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Resumen

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son organismos que se encuentran en la
mayoria de ecosistemas, formando asociaciones mutualistas que permite la
transferencia de agua y nutrientes desde el suelo a la planta. Ultimamente, los andlisis
moleculares son usados para la caracterizacion y estudios de comunidades micorrizicas,
donde la extraccion de ADN es un punto crucial que el investigador debe realizar. Por lo
general, los métodos de extraccion y purificacion de ADN deben ajustarse a cada
especie de planta, incluso del tejido vegetal, por la variacién de su consistencia y la
presencia de metabolitos secundarios, que causa degradacién y cizallamiento de ADN.
Pero independientemente del método, se debe generar la suficiente cantidad de
material genético con la pureza adecuada, que garantice la integridad fisica y bioquimica
de la molécula para proporcionar datos que se acoplen al tipo de analisis que se
realizara posteriormente. Por ende, el presente estudio describe un protocolo enfocado
en el proceso de lisis celular de raices de distinta consistencia, variando la velocidad y
tiempo del homogenizador BEAD RUPTOR ELITE, para obtener alta calidad de ADN con
la menor cantidad de contaminantes, necesaria para el proceso de secuenciacion
masiva, permitiendo la identificaciéon de hongos micorrizicos arbusculares asociados a la
raiz del arbol manzanilla de la muerte (Hippomane mancinella) en dos diferentes

ecosistemas.

PALABRAS CLAVE:

e MICORRIZAS
e HOMOGENIZACION
e DIVERSIDAD
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Abstract

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are organisms found in most ecosystems, forming
mutualistic associations that allow the transfer of water and nutrients from the soil to
the plant. Lately, molecular analyzes are used for the characterization and studies of
mycorrhizal communities, where DNA extraction is a crucial point that the researcher
must carry out. In general, DNA extraction and purification methods must be tailored to
each plant species, including plant tissue, due to the variation in consistency and the
presence of secondary metabolites, which cause DNA degradation and shear. But
regardless of the method, a sufficient amount of genetic material must be generated
with adequate purity, which guarantees the physical and biochemical integrity of the
molecule to provide data that is coupled with the type of analysis that will be carried out
later. Therefore, the present study describes a protocol focused on the cell lysis process
of roots of different consistencies, varying the speed and time of the BEAD RUPTOR
ELITE homogenizer, to obtain high quality DNA with the least amount of contaminants,
necessary for the process. of massive sequencing, allowing the identification of
arbuscular mycorrhizal fungi associated with the root of the chamomile of death tree

(Hippomane mancinella) in two different ecosystems.

KEYWORDS:

e MYCORRHIZES
e HOMOGENIZATION
e DIVERSITY
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Introduccion

Formulacion del problema

Es un hecho que la biodiversidad de las especies es necesaria para que exista el
funcionamiento y estabilidad en los ecosistemas, pero los mecanismos ecoldgicos que
mantienen y regulan la biodiversidad se ha estudiado Unicamente en plantas y animales
(Castro, 2009). En la actualidad se ha reconocido la actividad del microbiota del suelo
para el desarrollo, mantenimiento, estabilidad y funcionamiento de un ecosistema, es
asi, que recientemente se ha planteado la importancia de abordar un estudio de
comunidades micorrizicas (Truong et al., 2019). La simbiosis micorrizicas que se forma
entre raices de plantas terrestres y hongos micorrizicos arbusculares (HMA), es de
interés para ecologistas por la influencia de estos en los procesos que se dan en los
ecosistemas y por su capacidad de inducir una variedad de respuestas en especies de
plantas coexistentes (Mosbah et al., 2018). Sin embargo, en la mayoria de las
investigaciones, se ha prestado poca o ninguna atencién a la diversidad y el rol ecoldgico
qgue posee los HMA, por la falta de informacién, que se debe a inconvenientes
encontrados en la identificacién, cultivo, taxonomia o problemas de manipulacién de

HMA en ecosistemas naturales (Sanders et al., 1996).

Los problemas de identificacidén y caracterizacién de HMA en raices siempre ha sido
un obstaculo, a pesar de que las observaciones morfolégicas de las esporas han tenido
éxito en experimentos con macetas estos andlisis han sido cuestionables, ya que no se

han establecido una relacién entre la diversidad morfoldgica de los HMA y su diversidad
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genética y funcional, a esto se suma la utilidad limitada para investigaciones de campo,
es aqui donde el uso de ADN para técnicas moleculares se esta usando con éxito al
proporcionar informacion sobre la diversidad genética de comunidades micorrizicas que
podria ayudar a entender ciertos fendmenos e identificar las diferencias ecoldgicas y

funcionales entre HMA de distintos ecosistemas (Tedersoo et al., 2010).

