
con los metodos moleculares basados en kits de amplificacion e
hibridacién de acidos nucleicos. De esta manera la especie de un
hongo es detectado e identificado simultaneamente, acelerando el
diagndstico. Por lo que ya no es necesario desperdiciar tiempo en
hacer un cultivo del hongo. Generalmente en un método in vitro para
la amplificaciéon de DNA (PCR), se conocen las secuencias de DNA
amplificado especie-especifico obtenidas a partir de los iniciadores
(oligonucleétidos) especificos para el microorganismo en cuestion, a
partir del DNA aislado de una muestra de donde se desea detectar la
presencia del hongo.

Se ha reportado el uso de oligonuclettidos para amplificar por PCR el
RNA ribosomal 5.8S y parte de la regién interespaciadora (ITS) de S.
cepivorum. Pero esta metodologia no identifico aislados de otras
regiones, ademds de que se tiene que secuenciar el fragmento
amplificado.

En la patente EP0642588 se describe un método para la deteccién de
hongos patégenos por medio de la amplificacion del gen ribosomal 55
y de la region interespaciadora (ITS), esta (ltima requiere
secuenciacion para su identificacion.

La patente US6180339 describe una serie de pruebas para la
deteccidbn de una gran variedad de hongos patdgenos, amplifican
genes de RNA ribosomal, es poco especifica ya que describe las
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pruebas para diferentes variedades de hongos, ademas requiere de
secuenciar los productos amplificados para identificar el hongo.

Teniendo en cuenta lo anterior, la invencién aqui descrita es nueva y
eficaz para detectar especificamente aislados del Sclerotium
cepivorum Berk que es el hongo responsable de la pudricidn blanca
del ajo.
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Productos de las amplificaciones separadas por
electroforesis en geles de agarosa al 1% y tefiido con bromuro de
etidio, se muestran los marcadores de tamafio M (DNA del fago
lambda cortado con i{a endonucleasa Pstl) y los productos
amplificados con los oligonucleotidos P19-08 (carril 1), P14-05 (carril
2) y D7-08 (carril 3).

Figura 2. Productos de las ampilificaciones separadas por
electroforesis en geles de agarosa al 1.5% y teflido con bromuro de
etidio, se muestran los marcadores de tamafio M (DNA del fago
lambda cortado con la endonucleasa Pstl) y los productos
amplificados con los oligonucleotidos 3A11 (carril 1), 13A12 (carril 2),
13A9 (carril 3) y Daqp (carril 4).
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

El proposito de la presente invencion es obtener marcadores
moleculares Gtiles para diagnosticar la presencia de Sclerotium
cepivorum Berk en muestras de suelo y semilla utilizando técnicas de
PCR.

Una técnica que hemos utilizado para tratar de determinar si hay
variacion genética en los diferentes aislados de un mismos
microorganismo es la de RAPD’S (Polimorfismo de fragmentos de
DNA amplificados al azar), la cual nos permiti6 agrupar
genéticamente a las diferentes cepas aisladas, sobre la base del
patron de bandas que se amplificaron a partir del DNA de cada cepa,
permitiéndonos observar diferencias entre aislados de diferentes
regiones del estado de Guanajuato, Aguascalientes y Zacatecas.

Con la finalidad de obtener marcadores mas especificos de Sclerotium
cepivorum Berk, y poderlos utilizar en muestras de suelo y de
semilla, se modificaron las condiciones de amplificacién que se tenian
para RAPD’s, aumentando la temperatura de alineacion de los
iniciadores, lo que nos permitié seleccionar los iniciadores que
amplificaran bandas a altas temperaturas de alineaciéon vy
posteriormente aislamos estos fragmentos, se secuenciaron y en
base a esas secuencias, se seleccionaron regiones no codificantes, a
partir de las cuales se disefiaron los iniciadores para tener
marcadores especificos del hongo, que sirven para su deteccidon en
muestras de suelo y semilla.
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Para la obtencion de marcadores moleculares especificos de S.
cepivorum Berk, se analizé el patrén de amplificacién del DNA de 24
aislados de S. cepivorum, cuya seleccidn fue al azar. La amplificacion
se efectia a 50°C generando productos de DNA especificos para
Sclerotium cepivorum Berk.

