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RESUMEN

Se realizé un protocolo completo para el aislamiento de especies de hongos micorrizicos
arbusculares presentes en plantas nativas de Sonora, las cuales son capaces de colonizar raices de
maiz y trigo. El protocolo incluyé la toma de muestras y extraccion de esporas de raices y suelo de
leguminosas nativas del estado (Olneya tesota, Cercidium microphyllum y Prosopis Sp.), seguida
de inoculacién en las semillas de los cereales, seguida de germinacion y desarrollo de las plantulas.
Después se le cortaron las raicillas y se extrajo su ADN total. EI ADN extraido se sometié a PCR
anidada, usando los primers AM1 y NS31 para la primera reaccién y GLO1 combinado con
NS31GC para la segunda. Con esto se logré amplificar un fragmento de ~230 pb del gen ribosomal
18S exclusivamente de las especies de micorrizas arbusculares presentes en cada muestra. Dichos
fragmentos se separaron mediante la técnica de DGGE y actualmente las bandas encontradas estan
siendo purificadas para su secuenciacion e identificacion.

INTRODUCCION

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) pertenecientes al phylum Glomeromycota se
encuentran formando asociaciones simbidticas con un gran nimero de especies vegetales en los
suelos de la mayoria de los ecosistemas (Yang et al., 2010; Sharmah et al., 2010; Liang et al.,
2008). Se sabe que los HMA contribuyen de manera significativa en la nutricién, crecimiento,
reproduccioén, adaptabilidad y estabilidad de las plantas en el suelo y el ambiente. Pueden ayudar
eficientemente en la absorcion y transporte de nutrientes minerales, tales como el fosforo y el zinc
pasandolos del suelo a la planta a través de una intrincada red de hifas e intercambiarlos por
carbohidratos.

Por otro lado, debido a la formacidn de micelios y secrecion de glomalina, los HMA ayudan
también a la estabilidad y estructura de los agregados del suelo. Esto es a través de la construccién
de macroporos, los cuales a la vez que permiten la entrada de agua y aire, contribuyen a evitar la
erosion, siendo un factor clave para la estructura de las comunidades vegetales y productividad de
los ecosistemas (Liang et al., 2008; Rosendahl S. y E. H. Stukenbrock, 2004).

Las plantas con micorrizas son més eficientes para la absorcion y acumulacion de fosforo
especialmente en suelos de baja disponibilidad de dicho nutriente. Dada la baja movilidad del
fésforo en el suelo, la raiz debe extenderse méas para llegar a él. En raices con micorrizas el
incremento en la absorcién del nutriente se debe principalmente a que las hifas del hongo actGan
como una extension de la raiz de la planta. Cada especie tiene diferente grado de dependencia a las
micorrizas. Por ejemplo, el maiz y el sorgo tienen alta dependencia, mientras que el trigo, la avena 'y
la cebada poseen baja dependencia. Consecuentemente, el orden de la rotacion de cultivos tiene un
efecto significativo sobre la asimilacion de fésforo y otros nutrientes debido a que la poblacion de
micorrizas decrece en el suelo cuando se cultivan especies de baja dependencia a las micorrizas
(Coyne 1999).

A pesar de su importancia ecoldgica y agricola, se sabe poco sobre la biologia de
poblaciones y la diversidad de HMA en los diferentes ecosistemas. Anteriormente, los estudios e
identificacion se basaban principalmente en la morfologia de las esporas, pero esta es bastante
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dificil en muestras de campo, porque a menudo las esporas no son identificables, debido a su
degradacion o parasitacion por otros organismos (Rousseau et al., 1996).