En las plantas, los acidos nucleicos (ADN y ARN) se extraen de varios tejidos, como
raices, tallos, hojas, flores, frutos y embriones; y son estos los que nos ayudan a obtener
informacidén referente a cuestiones evolutivas y ecoldgicas, pero existe cierta influencia
tanto en el proceso de manipulacién por parte del investigador, como del tipo de tejido
gue se va analizar, que dificultan la extraccion de ADN (Lucas et al., 2019). Los tejidos
como tallo y raiz, estdn mas lignificados y pueden contener mayor cantidad de
metabolitos secundarios, lo que dificulta el proceso de extraccion de ADN y genera

resultados ineficientes para los siguientes procesos de analisis (Henry, 2009).

Para hacer uso de enfoques moleculares el investigador debe obtener una buena
cantidad y calidad de ADN, que proporcione datos confiables para el analisis de las
comunidades micorrizicas, para lo cual existen diversos métodos de extraccion de ADN,
todo dependera del costo, tiempo, cantidad de tejido y su estado de conservacién

(Crossay et al., 2017).
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Justificacion del problema

La ecologia ha estudiado durante mucho tiempo como se da la distribucién de las
especies a lo largo de distintos gradientes ambientales (Maarja Opik et al., 2006). Por lo
general, la descripcidn de ecosistemas se centra en la composicion de especies y la
fisiologia de las comunidades de plantas, pero recientemente, se ha puesto gran énfasis
en comprender como funcionan los ecosistemas y en particular, el papel que
desempefia la biodiversidad en el ecosistema y los efectos que podrian tener sobre el

medio ambiente las pérdidas globales y locales de biodiversidad (Asmelash et al., 2016).

Es asi, como la creciente conciencia en la comunidad cientifica de alcanzar el
conocimiento sobre otros grupos taxondmicos, como es el caso de los hongos
micorrizicos arbusculares (HMA), que cumplen un rol de importancia en el

funcionamiento de los ecosistemas ha aumentado (Maarja Opik et al., 2006).

Se ha demostrado que los HMA, contribuyen a la adquisicion de nutrientes que se
pensaba que no estaban disponibles, control de estrés abidtico, resistencia a patégenos,
dinamica y evolucién de muchas especies, permitiendo la diversidad de plantas, por
medio de un sistema de redes (van der Heijden & Sanders, 2002). Por esta razon la
importancia de su identificacion y caracterizacién para llenar los vacios en el
conocimiento actual entre los vinculos de diversidad genética y distribucién de HMA en
los ecosistemas por medio de datos de secuencia de ADN que contiene suficiente

informacién para distinguir especies de HMA, mediante el uso de herramientas
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moleculares y de bioinformatica indispensables para poder caracterizar y entender los
factores que determinan la estructura de la comunidad vegetal con ciertas garantias
ofreciéndonos una vision concreta y clara (Crossay et al., 2017). Sin embargo, para hacer
uso de estas herramientas el investigador debe contar con ADN de buena cantidad y
calidad, que permita la caracterizacién e identificacion de la diversidad genética (Nunes
et al., 2011). Cabe destacar que los procesos de extraccidn y purificacién de ADN en
tejidos vegetales es un paso dificil y desafiante en comparacidn con tejidos animales,
debido a que las plantas poseen lignina y pared celular rigida hecha de material fibroso
resistente, que requiere un proceso de lisis especial que permita romper la pared celular
y liberar ADN de cada tejido vegetal (Spence et al., 2016). Para esto existen diversos
métodos de extraccién que van desde los métodos tradicionales o el uso de kits
comerciales, no obstante, la eleccidn del método debe generar la suficiente cantidad de
material genético con la pureza adecuada, eliminando cualquier contaminante durante
el proceso de purificacién, ademas, de garantizar la integridad fisica y bioquimica de la
molécula, y evitar posibles interferencias en las reacciones enzimaticas (Nunes et al.,

2011).

El uso de homogeneizadores, como el BEAD RUPTOR ELITE proporciona una lisis
celular rapida y eficiente de cualquier muestra bioldgica sea dura o blanda, esto se debe
a la friccién de la muestra con el material abrasivo contenido en los tubos, lo que facilita
el proceso de homogenizacidon de muestras vegetales dificiles como tallos y raices que

son tejidos mas lignificados y que contienen mayor cantidad de metabolitos
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secundarios, lo que obstaculiza el proceso de extraccién de ADN y genera resultados
ineficientes para los siguientes procesos de andlisis (Spence et al., 2016). Su uso se
recomienda para muestras pequeias ya que proporciona mayores rendimientos con un
ADN intacto, libre de impurezas y de cualquier tipo de contaminacidn cruzada, en

comparacion con la homogenizacion criogénica (Lucas et al., 2019).

Por la variacidn en la cantidad y calidad de ADN extraido de tejidos vegetales, es
indispensable contar con protocolos optimizados que garanticen los resultados
deseados para realizar un analisis del microbioma de raices, sin la necesidad de cultivar
y aislar (Hernandez, 2019). Por ende, el presente estudio se plantea optimizar un
protocolo de extraccion de ADN de raiz haciendo uso del homogeneizador BEAD
RUPTOR ELITE, donde se probaran diferentes variaciones de velocidad y tiempo para
mejorar el proceso de lisis de raices de distinta consistencia, ya que se sabe que el ADN
extraido es usado en varias herramientas y técnicas, como la comprension del
microbioma de ciertas especies de plantas de interés local en distintos ecosistemas, tal
es el caso del drbol de la muerte (Hippomane mancinella), siendo un punto de partida
para la mayoria de investigaciones que permiten responder distintas preguntas

ecoldgicas y evolutivas.