Estos marcadores se han utilizado con DNA extraido de muestras de
suelo y semillas de ajo para identificar S. cepivorum Berk, se utilizd
como control el DNA de los siguientes hongos productores de
esclerocios: Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani, y Macrophomina
faseolina.

Se describe la técnica de obtencion de DNA total de muestras de
suelo, a partir de lo descrito por Porteous y Armstrong (1993), en
donde el DNA se separa de los contaminantes del suelo por
electroforesis en geles de agarosa y directamente se utiliza el
fragmento del gel para realizar la reaccién de amplificacion en cadena
de la polimerasa (PCR), la cantidad de muestras que se pueden
analizar con esta técnica es cercana a 50 muestras por dia.

Hemos disefiado un juego de iniciadores (secuencias de
oligonucleétidos) que por medio de la técnica de PCR amplifican
dando un patrén especifico para S. cepivorum Berk. Los cuales se
utilizan para la deteccién del patégeno en muestras de suelo y
semilla.

La presente invencion proporciona siete pares de oligonucledtidos
especificos, oligonucleotidos que son utiles en la determinacién, la
identificacion y la deteccidn de acidos nucleicos, especialmente DNA,
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proveniente del hongo Sclerotium cepivorum Berk por medio de

métodos de amplificacion de DNA o de RNA por la técnica de PCR.

Nombre Tamafio del | T de
tam
del ; Secuencia del oligo (5°-37) amplificado | amp
ano

iniciador
Sc3Al1ld |20 | CGCCCTTAGTCAGCCACCAC

450pb 68°C
Sc3Allr 30 | TGTTTTGTTGTTTGTCTGTAGATTCATTTC
Sc13A9d |23 | ATTCGCCCTTCAGCACCCACCAC

417pb 68°C
Scl3A%9 24 | TTCCAAATCCATCAAAATCCACAT
Sc13A12d |20 | TCGCCCTTCAGCACCCACAC

597pb 68°C
Sci3A12r |30 | TCAATCAATCAATCAATCAACACAACATCT
Dagqpd 22 | ATTCGCCCTTAGTCAGCCACAG

638pb 68°C
Daqpr 22 | CATTCGCAGCGGAGATTCATTA
D7-08d 20 | CTCACTCACTTCACCCTCTC
D7-08r 20 | CTAGCCTTAGCACACTGGTT 555pb 68°C
P14-05d 19 | CGGTACCTGTGTCGTGTAG
P14-05r 20 | CTTCCGAACACGGAGAATAC 448pb 68°C
P19-08d 18 | AGTTGGTGGGGTTCGTAT

788pb 68°C
P19-08r 20 | CTTGGCTACTGTGAGCTTCT

Tabla 1

9GTSG.E
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La presente invencion describe las secuencias de cligonucleétidos que
hibridan especificamente con secuencias del DNA de S. cepivorum
Berk (Tabla 1). Es decir, una secuencia de acido nucleico que
contiene 18 a 30 unidades de nuclebtido e hibrida especificamente
con el DNA del hongo S. cepivorum Berk, amplificando por PCR una
secuencia de acido nucleico seleccionada e identificada por

secuenciacion.

La Tabla 1 muestra las secuencias de los oligonucledtidos en cuestién

y sus caracteristicas.

Estas secuencias son utiles en diferentes métodos de amplificacion
del acido nucleico utilizandolas como iniciadores en la técnica de PCR

0 como sondas en la técnica de Southern.

La invencidn puede ser explicada por medio de los siguientes

ejemplos, sin limitarse a éstos:
EJEMPLO 1

Detecciéon molecular de Sclerotium cepivorum Berk con tres pares de

oligonucleotidos especificos

Se aisld DNA del micelio de la cepa Sc2 de Sclerotium cepivorum
Berk, por medio del método descrito por Raeder y Broda (1985).

