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1. Hongos esporulados 2. Hongos no esporulados |
| Métod
.. .. étodos
Congelacion Congelacion :
alternativos
Suspension
Liofilizacion en agua
Desecacion
. . . Lers |
Mantenlmlen;c)t.)r(‘ije (\j/lgblh,d.ad, | Resiembra
Pureza y Estabilidad Genética | periédica
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CONSERVACION POR CONGELACION

Factores principales implicados en el proceso

Material a conservar

e Cultivos en fases de crecimiento tardias o estacionarias

Crioprotectores
e Glicerol

e 10% glicerol para -80°Cy -196°C
e 30% glicerol para -20°C

Velocidad de enfriamiento

e Enfriamiento lento de los cultivos (~¥1°C/min)

Temperatura de almacenamiento
e Mejor cuanto mas baja (temperaturas inferiores a -150°C)

Descongelacion

e Descongelacidn rapida por inmersidn directa en un bafo de agua

& entre 35°Cy 37°C
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Preparar suspension de esporas (10%-107 esporas/ml) en
solucion salina o en agua destilada con Tween 80 (0.1%)

Repartir 0.5 ml de la suspensidn anterior en criotubos
previamente preparados con 1ml de glicerol al 15% (v/v)

Procedimiento Dejar a temperatura ambiente durante 20 - 30 minutos y
enfriar en nevera (5°C) durante al menos 30 minutos

para hongos
esporulados

Enfriamiento lento de los cultivos

(~1°C/min)

—Congelar a temperaturas inferiores a -80°C
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Conservacion por congelacion
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Cultivo en fase tardia de crecimiento o principio de la
estacionaria (1-2 semanas)

Cortar cubos de 0,5 x 0,5 cm de la placa de agar donde
esta el hongo crecido

Introducir los tacos de agar, en numerode 4 a5, en

Procedimiento criotubos que contengan glicerol 10%
para hongos no §

esporulados Dejar a temperatura ambiente durante 15-20 minutos y
enfriar en nevera (5°C) durante al menos 30 minutos

Enfriamiento lento de los cultivos (~1°C/min)

—Congelar a temperaturas inferiores a -80°C
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Procedimiento para hongos ectomicorricios

(Crahay et al. 2013a)

Conservacion por congelacion

(Crecimiento directo del hongo en
criovial, hasta fase estacionaria
(tardia (7-9 semanas) a 22-23°C

Cubrir con Glicerol al 10% e
incubar durante 1-2h

( )

& J

Enfriar en nevera (5°C) durante al
menos 30 minutos

( )

(Congelaci()n programada
(~1°C/min)

(Congelar en Nitrégeno Liquido (-
196°C) o en fase de vapor (-150°C)

Inoculation of mycelium
plug in cryovial

agar for growth

1- ECM fungal culture (2-4 weeks old)

Incubation for 7-9
weeks at 22- 23°C

8

, ===

Transfer of plug on MFM

Addition of Llyu.rol (10%)
and incubation for 1-2h s

g

ials

)

Controlled freezing of ¢ryov

Direct transfer and storage of cryovial

into a freezer at -13(0°C

.. )
-

w‘x

Direct thawing
in water bath

- Crahay, C., Declerck, S., Colpaert, JV., Pigeon, M., Munaut, F. (2013a). Viability of ectomycorrhizal fungi following

cryopreservation. Fungal Biol 117:103-111

- Lalaymia, I. & Cranenbrouck, S. & Declerck, S. (2014). Maintenance and preservation of ectomycorrhizal and arbuscular
mycorrhizal fungi. Mycorrhiza 24:323-337. DOI 10.1007/s00572-013-0541-8
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CONSERVACION POR LIOFILIZACION

Factores principales implicados en el proceso

Material a conservar
e Cultivos esporulados (10°-107 esporas/ml)
Crioprotectores

e Leche descremada estéril (10%w/v)
Velocidad de enfriamiento en el proceso de congelacion
e Para hongos de esporas grandes
Congelacién a-80° C, 2h
e Para hongos de esporas pequefias
nmersion en Nitrégeno Liquido
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Conservacion por liofilizacion
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Temperatura durante la sublimacioén

e Debe ser lo mas baja posible

Grado de deshidratacion alcanzado
e Debe ser lo mas alto posible

Atmaosfera en el tubo
e Tubos cerrados al vacio, sin presencia de oxigeno

Almacenamiento

e Conservar el vial en un lugar fresco (10-182C), seco y en
oscuridad

e |mportante no bajar de 0¢C
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CONSERVACION EN AGUA