Por otra parte, debido a que son simbiontes obligados, las micorrizas no pueden ser
cultivadas en ausencia de su huésped. Se tienen que usar plantas trampa para producir esporas de
identificables. Aunque es Util para el aislamiento y la propagacion de algunas especies de HMA,
esta estrategia indirecta de cultivo es muy tardada y puede haber preferencia de la planta por ciertas
especies de HMA por influencia de las condiciones de crecimiento sobre la composicion de sus
comunidades (De Souza y Berbara, 1999). Asi, por estas razones, las técnicas tradicionales pueden
generar resultados subjetivos, al estar basadas en la observacién y descripcion de caracteres fisicos
gue varian con el ambiente y el hospedero en el que se desarrollan.

Las técnicas de marcadores moleculares han permitido superar las limitantes de identificacion
y clasificacion taxondmica tradicional (Liang et al., 2008; Ikeda et al., 2006). La reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) puede utilizarse para amplificar secuencias especificas de ADN de los
HMA, por ejemplo algin gen especifico que se transcribe en alguno de los tipos de ARN ribosomal.
Enseguida la variacion en la secuencia puede ser visualizada por electroforesis (Clapp et al., 2002).
Las técnicas moleculares proporcionan un robusto método para caracterizar poblaciones de HMA,
mejorar la comprensién de su filogenia, ecologia, y evolucion.

Una serie de métodos basados en PCR han sido aplicados en la identificacion de HMA,
incluyendo polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP), el polimorfismo de
conformacion en cadena simple (CCPC), RFLP terminal (T-RFLP) y PCR anidada (Nested PCR)
seguida de electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE) o electroforesis en gel con
gradiente de temperatura (TGGE) (Sharmah et al., 2010; Ikeda et al., 2006; Van Overbeek et al.,
2006).

La mayoria de los trabajos de PCR anidada-DGGE estan orientados a la identificacion
especies microbianas en una comunidad. Esto se logra a través de secuencias comunes que varian
para cada especie, una de las mas usuales es la variacion en la secuencia del gen de ADN que se
transcribe en la molécula de ARN ribosomal 18S. La PCR anidada permite aumentar
significativamente la sensibilidad y la especificidad de la reaccion. El resultado del anélisis de un
consorcio de microorganismos puede ser una serie de fragmentos correspondiente al gen de interés,
los cuales tendran la misma longitud pero su secuencia sera diferente.

La electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante es un método para separar fragmentos
de ADN segln su movilidad en condiciones cada vez mas desnaturalizantes (generalmente, por
concentracion creciente de formamida y/o urea).

Por lo tanto en DGGE se pueden separar fragmentos de ADN de la misma longitud pero de
diferente secuencia. La separacion se basa en la migracion de las moléculas amplificadas y su
posterior parada, debido a la apertura de la doble cadena del fragmento en un punto determinado de
concentracion de agente desnaturalizante (Liang et al., 2008). Desde su introduccion para el analisis
de la estructura de comunidades bacterianas por Muyzer et al., (1993), este método ha sido
ampliamente utilizado en la caracterizacion de diferentes consorcios de microorganismos.
Kowalchuk et al. (2002) fue el primero en aplicar DGGE para evaluar la diversidad de HMA a
partir de suelos y muestras de raiz. Este trabajo constituye uno de los primeros estudios sobre la
presencia e identificacion, por técnicas de biologia molecular, de micorrizas arbusculares asociadas
con plantas nativas en suelos Sonora.

MATERIAL Y METODOS

Muestras de campo para el analisis de HMA

Las muestras de suelo se obtuvieron a partir de &rboles nativos de Olneya tesota (palo
fierro), Cercidium microphyllum (palo verde) y Prosopis Sp. (mezquite), creciendo en suelos no
perturbados. Se tomaron muestras a partir de ntcleos de suelo (5 cm de profundidad por 49 cm? de
superficie) extraidos de la zona radicular de cada una de 5 plantas de maiz elegidas al azar.
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Las muestras se mezclaron y tamizaron a 2 mm, dejando una submuestra de 100 g, la cual
se almacend a -20 °C, hasta la extraccion de ADN.