En las condiciénes optimizadas para PCR, los pares de iniciadores u
oligonucledtidos: P19-08, P14-05 vy D7-08, amplificaron un
fragmento Unico de 788pb, 448pb y 555pb respectivamente (figura
1).
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EJEMPLO 2

Deteccidon molecular de Sclerotium cepivorum Berk con cuatro pares
de oligonucleotidos especificos

Se qisld DNA del micelio de la cepa Sc2 de Sclerotium cepivorum
Berk, por medio del método descrito por Raeder y Broda (1985).

En las condicidnes optimizadas para PCR, los pares de iniciadores u
oligonucledtidos: 3A11, 13A12, 13AS y Dagp, amplificaron un
fragmento unico de 450ph, 597pb, 417pb y 638pb respectivamente
(figura 2)
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REIVINDICACIONES

Habiendo descrito lo suficientemente mi invencion declaro de mi
exclusiva propiedad lo contenido en las siguientes reivindicaciones:

1. El Método para la deteccién de Sclerotium cepivorum Berk que
consiste en un conjunto de oligonucledtidos para la detecciéon del
hongo, que comprende 7 pares de oligonucleédtidos y consiste en:

a) A partir de una muestra de DNA del hongo, ajo contaminado con
el hongo o muestras de suelo, extraido por cualquier método.

b) Amplificacion del DNA de la muestra a la que se refiere el inciso
(a) por medio del método PCR amplificando a 68°C y utilizando los
siete pares de los oligonucleétidos que se describen a continuacion:
Par 1

Derecho (Sc3A11d) CGCCCTTAGTCAGCCACCAC

Reverso (Sc3A11r) TGTTTTGTTGTTTGTCTGTAGATTCATTTC
Par 2

Derecho (Sc13A9d) ATTCGCCCTTCAGCACCCACCAC
Reverso (Sc13A9r) TTCCAAATCCATCAAAATCCACAT

Par 3

Derecho (Sc13A12d) TCGCCCTTCAGCACCCACAC

Reverso (Sc13A12r) TCAATCAATCAATCAATCAACACAACATCT
Par 4

Derecho (Daqpd) ATTCGCCCTTAGTCAGCCACAG

Reverso (Daqpr) CATTCGCAGCGGAGATTCATTA

Par 5

Derecho (D7-08d) CTCACTCACTTCACCCTCTC

Reverso (D7-08r) CTAGCCTTAGCACACTGGTT

Par 6

Derecho (P14-05d) CGGTACCTGTGTCGTGTAG

Reverso (P14-05r) CTTCCGAACACGGAGAATAC

~
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Par 7
Derecho (P19-08d) AGTTGGTGGGGTTCGTAT
Reverso (P19-08r) CTTGGCTACTGTGAGCTTCT

En donde la amplificaciéon de cada una de las 7 bandas de tamafio
especifico es indicativa de la presencia de S. cepivorum.

9GTG.E
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RESUMEN

La presente invencién se refiere a un conjunto de iniciadores, para
identificar o predecir la presencia de Sclerotium cepivorum Berk
agente causal de la pudricion blanca del ajo y cebolla, en muestras

de suelo y semilla de ajo, por medio de marcadores moleculares.

La presente invencidon se refiere a materiales en el campo de la
biologia molecular. En particular, a secuencias de nucledtidos aislados
recientemente, a secuencias de nucleétidos que tienen una identidad
substancial con la misma y a los equivalentes de la misma.

la invencién involucra identificar un patron de amplificacion de
fragmentos de DNA o firma molecuiar, que indica la presencia del
hongo. Se han identificado Ios patrones moleculares, que
comprenden siete grupos/series de marcadores moleculares, los
cuales tienen relevancia en la determinacién de la presencia del
hongo.