Objetivos de investigacion

Objetivo general

Comparar la composicion de las comunidades de hongos micorrizicos
arbusculares asociados a la raiz del arbol manzanilla de la muerte (Hippomane

mancinella), en dos ecosistemas.

Objetivos especificos

e Estandarizar un protocolo de extraccion de ADN de raices de distinta
consistencia utilizando el homogenizador BEAD RUPTOR ELITE.

e Determinar el mejor método de lisis celular mediante la evaluacién de
concentracidn y pureza por espectrofotometria.

e Obtener datos de secuenciacién masiva paralela para la regidon LSU (micorrizas)
de raices de dos ecosistemas diferentes.

e Analizar las secuencias obtenidas mediante el uso de herramientas
bioinformaticas.

e Identificar las comunidades de hongos micorrizicos arbusculares de raices del
arbol manzanilla de la muerte (Hippomane mancinella) en dos distintos

ecosistemas.
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Marco tedrico

Micorrizas

Las micorrizas son estructuras simbidticas que se forman entre raices y hongos
del suelo (Tedersoo et al., 2010). Permiten mejorar las condiciones de las plantas al
proporcionar resistencia al estrés, absorcién de agua y nutrientes (particularmente
nitrégeno y fosforo), de modo que influyen en la diversidad, productividad y

funcionamiento del ecosistema (Guo, 2018).

Tipos de micorrizas
Las micorrizas se dividen en 5 agrupaciones, basadas en las diferencias
filogenéticas, estructurales o ecofisioldgicas entre relaciones fungicas y vegetales

(Bagyaraj, 2014). Establecidas de la siguiente manera:

Ectomicorrizas

Las asociaciones de ectomicorrizas se dan entre hongos superiores y especies
lefiosas; arboles y arbustos (Selosse & Le Tacon, 1998). Las hifas de este tipo de hongos
se caracterizan por limitar el desarrollo del cértex, sin entrar en las células de la raiz, a lo
gue se denomina “red de Harting” (Castro, 2009). Ademas, son biomarcadores, debido a
gue ninguna de sus caracteristicas fisiolégicas puede ser redundante (Amaranthus,

1998).
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Ectendomicorizas

Ectendomicorizas son asociaciones que estan escénicamente restringidas a los
géneros de plantas Pinus, Picea y, en menor medida, Larix (Selosse & Le Tacon, 1998).
Este tipo de asociaciones es de importancia para la revegetacion de sitios perturbados y
en el establecimiento de coniferas en situaciones posteriores a incendios forestales (T.

E. Yu et al., 2001).

Endomicorrizas

Grupo de simbiontes cuya estructura fungica penetra por completo a la raiz del
huésped (Simon et al., 1993). En este grupo se distribuye tres agrupaciones principales:

Ericoides, Orquidioides y Arbusculares (Guo, 2018).

Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA).

Los hongos micorrizicos arbusculares constituyen una asociacion simbidtica mas
comun de plantas, encontrandose en casi todos los ecosistemas terrestres (Posta &
Hong Duc, 2020). Los HMA estdn en la mayoria de los habitats naturales y brindan una
amplia gama de beneficios ecoldgicos de importancia (Chen et al., 2018), en particular
facilitan el crecimiento vigoroso de las plantas hospedadoras bajo condiciones de estrés
al generar una red de hifas que contribuyen a la comunicacion entre la planta y el
hongo, lo que conduce a una tasa fotosintética mejorada, fijacién de CO, atmosférico,
proteccién contra hongos patégenos, mayor absorcion y traslocaciéon de agua y

nutrientes e influye en el mejoramiento de la calidad del suelo en cuanto a su estructura
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y textura, debido a que las hifas fungicas pueden acelerar el proceso de descomposicién
de materia orgdnica (Begum et al., 2019). Por esta razén, los HMA son endosimbiontes
vitales que juegan un papel efectivo de productividad de las plantas y el funcionamiento

del ecosistema (Gianinazzi et al., 2010).

Analisis de diversidad

Con la finalidad de realizar una clasificacion filogenética de especies de hongos
micorrizicos arbusculares dentro de familias y géneros de un ambiente natural, es
necesario estudios de diversidad tanto taxondmicos como genéticos para que exista
complementariedad en dicho analisis (Castro, 2009). Los métodos pueden basarse en

distintos criterios, como:

Criterios morfoldgicos

Tradicionalmente para estudios de diversidad de HMA la caracterizacion se ha
logrado por el aislamiento, identificacién y cuantificacion de esporas, usando rasgos

morfolégicos y otras estructuras fungicas (Hifas) (Lanfranco et al., 2001).