En la muestra restante se extrajeron las raicillas para su tincion segun la metodologia de
Phillips y Hayman (1963), y contabilizacion de los porcentajes de colonizacion segun la técnica de
Giovanneti y Mosse (1983). Adicionalmente se determiné el micelio externo e interno y produccion
de esporas segun Herrera-Peraza et al., (2004).

Un concentrado de esporas se inocul6 en plantas trampa de trigo y maiz.

Extraccién de ADN total en suelo con esporas en las plantas trampa

Se utilizoé el kit PowerSoil DNA Isolation (MO Laboratorios BIO, Solana Beach, CA,
EE.UU.) para el aislamiento del ADN del suelo de acuerdo a la instrucciones del fabricante y con
las modificaciones propuestas por Liang et al., 2008. El rendimiento e integridad del ADN fue
verificado por electroforesis en gel de agarosa (0.8%), tincion con Sybr Safe y visualizacion en UV.
Se cuantifico el contenido de ADN en el extracto usando un Nanodrop y posteriormente se
almaceno a -20 °C para uso posterior.

Extraccién de ADN total en raices de las plantas trampa

Las raices se lavaron con agua corriente y cortaron en trozos de 1 cm. 100 mg de material
de raiz de cada muestra se colocaron en un tubo de 2 mL con tapdn de rosca, conteniendo la mitad
del volumen lleno con esferitas de silice-zirconia (Biospec Products Inc., Techtum laboratorio,
Umead, Suecia). La extraccion del ADN se realizo utilizando un kit DNeasy Plant (Qiagen, Crawley,
Reino Unido) con un volumen de elucion final de 100 pL.

PCR anidada

Para realizar la primera amplificacion de PCR se utilizo el primer AM1 (5-
GTTTCCCGTAAGGCGCCGAA-3) que es especifico para HMA y el primer universal para
eucariotas NS31 (5-TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC-3) para asi obtener un fragmento de ~ 580
pb que corresponde al gen de ARN ribosomal 18S (ARNT).

Las reacciones de amplificacion por PCR se realizaron en un termociclador Mastercycler
gradient (Eppendorf). El volumen final de reaccion fue de 25 uL. usando 2 pl del ADN molde
extraido, en cada reaccion. El programa de termociclado a utilizar fue: 94 °C durante 2 min, 31
ciclos de 94 °C por 1 min, 55 °C por 60 s y 72 °C por 1:30 min, con una extensién final de 72 °C
por 10 min. 5 uL de el producto de PCR se analiz6 por electroforesis en gel de agarosa (0.8% (w/v)
de agarosa, 100 V x 60 min) y tincién con SybrSafe para confirmar la presencia del producto. Otros
2 pL del producto de usaron como molde para la segunda ronda de PCR, para la cual se utilizaron
los primers NS31-GC (5-
CGCCCGGGGCGLCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGTTGGAGGGL
AAGTCTGGTGCC-3) y Glol (5-GCCTGCTTTAAACACT CTA-3) con la mezcla de reaccién
igual a la primera ronda de PCR.

Las condiciones de PCR fueron: desnaturalizacion inicial durante 5 min a 95 °C, seguido de
35 ciclos 94 °C por 45 s, 52 °C por 45 s,y 72 °C por 1 min, mas una extension final a 72 °C durante
30 min. Los amplicones se analizaron por electroforesis en gel de agarosa (0.8% (w/v) agarosa, 80
V, 60 min) tefiidas con Sybr Safe para comprobar la presencia de un fragmento de ~ 230 pb
caracteristico. Las muestras obtenidas se almacenaron a -20 °C para el posterior analisis en DGGE.
Separacion de bandas por DGGE

Los geles se elaboraron con un equipo y reactivos DGGEK-4001-110: DGGE Kit, con las
siguientes caracteristicas: 6% (p/v) de poliacrilamida (37.5:1 acrilamida/bis-acrilamida), 1 mm de
espesor, 16 x 16 cm. Se us6 un gradiente desnaturalizante lineal de 35% a 55% para todos los
andlisis, donde el 100% desnaturalizante se define como la acrilamida que contiene 7 M de urea y
40% de formamida.