Se aplica tecnologia de reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) a
DNA extraido de material vegetal o suelo
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Listado de secuencias

<110> Universidad de Guanajuato

<120> Marcadores moleculares especificos y su uso para la deteccion de

Sclerotium cepivorumn Berck

<140> MX/a/2014/007055
<141> 2019-05-22

<160> 7

<|70> PatentIn version 3.5
<210> 1 Secuencia Sc3All
<211> 451 pb

<212> DNA

<213> Sclerotium cepivorum

<400> 1

cgececttagt cagecaceac caaacclitea tgeccticte aageaaggaa atctcaaaac

agacaagcaa caaaagtgic tgtccatcaa aatttaaaga atactcitat ctaaaacaag

gaagaagata tatagatgag caacaaaaaa cctcctttat teccgaggte Cltcaatatg

attctaaaac aagggatttc agatcagaca agcaacaaag tatctggtct tatacaattc

atgaaaccla gactttaaaa agcaaggaaa taaatttata gacaagcaac aaaaaactct

60

120

180

240

300

)
A
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tcgatictic aaatataatt catggaatta taacctcaag aaaagaaaca agaaattcca 360
ttgagaaaca aatctcttic aaatatgact acctaatact tcttcacatc aaaaaccaag 420
Zaaatgaatc tacagacaaa caacaaaaca t 451
<210> 2 Secuencia Sc13A9

<211> 417 pb

<212> DNA

<213> Sclerotium cepivorum

<400> 2

aticgecctt cageacceac cacggacacg gecgeaatga agtagacgit accgateate 60
ulinglalg ClgEAladgy (Jataadce titcllatg ctgacaggat glaggteltg 120
tacacagtaa aatagaagic gaccticttt caaggcagga cgagaaitga ttggaaagaa 180
aggactigag agagattctt cgtggtgatc gacacaaagt cttatataga gaaaaggatt 240

gaagegelgp gotaataatg gageacgaga aggattggaa taatggaate tggagatgta 300

graagiggag taggaagaag ggecgaacet tacctatgga teetetcaag cttttacctt 360

laactgtcaa tcatcacggg gattgtectt gecatgtgga tittgatgga ttiggaa 417

<210> 3 Secuencia Scl13A12
<211> 597 pb
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<212> DNA