Aproximaciones moleculares

Los genes estan presentes en todos los organismos, por lo tanto, toda técnica
molecular disponible para estudios ecoldgicos parte de la extraccién de ADN que
constituye una huella de identificacion o estimacién de diversidad genética (Sanders et
al., 1996). Cabe mencionar que para hacer uso de cualquier técnica molecular para el

estudio de HMA es necesario conocer la estructura de los genes ribosémicos nucleares
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de eucariotas de esta forma se podra definir la regidén que sea apropiada para el estudio
de diversidad que se esté realizando. Los genes, poseen regiones altamente conservas
(18S, 5.8S y 28S), regiones con cierto grado de variacion que son las regiones trascritas
internas (ITS) y las regiones con mayor grado de variacidon que son las regiones

espaciadoras intergénicas (IGS) (Castro, 2009).

Estudios en raices y suelo

La investigacion molecular basada en el aislamiento de ADN es uno de los
enfoques mas utilizados que nos permite desarrollar estudios de diversidad de HMA en
distintos ecosistemas, mediante técnicas, como RFLP (Analisis de polimorfismos en
fragmentos de restriccién), SEAD (Enriquecimiento selectivo de ADN amplificado),

construccion y andlisis de genotecas, entre otras (Lanfranco et al., 2001).

Numerosos microrganismos existen localmente en el suelo, al igual, que las
raices de las plantas se encuentran colonizadas por varios tipos de microbios, incluidos
acinomicetos, rizobios, bacterias como Pseudomonas, asi como hongos micorrizicos
arbusculares (M. Yu et al., 2019). Pero en general las interacciones simbidticas entre
HMA y la planta se consideran inespecificas, debido a que una misma planta puede estar
colonizada por diferentes especies de HMA, sin embargo, dependerd del HMA y de las
especies de plantas involucradas en la simbiosis, al igual que las propiedades fisicas,
guimicas y bioldgicas del suelo son determinantes en la composicidn de la comunidad

de HMA del suelo y la planta (Mahmoudi et al., 2019). Por lo tanto, los estudios de
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diversidad se llevan a cabo por el tipo de planta, usos de suelo, condiciones

ambientales, tipo de ecosistema y otros aspectos (Castro, 2009).

Extraccidon de ADN de tejidos vegetales

Emplear técnicas moleculares para la obtencién de datos reproducibles y
confiables parte con la extraccidon de ADN (Alejos et al., 2015). En el caso particular de
tejidos vegetales la presencia de metabolitos secundarios, contenido de lignina 'y
compuestos relacionados hace problematico el proceso de lisis, ademas de generar bajo

rendimiento de ADN y afectar reacciones posteriores (Chabi Sika et al., 2015).

Protocolos de extraccion tradicional y comercial

Los métodos tradicionales de extraccidon requieren varias horas e incluso dias de
trabajo, ademas hacen uso de solventes organicos que son téxicos, sin embargo, con el
aparecimiento de kits comerciales se logré simplificar procesos, optimizar tiempo y

obtener ADN con mayor rendimiento y calidad (Alejos et al., 2015).

Para tener resultados exitosos en toda la cadena de procesos, la recoleccién y
almacenamiento de muestras vegetales es un paso que se debe considerar para cada
tipo de planta y tejido que se va a emplear (Rocha, 2002). El proceso de homogenizacion
es otro paso clave, este paso termite la ruptura de tejidos y paredes celulares, mediante
la pulverizacién del material vegetal ya sea por procesos mecdnicos o quimicos (Verollet,
2008). De modo que los procesos comunmente usados es la homogenizacidn criogénica

gue es un método relativamente econdémico y el empleo de homogeneizadores
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mecanicos que evita el uso de detergentes permitiendo que las proteinas citosdlicas

permanezcan intactas (Goldberg, 2008).

El uso de homogeneizadores mecanicos nos garantiza el rompimiento de
cualquier tipo de muestra bioldgica sea esta dura o banda, simplemente variando el
tiempo y nimero de ciclos, debido a que el procesamiento se da mediante la friccién de
la muestra con el tubo que contiene algin material abrasivo, como son las perlas de
vidrio que brinda una excelente eficiencia con potentes fuerzas de molienda (Alejos et
al., 2015). Cabe destacar que su uso se recomienda para muestras pequefias ya que

proporciona mayores rendimientos con un ADN intacto (Verollet, 2008).

Ventajas y desventajas de los métodos de extraccion tradicionales y comerciales

Tabla 1

Ventajas y Desventajas de los métodos de extraccion tradicionales y comerciales

s Métodos
Condicidén . . .
Tradicionales Comerciales
Material Inicial Gramos Miligramos
Uso de sustancias toxicas En la mayoria de protocolos No se usa
Tiempo Varios dias Menor a 3 horas
Rendimiento Varios microgramos, pero Varios nanogramos, pero
puede incluir moléculas de con moléculas de ADN
ADN fragmentadas integras
Inhibicion enzimatica Los reactivos usados pueden Poco frecuente, y si el caso
causar interferencias lo amerita son cantidades
recomendadas por el
fabricante.

Costos Bajo Alto
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Nota: Recuperado de Extraccion y purificacion de ADN. Instituto Nacional de Ecologia y

Cambio Climatico — INECC. Copyrigth 2015 por Alejos et al. Reprinted with permission.

