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Resumen

Con la finalidad de detectar las especies de hongos micorrizicos arbusculares (HMA)
asociados a plantas de vid en un vifiedo comercial, se utilizaron métodos moleculares con primers
especificos para estos hongos. Se logré establecer por medio de una reaccién en cadena de la
polimerasa anidada (nested PCR) la presencia de HMA en el suelo de la rizésfera de la vid,
observando bandas muy bien definidas de aproximadamente 230 pb para las plantas con micorriza
nativa. En el caso de plantas tratadas con in6culo comercial se observan bandas muy poco definidas
en un gel de agarosa al 2%, por lo que es necesario optimizar el proceso de amplificaciéon del ADN
molde utilizado, asi como el proceso de extraccién del mismo.

Palabras Clave: Glomales, Biologia Molecular, PCR

Abstract

In order to detect the species of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) associated with vines in
a commercial vineyard, molecular methods with specific primers for these fungi were used. It was
determinated the presence of AMF in the rhizosphere soil of the vine, through a nested polymerase
chain reaction (nested PCR), having well defined bands in the 2% agarose gel, indicating the
expected fragments around 230 bp in plants with native AMF. For samples of commercial treated
plants not well defined bands in an agarose gel of 2% are observed, so it is necessary to optimize
the process of amplification of the DNA used and the process of extraction.

Keywords: Glomales, Molecular Biology, PCR

Introduccion

Los hongos micorrizico arbusculares (HMA) forman una asociacién simbidtica del tipo
mutualista entre los hongos del orden de los Glomales y las raices de mas del 90% las plantas
conocidas. Dicha asociacién implica un beneficio para ambos simbiontes, el hongo obtiene de la
planta fotosintatos para su desarrollo y este, con su capacidad de explorar un mayor volumen de
suelo, provee a la planta de nutrientes y agua, propiciando un mejor desarrollo de la misma.
(Reyes-Jaramillo, 2002; Smith & Read, 2008).

El hecho de que estos hongos sean simbiontes obligados, ha dificultado en gran medida su
andlisis taxondmico, principalmente para la determinacién de la composiciéon de especies en
ambientes nativos. Lo anterior, debido a que para la determinacién de especies son necesarias
esporas bien conservadas, lo que dificilmente se obtiene de estos medios (Gamper & Leuchtmann,
2007). Por otra parte, son pocas las especies de HMA que pueden reproducirse y esporular en
medios axénicos; ademds, los cultivos trampa comtiinmente utilizados requieren de 90-120 dias para
la obtencién de propdgulos (Nichols, 1999; Lee et al., 2006), y la asociacién planta — hongo
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depende, en gran medida, del hospedero, los factores ambientales y las condiciones de crecimiento
de las plantas, lo que generalmente no implica el éxito del experimento (Sharmah et al., 2018;
Gamper & Leuchtmann, 2007).

Los métodos moleculares, como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas
en inglés) y la electroforesis en gel en gradiente desnaturalizante (DGGE), han sido exitosamente
utilizadas para la caracterizacion de la estructura de la comunidad de los HMA, tanto en suelos de
cultivo como de ambientes naturales (Wei et al., 2012; Liang et al., 2008; Ma et al., 2005). No
obstante, los primers existentes para la amplificacion del ADN extraido de estos hongos presentan
una limitada especificidad, por lo que existe una gran cantidad de iniciadores que pueden ser
utilizados con esta finalidad (Millner et al., 2001; Liang et al., 2008; Jie et al., 2012).

A pesar de lo anterior, los pares de primers formados por AM1/NS31 y Glo1/NS31-GC han
sido los mds ampliamente utilizados y es a partir de los fragmentos obtenidos con ellos, que se han
integrado las bases de datos mds utilizadas para el andlisis de secuencias de ADN (Liang et al.,
2008). De tal forma, ha sido posible determinar las especies de HMA que colonizan las raices de
las plantas en ambientes naturales y cultivados, partiendo tanto de ADN extraido de tejido radicular,
como de propagulos existentes en el suelo de la rizésfera (Jie et al., 2012). El presente trabajo tiene
como finalidad probar la deteccién mediante métodos moleculares, de especies de Hongos
Micorrizicos Arbusculares (HMA) existentes en la rizésfera de un vifiedo comercial en el estado de
Sonora.