 Es un método de conservacion alternativo
* El metabolismo baja por privacion de nutrientes
(pero la inactivacion no es total)

e (Células facilmente recuperables

* Facil, simple y econdmico
Método utilizado en la CECT para hongos
pertenecientes a la division Basidiomycota (Agaricus,
Agrocybe, etc.) y a la divisibn Oomycota, donde

destacan importantes géneros fitopatdogenos como
Pythium y Phytophthora.
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Procedimiento

Conservacion en agua

Cultivo en fase tardia de crecimiento o principio de la
estacionaria (1-2 semanas)

Cortar cubos de 0,5 x 0,5 cm de la placa de agar donde esta
el hongo crecido

Introducir los tacos de agar, en numero de 4 a 5, en tubos de
cierre hermético que contengan agua destilada estéril

Almacenar en oscuridad a temperatura controlada (18-202C)
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. Soluciones salinas (ej. ASW o
Con requerimiento de D
Teales agua de mar envejecida filtrada
estéril al 50%)

—Agua con Tween 80 al 0,1%

Procedimientos

Esporulados —

Densidad celular baja (<10°
células/ml)

Almacenar en oscuridad a temperatura controlada
(18-202C)
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CONSERVACION POR DESECACION

*Es un método de conservacion alternativo
*El metabolismo baja por la eliminacion del agua

*Se puede conseguir de muchos modos (corriente de aire seco,
material absorbente, vacio, etc)

*En general son de aplicacion facil, simples y econdmicos
*Aplicabilidad poco contrastada. Problemas de contaminacion

Evitar peliculas y costras que dificulten la desecacion

Métodos:
- Silicagel, Tierra, Celulosa (tiras o discos)
- Leche descremada, almiddn o dextrano

- Gelatina, Alginato, Sal
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Tierra

-
S

Solucioén salina

m

i 0

Conservacion por desecacion

S O =0 O 5 =3 =~

M
vl

—

Almacenamiento a 18°C
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Alginato

L

Alginato 3%
13 minutos
121°C

Q-J

Cultivo Suspension
en agua esteril

ek

J

Conservacion por desecacion

®e ®®
‘s0e% ‘see%
CaCl,0.03M Medio de cultivo Gotas de alginato
estéril 0.75M Sacarosa con cultivo
48 horas
Gotas de alginato DESECACION
con cultivo Corriente de aire estéril 6
30 minutos Bomba de vacio a
Polimerizacién del temperatura controlada
alginato
Pérdida del 30% del peso
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Conservacion por desecacién y congelacion

Hongos asociados a su

hospedador

(" .,
Encapsulacion de
propagulos en perlas
(de alginato

(" ., N\
Incubacion durante la
noche en Trehalosa

(0.5M)

J

r

Secado de las perlas
durante 48h a 27 ° C

&

(Congelar en Nitrogeno
Liquido (-196°C) o en
fase de vapor (-150°C)

Lalaymia L, Cranenbrouck S, Draye X, Declerck S (2012) Preservation at ultra-low temperature of in vitro cultured arbuscular

=3

Filtration on qtcnllnd Encapsulation of
AMF in alginate beads  in trehalose (0,5M) at 4°C

nylon mesh

:

Blending of AMF culture

2

AMF culture associated to a
suitable host

10 P

(o o e

B oA

Incubation of beads

E 1.9

Drying of beads at 27°C for 48H

6

- |

L
.

Transfert into cryovials

-

Direct AMF cryopreservation into freezer

Incubation of beads in SRM for
germination at 27°C

8
135°C
Direct thawing

in water bath

mycorrhizal fungi via encapsulation-drying. Fungal Biol 116:1032-1041.

Lalaymia, L., Cranenbrouck,S. and Declerck, S. (2014). Maintenance and preservation of ectomycorrhizal and arbuscular

mycorrhizal fungi Mycorrhiza (2014) 24:323-337. DOI 10.1007/s00572-013-0541-8
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.@T Esquema general de uso de cepas de referencia inactivas en el
vnivirsitat  laboratorio (consensuado con ENAC en julio de 2011)

DGVALENCIA
Cepa de referencia INACTIVA

Utilizar en su

totalidad y/o Activacion # pase o subcultivo
desechar

A

Cepa de referencia ACTIVA

12 pase o subcultivo x
Método de

conservacion

A\ 4 A 4

Cepa de trabajo Cepa de reserva

<
<«

| Activacion + subcultivo
A

Cepa de trabajo
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Lote » Controles de lote: Viabilidad
| Pureza
+ + Autenticidad
Lote Lote . — Controles periddicos de viabilidad
reserva de trabajo
N2 de viales bajo Viabilidad baja

| |
!