Seleccion del método de extraccion

Seleccionar un método de extraccion que se ajuste a la técnica de analisis, tipo
de tejido, estado de conservacion, costos y tiempo, es fundamental, pero
independientemente del método que se emplee, como regla general, el ADN extraido
debe proporcionar altos rangos de pureza y concentracién, a mas de mantener la

integridad fisica y bioquimica de la molécula (Dhaliwal, 2013).

Arbol manzanillo de la muerte

Es también llamada guayaba venenosa, este arbol pertenece al género
Hippomane y familia de Euphorbiaceae cuyo nombre cientifico es Hippomane
mancinella (Muscat, 2018). Famoso por las propiedades de sus frutos, corteza y latex; ha
sido usado como purgante, diurético y contra afecciones de tétanos, sin embargo,
puede causar intoxicacién, debido a las toxinas que posee; y que muchas de ellas ain no

han sido identificadas (Tagle, 2015).
Hipotesis
Ho1l: El mejor tratamiento de extraccidon de ADN de raices de distinta

consistencia utilizando el homogenizador BEAD RUPTOR ELITE, permitird obtener ADN

de pureza y concentracion apropiada para técnicas moleculares.



Ho2: La riquezay abundancia de hongos micorrizicos arbusculares del arbol

manzanilla de la muerte (Hippomane mancinella) en dos ecosistemas es diferente.
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Materiales y métodos

Zona de estudio

El proyecto se realizé en las siguientes fases detalladas a continuacién:

Obtencion de muestras

Para la estandarizacién del homogeneizador BEAD RUPTOR ELITE se tomaron
muestras modelo de raices de distinta consistencia del campus central de la Universidad
de las Fuerzas Armadas “ESPE”. Las muestras para el analisis de comunidades
micorrizicas fueron recolectadas anteriormente de dos cantones del Ecuador (Figura 1),
el Cantdn Loja ubicado en la provincia de Loja, Region Interandina o Sierra y el Cantén
Puerto Lopez ubicado en la provincia de Manabi, situada en la region Costa; a

continuacion, se detalla los sitios de muestreo y las muestras utilizadas (Tabla 2).

Trabajo de laboratorio

El presente trabajo de investigacion se realizé en el Laboratorio de Botdanica del
Campus IASA |, de la Universidad de las Fuerzas Armadas “ESPE”, ubicado en el Valle de

los Chillos en la Hacienda el Prado sector Selva Alegre, Sangolqui.

Las muestras de ADN del drbol manzanilla de la muerte (Hippomane mancinella),
se enviaron a la Universidad de Kansas — EEUU, precisamente al Departamento de

Ecologia y Biologia Evolutiva para que se realice el proceso de secuenciacion.
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Figura 1

Zonas de recoleccion de muestras

Nota: El grafico muestra las dos zonas donde el material vegetal de la especie de estudio

(Hippomane mancinella) fue recolectado.
Tabla 2

Localizacidn y descripcion general de las muestras estudiadas

Especie Region Muestra Ubicacion GPS
11 S 01°32.490°
W 080°48.367’
. S 01°32.694’
Loja L2 W 080°48.649’
, S 01°32.49%
Arbol manzanilla de la L3

W 080°48.653’

muerte (Hippomane !
' S 03°58.921
mancinella) PL1 ’
W 079°14.054
) S 03°58.921’
Puerto Lopez PL2 W 079°18.685’
pL3 S 04°00.206

W 079°10.736
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Procedimientos

Muestreo de raices

Diferentes tipos de raices modelo se recolectaron en el campus central de la
Universidad de las Fuerzas Armadas “ESPE” para estandarizar el uso del
homogeneizador. En el proceso de recoleccidn, se desinfectd la pala y las tijeras de poda
con alcohol al 70% antes de usarse para evitar cualquier tipo de contaminacién o dafio a
la planta. Se removid la hojarasca y la tierra, para dejar al descubierto las raices y
cortarlas. Posteriormente las raices se coloraron en fundas ziploc correctamente
etiquetadas con la zona de recoleccidn y la fecha, para su almacenaje y transporte al

laboratorio.

Preparacion del material vegetal

Las raices recolectaras se colocaron en cajas Petri para lavarlas con agua
destilada, luego se secaron sobre papel absorbente. Una vez secas se las clasificd en
base a la consistencia de su raiz, como raices de plantas lefiosas, semilefiosas y
herbaceas; y luego fueron guardadas en papel dentro de fundas ziploc para

almacenarlas en el refrigerador a 4 2C, hasta su posterior uso.

Identificacion de micorrizas por técnicas moleculares

Extracciéon de ADN gendmico de raices.

Para la extraccién de ADN de raices, se empled el kit comercial DNeasy®

PowerSoil® Pro, donde se colocé aproximadamente 25 mg de raices en los tubos que
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contienen perlas de vidrio para la homogenizacién. Antes de colocar en el
homogeneizador BEAD RUPTOR ELITE se agregd 800 uL del buffer de lisis y se
homogenizd usando diferentes tiempos y velocidades para los distintos tratamientos.
Las perlas de vidrio permitieron moler el tejido y convertirlo en polvo fino que se usé en
los demds pasos descritos en el protocolo del kit de extraccidon para completar el

aislamiento de ADN.