La electroforesis se realiz6 en TAE 0.5X (40 mM Tris-acetato, 1 mM de EDTA) durante 16
horas a 65 V y 60° C. Los geles se tifieron en agua MiliQ conteniendo 0.5 mg L-1 de bromuro de
etidio, durante 10 minutos y destifieron en agua MiliQ durante otros 10 minutos antes de la
transiluminacion UV. Las fotografias se captuaron con un sistema de documentacion Gel Doc 2000
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(Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.) y digitalizaron con el software version 4 (Bio-Rad, Hercules,
CA, EE.UU.).
Secuenciacion y analisis de las bandas obtenidas en DGGE

En el gel conteniendo fragmentos de interés se cortaron las bandas y se eluyeron 20:1 y cada
banda se reamplifico por separado usando el par de primers Glol y NS31 segin lo descrito por Ma
et al. (2005). Los productos de PCR se purificaron en DGGE como se describié anteriormente. Las
muestras de ADN purificado se enviaron a un laboratorio certificado para su secuenciacion.

Una vez secuenciadas los fragmentos de ADN, se realizardn comparaciones de similitud,
mediante la alineacion con secuencias conocidas del gen 185 ADNr encontradas en la base de datos
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih. gov/BLAST).

RESULTADOS Y DISCUSION PRELIMINARES

Colonizacion

La tincion de raicillas y la observacion al
microscopio y estereoscopio ha permitido observar la
colonizacién y determinar los porcentajes de la
misma. Observando el micelio externo e interno, asi
como la produccion de esporas.

La figura 1 muestra la presencia de esporas de
micorrizas en muestras de suelo asociadas a las
plantas en estudio. En ella se puede observar la
presencia de estructuras de esporas y micelios
extrarradiculares en las proximidades de la raiz.

En la figura 2 se observa la presencia de
micelios intrarradiculares y vesiculas formadas
durante la colonizando raices de Cercidium
microphyllum.

Analisis de Bandas de la DGGE

La figura 3 muestra las bandas encontradas en
la electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante,
correspondientes al fragmento del gen ribosomal 185 = ]
de micorrizas colonizando en las plantas trampa
(fragmento de aproximadamente 230 pb después de la
segunda PCR). En el pocillo de la izquierda,
correspondiente a las especies de micorrizas que colonizan
las raices de maiz se pueden observar al menos 5 especies
diferentes de micorrizas que hay que identificar. La ultima
banda probablemente sea una mezcla de especies cuya
composicion de pares de bases sea muy similar. Se seguira Fig
trabajando en su separacion y purificacion. El pocillo de la
derecha correspondiente a especies de micorrizas colonizando raices de trigo, revela tres bandas. Las
dos primeras bandas sugieren la presencia de especies que no colonizan en raices de maiz. La tercera
s una especie que puede colonizar a ambas especies trampa. De estos primeros resultados se puede
observar una mayor diversidad de especies en colonizando las raices de maiz.

500 ym

Actualmente las bandas estan siendo purificadas y enviadas a secuenciacion para definir con
precision las especies colonizantes.
Como puede observarse, las micorrizas nativas de Sonora, son capaces de interactuar
simbidticamente con las raices de los cultivos agricolas méas extendidos de nuestro pais. Es
importante para determinar las especies, géneros o cepas que afectan positivamente a las plantas
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cultivadas. En este sentido, en las siguientes investigaciones buscaremos definir las especies de
micorrizas arbusculares que colonizan a las raices de maiz superdulce cultivado en la Costa de
Hermosillo y el efecto de su simbiosis en el rendimiento y calidad del fruto, asi como en la
asimilacion de Ny P.
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