<213> Sclerotium cepivorum

<400> 3

tcgeectica geacceacac ccaagagaaa tegatggact cicatgggaa aaaacaacge

ticacctatt tecgtttaat acttggeatg aatgaatctt cggaaggaaa ctigaacaga

aaatcaatat tgctcaatct caatatatta atccaaaage gaaggpgaaac ttgcagatet

tcagagagtg aatcglatcg cticttgtat tgaaaggetc atttactctt agaaatgacg

ctigtaacga tegatgggte teccggaate cttittegeg ectegeatge tagggttaca

atatatctgt atgttgttge ctacgtttgt ttgtttacat acctatgtet ttattggatt

catggceectt titagetatt tgtctgtien tu«cigacge agetgaactg agagatateg

atatatttta cttaataatt acctacttca ttttcattcg tgggaatatt taatgtaatt

ticttttttt gtaggaatac attcattcat tcaticgtic getgagaaat agetgeaaag

aaagagggeea tggttictaa atttggtapa tgtigtgtty attgatigal tgattga

<210> 4 Secuencia Sc3A2.0
<211> 638 pb
<212> DNA

<213> Sclerotium cepivorum

—< IMPI

—
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<400> 4

attcgeectt agtcagecac aggaggtega tgtgetectc tttctagtte gacateatit

actgacaatt atcattctta tattcagaat gictttgata tcgagaattic cttacgaaga

actccggtge aaccacttgg tlageactte tacaactaca accaaaggece cagtcaagaa

fitaaccele catticcatt gticaaactt caagetatcg taaccegeaa gtgagpgeaa

cclcogtiaa aatttcaaaa tectttaata cegaccaaat accgaccaat actaccatet

caatcacaat gggtcicaag tctatggeaa atcaaaagaa cgeagitaga agtgpatatc

Iccattcagt caacaaagaa ccatgaaccg ttgcaaaacg cetigegace tagtaacaca

valgCEAACt caalceecac latcgeca ttaacaagat cttcegegat atecgtecat

gaagcgtttt aattgccacg tgattegttg cecttaaccg cecgtgagta ctaatcacct

acttcatgaa tggatgigaa acgtagatgg tgatggttct getcegatee atttttgaat

tggtticgea ctggattaat gaatctcege tgcgaatg

<210> 5 secuencia D7-03

<211> 555 pb

<212> DNA

<213> Sclerotium cepivorum

<400> 5
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cteacteact tcacectete gettacaagg cetacacaaa atttgetaga tacagetaat

ticacttait actactagtc caccacccac acaaatttge aaatatgeag giccgaaggt

tagegegtaa ggicgtattt catgattatt catcatttat ttcgeaccee ttgtccaata

tccgatatce aacatcacat tgaagtctac ggagtactic atcatetact gtatgtagta

aagtagtaaa gtttaaatgt gatgotpott cgpagaagaa attteatact titcttaaaa

canaglttgg ggatcglatt acccegacgg tecatagaac aagactacag agttagacat

ttgpaaatca tgttgacagg tggetcggaa attaattttt ttatcttcec caatcgaaga

aatgtcaatt catggcatta ticttatttg gatcatcaaa gteatgeccc tttccticta

cglttttatc cggtaatttt ataacgaaag caaagaagct gttggicaag ttgctaacca

gtgigctaag gelag 555

<210> 6 secuencia P14-05

<211> 448 pb

<212> DNA

<213> Sclerotium cepivorum

<400> 6
cgglacctgl gicgtgtaga atagtetgtg aatgtetget ttegttctgg gaattgtett

goglataacg aalgaaaitg gtetcatact cggggaaict aagatgtatt atattattag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

60

120

)
A
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aaatgagttt gacagtgtaa tctatggaat tctecaggaa aagagggaga attgaaatet

actaatgacg tattgttagt tagcticatg tcagtgaggt tgagcagiga ctgggggegg

ccaagtotic tttgtattaa aaccagtatt tgaggactat tgatggcetca tgctgataac

tatagactat taattgtctg gtttttccat acaacattca aaggitigag tgatcactga

tgelggagta gattggaatg getactccaa aaatcaatct attacgggaa ccaagtegeg

tcaaaatggt attcicegtg ttcggaag 448

<210> 7 secuencia P1908

<211> 788 pb

<212> DNA

<213> Sclerotium cepivorum

<400> 7
agitggtgge gticgtattt cectgaaate atgatteatg catgatagag aaactitttt

gatatctcgt atcggtateg geateggeat ccggeacaac tgaatgaage tagaaggcgg

gagctecgaa agettcaagt caattggtaa atagegetga agacttatca ccaatgatat

gtgaagitta aacattaaac tccatacaat tccageacte catccgatte ttetgeggat

ctggegaaca geactgaatt gaagettaaa attecegtac acgagatict iggeaggage

180

240

300

360

420

60
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180
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)
A

=3 IMPI

—



)
A

=3 IMPI

—

7/7

taggaaacag gactcagtgt tgagaagitt aatacgaggc geaggaatca gtaatcacac 360

tetgecgtac agecacgatt ttcaagagtg atgttgetat gtactacaac taatcttace 420
actaccattc attagtgaca attgatcact ctattggtat getatactga ttectgaate 480
ataaatgtta aatgaatiga ttttgaattc aattgagtta tttcgptata agagtatggt 540

gegttggege gegatatata tettcaatee atagtagege ceaatggatt gieettcece 600

ccacccacaa cccactcaaa gggtecegge teatggacag caaccacgge aaactatcta 660

tatttatcaa atgatagaaa ttcgaataat agattgaaga gaattctaaa acataacttt 720

ttattatatc gaaaatatat agtaattgaa tctacacacg aaccacaaag aagetcacag 780

tagccaag 788