Dilucion del ADN extraido

En el tubo de elucion proporcionado por el kit DNeasy® PowerSoil® Pro, que
contiene la columna MB Spim se colocé 50 pL de la Solucién C6 y se centrifugd a 15000

xg por 1 min, luego se descarté la columna.

En el caso particular del ADN de raiz del arbol manzanilla de la muerte
(Hippomane mancinella), de los 50 uL obtenidos 20 pL se enviaron al Departamento de
Ecologia y Biologia Evolutiva de la Universidad de Kansas para el proceso de

secuenciacion de ADN.

Cuantificacion de ADN genémico

Espectrofotometria.
La concentracién de ADN se determind por espectrofotometria a una
absorbancia de 260nm y la pureza de ADN se midié empleando los rangos de Azeo/2580 Y

A260/230. Ambos andlisis se realizaron usando el espectrofotometro MultiskanTM Sky
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Microplate. Para esto se colocé en la primera celda del microplato 2 pL de la Solucién C6

como blanco y en las celdas restantes las muestras de ADN.

La pureza optima de ADN se determind al encontrarse entre 1,8-2,0 en el ratio
A2e60/280, Y aquellos valores que estan por encima de 2.1 y por debajo de 1.6, fueron
considerados como ADN contaminado con ARN o con compuestos aromaticos
respectivamente. Por otro lado, un ADN puro en el ratio de Azs0/230 debe encontrarse
entre los rangos de 1.5-2.2 y los valores que estén por debajo de lo establecido se

consideraron muestras contaminadas con sales, carbohidratos y fenoles (Tabla 3.).

Tabla 3

Valores indicativos de pureza en muestras de ADN

RADIO VALOR PUREZA

1.8-2 ADN de pureza 6ptima

260/280 1.6-1.8 ADN pureza aceptable
<1,6 Presencia de compuestos aromaticos
>2.1 Contaminacién con ARN

1,5-2,2 ADN de pureza 6ptima
A260/230 <15 Contaminacién con sales, carbohidratos,
’ fenoles

Nota: Recuperado de Banco Nacional de ADN Carlos Ill, Universidad de Salamanca.

Copyrigth BancoADN. Reprinted with permission.
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Amplificacion de ADN y secuenciacion

Las secuencias de ADN fungico se generaron con los cebadores que se especifican

en la Tabla 4 para la region grande (LSU / 28S).

Tabla 4

Primers utilizados en este estudio

Org?nl_s;mo Locus Cebador Secuencia de nucleétidos (5 'a 3')
objetivo
Subunidad LROR ACCCGCTGA ACTTAAGC
Glomeromycota grande (LSU,
28S) del ARNr LR6 CGCCAGTTCTGCTTACC
[~ 1200 bp]

Para el proceso de amplificaciéon en PCR las reacciones se realizaron en el
termociclador Thermo Fisher Scientific®, y se utilizé 0.5 uM de cada uno de los primers y
1 uL del ADN extraido, conjuntamente con 2 uL de 10X PCR buffer, 0.2mM dNTPs, 1U
Tag polimerasa. Las condiciones de PCR fueron 95 ° C durante 3 minutos para el proceso
de desnaturalizacién, seguidos de 30 ciclos a 96 ° C durante 1 minuto, 58 ° C durante 1
minuto, para la hibridacion de primers y finalmente a 72 ° C durante 1 minuto, seguido
de un periodo de extension final de 10 minutos a 72 ° C (Hernandez, 2019). Se usaron

controles negativos (agua estéril) en todas las reacciones de PCR.

En la unidad de secuenciamiento de la Universidad de Kansas se prepararan las
librerias y la secuenciacién de ampliaciones utilizando el Kit V3 de la plataforma Illumina

Miseq.
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Andlisis Bioinformdtico

Validacion técnica.

Para el analisis metagendmico de esta tesis se usé secuencias de la base de datos

EBI (European Bioinformatics Institute; http://www.ebi.ac.uk), del estudio enfocado en

las propiedades a escala comunitaria de micorrizas arbusculares, ectomicorrizas y

asociaciones endofiticas en bosques templados y subtropicales.

Se eligio EMBL-European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) como base de datos
para la descarga de secuencias analizadas, debido a la confiabilidad de los documentos

publicados y los criterios que se cumplen para depositar secuencias en esta plataforma.

Procesamiento y control de calidad de secuencias.

Se importaron las secuencias de analisis en formato FASTQ a la plataforma

Galaxy (http://galaxyproject.org) aqui se filtrd y recorté las secuencias con la

herramienta Cutadapt para eliminar los primers usados (Tabla 4) y lecturas de
secuenciacion que incluian nucleétidos con puntuaciones de calidad baja (<30) con el fin
de evitar posibles errores. Luego se realizd el proceso de emparejamiento con la
herramienta Build List of Dataset Pairs y finalmente se estimo la calidad de las
secuencias con FastQC para después convertirlos a formato FASTA y preparar un solo

conjunto de datos para su posterior analisis.


http://www.ebi.ac.uk/
http://galaxyproject.org/

39

Alineacion de secuencias.