» Preparamos nuevo
lote

0si0 GEp 0,
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IDENTIFICACION DE HONGOS FITOPATOGENOS

1. Métodos Fenotipicos
1. Estudio morfologico

2. Estudio fisiolégico y bioquimico

2. Métodos Moleculares
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ESTUDIO MORFOLOGICO: NIVEL MACROSCOPICO

* Diametro de las colonias
e Color

* Textura

 Exudado

* Pigmento difusible, etc.
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ESTUDIO MORFOLOGICO: NIVEL MICROSCOPICO
e Conidiéforos
* Conidios: forma, superficie, etc.
* Presencia de esclerocios o
picnidios
* Tipo de reproduccidén: asexual
y sexual
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e SECUENCIACION Y ANALISIS DEL DNA RIBOSOMICO

Its 1
g e
ITS 1 ITS2
5.8S 58 18S - ..285
rDNA rDNA <«
Its 4
SSuU LSU
rDNA rDNA
N B e || NL1 -
ITS1 ITS2 IGS1 1GS2 "

D1 D2

28S LSU

NL4

Desarrollo de bases de datos (barcode)
* Region ITS (Schoch et al. 2012)
 (D1/D2) 28S rRNA (Kurtzman et al., 1998, 2011)

0si0 G
P
&

0/15‘
N E E RN
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Métodos moleculares

e SECUENCIACION Y ANALISIS DE OTROS GENES

Genes Housekeeping (genes codificantes de proteinas)
o B-Tubulina
o Actina (ACT)
o Factor de elongacion de la traduccién (EF-1a)
o Calmodulina (CAL)
o Segunda subunidad mayor de la RNA polimerasa Il

(RPB2)

Toledo, 8 de Octubre de 2018 Identificacion y conservacion de hongos fitopatogenos



Métodos moleculares

. T

V S . . 7 spe e
pivaLinain  © Secuenciacidon y Andlisis de otros genes

&’ Btis
I, 19, o mi 1z, zid
> - b |' Praii 4& T2 T224 T222 & Befb
600bp b
EF-1 EF1-728F EF1-986R  tefliw tef2rev EF1-983F
- = = S o »
. I s s s AN s [
» Factor de elongacion e e e R S ——
- tefl_int5(short) P
tefl_exonb6(large)
(EF-1a) _
12 3aib L L i ¥ 8 q 10 1 12
(IR TN 1 | ||
> RPB2 ~REEZIRE BYAERE il RPEZ-11aRs
=RFPEZER = : :
-+ fREC2-5F P <= RPE2-11bR
- RFEZGR g g - fRPEZ11aR

W{\\jgsio GEO[)/
™ \
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Métodos moleculares

DOVALENGIN « BASES DE DATOS PUBLICAS

o NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
Region ITS: subconjunto de secuencias
de referencia (RefSeq)

E{}NMKQAIA‘EASE o MYCOBANK

(http://www.mycobank.org)

Orgamsm (s) involved Hyperlink and website|Polyphasic identification possible

2. Aspergillus & Penicillium CBS website
3. Ceratocystis Q-bank website Yes
4. Colletotrichum Q-bank website Yes - F u sa rl u m M LST
6. F jum MLST CBS websit Y col o . .
e ueste ” (http://www.westerdijkinstitute.nl/fusarium/)
14. Monolinia Q-bank website Yes
16. Penicillium subgenus Penicillium CBS website Yes
17. Phaeoacremonium CBS website Yes . .
B o - Q-bank (http://www.g-bank.eu/fungi/
19. Phytophthora Q-bank website Yes

GEDD
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Métodos moleculares

* BASES DE DATOS PUBLICAS

[DNA extraction

ITS amplication

and sequencing

ITS identifies
to species level

Ceratocystis fagacearim
Ceratocystis virescens
Melampsora medusae (only 1o species)
Mycosphaerella laricis-eptolepidis
Phaeoramularia angolensis
Phytophthora kermoviae

Puccinia horiana

Puccinia pittieriana

Stenocarpella macrospora
Stenocarpella maydis

Thecaphora solani

ACT, CAL, COlI,
TEF or TUB2 required
for species level

Ceratocystis imbriata 1. sp. platani - TEF required
Davidiella (Mycosphaerelia) populorum - TUB2 required
Didymella ligulicola - ACT required