Metodologia

Se recolectaron 11 muestras del suelo de la rizésfera de plantas de vid, en un vifiedo
comercial en Hermosillo, Sonora, a una profundidad de 5-20 cm. Estas plantas (V1...6) se
seleccionaron de dos cuadros de condiciones de cultivo diferentes, uno inoculado con micorriza
comercial y otro con micorriza nativa (sin inoculacién). Del cuadro inoculado se tomaron dos
muestras de suelo en abril del 2013 (M1) y tres mds en Septiembre de 2013 (M2). Igualmente, del
cuadro con la micorriza nativa se tomd en la primera fecha mencionada se tomé solo una muestra y
en el segundo muestro se recolectaron cinco muestras mds. Todos los suelos se secaron a
temperatura ambiente y se tamizaron por 2 mm. De cada uno se tomé una submuestra de 100 cm® y
se tamiz6 en himedo de acuerdo a Gerdemann y Nicholson (1963), con las modificaciones
indicadas por Herrera-Peraza et al. (2004), utilizando un tamiz de 125 um y otro de 44 um. De esta
Gltima fraccién se tomaron 0.25 g de suelo y se extrajo el Acido Desoxirribonucleico (ADN)
utilizando el Power Soil™ Isolation Kit (MO BIO Laboratories, Solana Beach, CA, USA)
siguiendo el protocolo de la fabrica, para finalmente eluir el ADN con 100 uL del buffer de elucién
incluido en el kit. La primera amplificacién del rADN del gen 18S se realiz6 con los primers
AMI1/NS31, obteniendo fragmentos de aproximadamente 580 pb, mismos que se utilizaron como
molde para una siguiente PCR anidada, utilizando el par de primers Glol1/NS31-GC para un
fragmento de 230 pb (Liang et al., 2008). Para la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR por
sus siglas en inglés) se utilizé un termociclador de Bio Rad C1000™ bajo las condiciones de
amplificacidn utilizadas por Liang et al. (2008).

Resultados y Discusion

De todas las muestras de suelo se logré extraer ADN, aunque en cantidades muy variables,
desde 2.8 ng/uL hasta 9.6 ng/uL. En la Fig.1 se muestra un gel de agarosa al 2% en el cual se
observan las bandas obtenidas después de la PCR anidada, localizadas entre 150 y 300 pb,
correspondiendo a fragmentos de aproximadamente 230 pb. Las bandas mds definidas se observan
en las muestra VSM2 y V6M2, las cuales pertenecen al cuadro con micorrizas nativas. En el resto
de las muestras se logran ver bandas borrosas, lo cual puede deberse a que el ADN molde utilizado
es pobre en cantidad y calidad. Sin embargo, se debe tener en cuenta la especificidad de los
primers, que en este caso es relativamente limitada (Jie et al., 2012), ya que no se detectan a las
familias Archaeosporaceae y Paraglomeraceae; sin embargo, son ampliamente utilizados para la
detecciéon de HMA pertenecientes a las familias que agrupan la mayoria de las espcies conocidas, a
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saber, Glomeraceae, Acaulosporaceae y Gigasporaceae (Redecker, 2000; Liang, et al., 2008), por lo
que es probable que no se obtengan bandas completamente definidas en todas las muestras
analizadas.

Tomando en cuenta las bandas poco definidas que se presentan en la Fig. 1, asi como las
limitantes de los primers utilizados, es importante considerar la utilizacién de otras secuencias de
iniciacion para la reacciéon de PCR, asi como la optimizacion del proceso de extracciéon del ADN
molde. Lo anterior, debido a que Ochoa et al. (2014) confirman la presencia de HMA en plantas de
vid, independientemente de la inoculacién externa de micorrizas arbusculares a las plantas. Dicha
optimizacién implicaria la obtencién de ADN a partir del tejido radicular y no del suelo, lo que nos
permitiria conocer la identidad de los HMA que se encuentran activos en la transferencia de
nutrientes y agua entre la planta y el suelo.

.
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Fig. 1. Imagen de un gel de agarosa al 2%. Plantas con indculo comercial: VIM1, V4M1,
V1M2, V2M2, y V3M2; plantas con micorriza nativa: V3M1, V4M2, V5M2, V6M2, V7M2
y V8M2

De la misma manera, es importante sefialar que los estudios moleculares no necesariamente
desplazan los morfoldgicos, por el contrario, deben complementarse para lograr un panorama més
preciso de la asociacion establecida por ambos organismos.

Conclusiones

La metodologia utilizada permite la certeza de que en todas las muestras se detectan los
HMA asociados, sin embargo es necesaria una mayor especificidad en las determinaciones, asi
como una complementacién de la identidad con la caracterizacién morfolégica de las esporas
obtenidas.
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Conclusiones

» De las lineas y variedades evaluadas solo las lineas
BICHENA/AKAKI_7/3/SOMAT_3/PHAX_1//TILO_1/LOTUS_4/7/CHEN_11/POC//TANTLO/5/E
NTE/.. Y NETTA_ 4

/DUKEM 12//RASCON _19/3/DIPPER/RISSA//ALTAR84/AOS/4/INTER 8/7/SHAG 21/.....
superaron a la variedad RIO COLORADO C2000, que es la mds sembrada en la regién, por lo que
con éstas puede continuarse con las evaluaciones para la formacidn de nuevas variedades.
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