Con la herramienta align.seqs se alinearon las secuencias de formato FASTA a
una alineacion plantilla obtenida de la base de datos de MaarjAM

(http://maarjam.botany.ut.ee/) y con summary.seqs se pudo conocer la calidad de

alineacion.

Asignacion Taxondmica.

Primero se eliminaron posibles errores en las secuencias usando el comando
pre.cluster, este permitié dividir las secuencias por grupo y luego ordenarlas por

abundancia.

Se importd una base de datos con formato fasta y un archivo de taxonomia de

referencia obtenidas en (http://www.mothur.org/wiki/RDP reference files). Para

después con el comando cluster.split asignar las secuencias a OTU con lo que se obtuvo
una tabla con las diferentes OTUs identificadas. A continuacion, con el make.shared se
logré conocer cudntas lecturas hay en cada OTU con una distancia de 0.03 (97% de
similitud) y finalmente para identificar la taxonomia de cada OTU se utilizé el comando

classify.otu.

Comparacidn de secuencias.

Las secuencias de analisis de este estudio se contrastaron con las que se
encuentran en la base de datos de NCBI (National Center for Biotechnology Information;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov) usando Blastn.



http://maarjam.botany.ut.ee/
http://www.mothur.org/wiki/RDP_reference_files
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Para realizar los andlisis filogenéticos se buscaron las secuencias que
corresponden a la subunidad LSU de hongos micorrizicos arbusculares tanto en la base
de datos de NCBI como de MaarjAM para proporcionar una identificacion a nivel de

especie mas concluyente.

Analisis Filogenético.

Se realizé un alineamiento multiple usando el software Mega X para la
construccion del arbol filogenético entre las secuencias analizadas y las secuencias de
referencia descargadas de GenBank. Se utilizé el método Neighbour-Joining de maxima

verosimilitud para el analisis filogenético con una similitud de secuencia 297%.

Determinacion de Biodiversidad de comunidades

La biodiversidad de amplicones se analizaron con el paquete ampvis2 (Andersen
et al., 2018) y phyloseq (McMurdie & Holmes, 2013) en R, donde se cargaron dos
archivos; una tabla OTU que incluye la taxonomia asignada obtenida del analisis de
Galaxy y los metadatos que recopila la informacidn relevante de las muestras de

estudio.

Curva de rarefaccion.

Se utilizé el comando amp_rarecurve de paquete ampvis2 en R para generar el
proceso de rarefaccién y de esta forma obtener el nimero de lecturas de las OTUs mas

abundantes en cada zona de analisis.
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Comunidad de micorrizas arbusculares.

Para obtener una descripcion general de la composicién como de la abundancia
de micorrizas arbusculares de las muestras presentes en las dos zonas de estudio se
realizé un grafico de barras apiladas con los comandos plot_bar y geom_bar del
paquete phyloseq que muestra las abundancias relativas de cada familia, y con el
comando amp_heatmap de ampvis2 se visualizé la abundancia relativa a nivel de

especie.

Andlisis Estadistico

Disefio experimental.

Para estandarizar el uso del homogenizador BEAD RUPTOR ELITE, se ejecutaron
27 tratamientos generados por todas las combinaciones de los fatores controlables

(Tipo de planta, tiempo y velocidad) y cada uno conté con 3 repeticiones.

Analisis.

Todos los analisis fueron procesados en el software estadistico R versién 4.0.2 (R

Development Core Team, 2020).

Estandarizacion del homogeneizador BEAD RUPTOR ELITE.

Los datos de concentracidon como pureza en los rangos Azeo/280 Y A260/230,
obtenidos de la extraccion de ADN, se analizaron mediante la prueba paramétrica
ANOVA (aov) de tres vias con un intervalo de confianza del 95%, la que permitié evaluar

simultdneamente el efecto de interaccidn significativo de las tres variables de
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agrupacion o factores (Tipo de planta, Tiempo y Velocidad) en una variable resultado
(Concentracién y Pureza). Antes de este analisis se revisoé los supuestos de normalidad y
de homogeneidad de varianza con el estadistico Shapiro-Wilk (shapiro_test) y Levene
(levene_test) respectivamente, finalmente para identificar que tratamiento presenta
diferencias significativas en cada tipo de planta (Herbacea, Lefiosa y Semilefiosas) se

utilizé la prueba de Bonferroni con un alfa ajustado 0.025.
Biodiversidad de comunidades micorrizicas.

indice de diversidad y Riqueza de OTUs.