Monilinia fructicola - TEF required

Mycosphaerelia deamessii - TUB2 required
Mycosphaerelia gibsonii - TUBZ required
Mycosphaerella pini - TEF required

Phoma andigena - ACT required

Phoma tracheiphifa - ACT required

Phyfiosficta citricarpa - TEF required

Phytophthora fragarae var. fragarae - COI required
Phytophthora fragariae var. rubi - COIl reguired
Phytophthora lateralis - COI required

Phytophthora ramorum - COI required

Septoria lycopersici var. malagutii - TUB2 required
Verticiilium albo-atrum (only to species) - CAL required
Verticiilium dahliae (only to species) - CAL required

Toledo, 8 de Octubre de 2018
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Métodos moleculares
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DOVALENGIR « BASES DE DATOS PUBLICAS

Genera of phytopathogenic fungi: GOPHY 1
(http://www.plantpathogen.org/)

Iniciativa de la Subcomisidn Internacional para la Taxonomia de los Hongos
Fitopatogenos y del Comité Internacional para la Taxonomia de los Hongos

Y. Marin-Felix, J.Z. Groenewald, L. Cai, Q. Chen, S. Marincowitz, |. Barnes, K. Bensch, U. Braun, E. Camporesi, U. Damm,

Z\W. de Beer, A. Dissanayake, J. Edwards, A. Giraldo, M. Hern_andez-Restrepo, K.D. Hyde, R.S. Jayawardena, L. Lombard,

J. Luangsa-ard, A.R. McTaggart, AY. Rossman, M. Sandoval-Denis, M. Shen, R.G. Shivas, Y.P. Tan, E.J. van der Linde, M.J.
o510 GEp,y Wingfield, A.R. Wood, J.Q. Zhang, Y. Zhang, and PW. Crous (2017).Genera of phytopathogenic fungi: GOPHY 1. STUDIES
& E a% IN MYCOLOGY 86: 99-216 (2017). May 2017; http://dx.doi.org/10.1016/j.simyco0.2017.04.002
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Métodos moleculares
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Shoemaker Canad. J. Bot. 37: 882. 1959.

*Synonym: Cochliobolus Drechsler, Phytopathology 24: 973. 1934.
Classification: Dothideomycetes, Pleosporomycetidae, Pleosporales,
Pleosporaceae.
*Type species: Bipolaris maydis (Y. Nisik. & C. Miyake) Shoemaker.
Neotype and ex-neotype culture: ATCC 48332, CBS 137271.

* DNA barcodes (genus): LSU, ITS.

 DNA barcodes (species): ITS, gapdh, tef1.

* Condiciones de cultivo y caracteristicas
e Distribucion

* Huesped

* Sintomas de la enfermedad

N Toledo, 8 de Octubre de 2018 Identificacion y conservacion de hongos fitopatogenos



Métodos moleculares
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Species Isolates’ GenBank accession numbers? References
ITS gapdh tef1
Bi. austrostipse BRIP 124207 k452442 Kx452408 KX452455 Tan et al. (2018}
Bi. axonopicola BRIP 117407 k452443 k452409 Koa52450 Tan &t &l. (2018)
Bi. bamagaensiz BRIP 135777 Kx452445 KH45241 Kx452482 Tan et al. (2015}
Bi. bicolor CBS 690.96 k1909782 KM042893 KMOS3776 ITS: V96/|TS4
GAPDH: gpd1/gpd2
Bi. chioridis BRIF 108557 KJ415523 Kl415423 k1415472
TEF1 a: EF1 983/EF1 2218R
Bi. clavata BRIF 125307 KJ415524 Kl415422 KJ415471 :
Ei. coffeana BRIP 148457 KJ413525 415421 KJ4154710 Tan &t &l. (2014)
EBi. cookef AR 5185 KIG2Z351 KMO34833 KMOS3TFT Manamgoda et &l (2014)
Bi. crotonis BRIP 14838 k1413525 fkJ413420 k1415475 Tan et al. (2014)
Bi. cynodontis CBS 108854 KJSO0GTET KMO34838 KMOg37E2 Manamgoda et &l (2014)
) ] Crous et al. (2013}, Manamgoda et
Bi. drechsieri CBS 1382077 KF500530 KF500533 KMOS37E0
al (2014)
Bi. go=sypina BRIP 143407 k1415528 KJ415418 k14154587 Tan et al. (2014}
(,'\“‘QDSi o GEp, D/w@
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Muchas gracias
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