Se estimo la riqueza de OTUs y los indices de diversidad de Chaol, Simpson y
Shannon con el comando estimate_richness del paquete de phyloseq en R. Luego se
revisé los supuestos de normalidad y de homogeneidad de varianza con el estadistico
Shapiro-Wilk (shapiro_test) y Levene (levene_test) respectivamente, para después
realizar la prueba t-student (t.test) de las muestras y de esta forma determinar si existen
diferencias significativas entre las dos zonas de estudio, el nivel de significancia que se

utilizé fue del 5%.



Estandarizacién del homogeneizador BEAD RUPTOR ELITE

Resultados
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Los resultados que se detallan en la Tabla 5, fueron evaluados para identificar el

mejor tratamiento en cada tipo de planta.

Tabla 5

Rendimiento de ADN y rango de pureza de todos los tratamientos

. Descripcion ., Pureza
Tipo de . - . Concentracion
planta Tratamiento Velocidad Tiempo [ng/ml] Aseo/2s0 Aseojaso
[m/s] [s]
T1 60 132.67+39.17 0.83+0.287 1.984£0.010
T2 5.5 45 115.20+38.36 1.994£0.028 2.01+0.006
© T3 30 45.3914.13 1.28+0.070 1.85+0.065
8 T4 60 116.57+20.20 1.48+0.087 1.98+0.006
B T5 4.5 45 38.20+£7.47 1.45+0.135 2.021£0.015
o 6 30 50.41+1.98 1.52+0040  1.97+0.017
T T7 60 70.80+£13.45 2.02+0.407 2.02+0,006
T8 4.0 45 41.47+1.87 1.15%£0.054 1.95+0.031
T9 30 60.49+1.32 1.76%£0.120 2.01+0.025
T10 60 26.6715.89 1.49+0.286 2.091£0.062
T11 5.5 45 11.91+1.73 1.29+0.189 1.75£0.076
T12 30 7.39+0.69 1.05%£0.026 1.94+0.046
8 T13 60 7.68+1.78 1.221+0.142 1.54+0.217
,g T14 4.5 45 6.67+£1.84 1.15£0.140 2.14+0.025
3 T15 30 9.16+0.62 1.02+0.055  2.05+0.075
T16 60 3.23+0.94 0.50+0.422 0.52+0.059
T17 4.0 45 5.51+0.27 1.26%£0.046 2.59+0.068
T18 30 13.23+1.27 1.231£0.044 1.99+0.015
T19 60 62.43+8,30 1.69+0.416 1.99+0.012
T20 5.5 45 135.00+22,54 1.69+£0.202 2.02+0.001
@ T21 30 276.00+10,15 1.62+0.067 1.924+0.047
zg T22 60 120.97+30,31 1.491+0.412 1.95+0.006
é" T23 4.5 45 112.60+31,45 1.10£0.066 1.99+0.006
g T24 30 184.83+11,51 1.24+0.112 1.93+0.070
v T25 60 100.90£20,10 1.531£0.121 2.01+£0.025
T26 4.0 45 248.43+2,43 1.9840.031 1.961£0.015
T27 30 235.27+0,66 1.61+0.066 1.98+0.025
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Cuantificacion de ADN

Se verifico el supuesto de normalidad analizando los residuos del modelo con la
prueba de Shapiro-Wilk para cada combinacién de modo que la puntuacién de la
variable concentracion fue 0.06 (p>0.05), comprobando una distribucion normal de los
datos analizados; la prueba de Levene no es significativa con un valor de 0.09 (p>0.05),

asumiendo la homogeneidad de varianza en los diferentes grupos.

Tabla 6

Resultados de la Prueba de Bonferroni para el parametro Concentracion.

Tipo de planta Tratamiento Bonferroni .
Grupol Grupo2 p-valor Inferencia
T8 T2 1.73x10°® "p<0
Herbacea T5 T2 6.91x1077 "p<0
T7 T4 2.67x103 “p <0.001
T7 T1 4.54x10°  "p<0
T27 T24 8.68x10* "p<0
T27 T21 8.43 x1073 "p<0.01
T24 T21 1.20 x108 “p <0.001
Semilefiosa T26 T23 436x10*  "p<0
T26 T20 2.08x10  "p<o0

T25 T19 1.38x10% "5 <0.05
T22 T19 1.10x10*  **p<0.001

Nota: * significa que existe diferencias significativas en la comparacion de

tratamientos. Cdodigos.Sig: 0 “*** 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*” 0.05 ‘" 0.1°" 1



Figura 2

Concentracion de ADN en ug/ml obtenido de cada tratamiento

Anova, F(8,54) = 16.95, p = <0.0001, nj =072
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pwc: Emmeans test: p.adjust: Bonferroni

Nota: Diagrama de cajas del rendimiento de ADN. * significa que existe diferencias

significativas en la comparacion de tratamientos.
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Los resultados del analisis de varianza ANOVA de tres vias sefiala que hay
diferencia estadisticamente significativa entre los tres factores analizados (Tipo de
planta, Tiempo y Velocidad), (F (8,54) =16.95, p <0.0001, h?=0.72), de tal forma, que se
acepta la hipdtesis alternativa donde al menos un tratamiento difiere en valores de

concentracion de ADN.

La prueba de Bonferroni se muestra en la Tabla 6 y en el diagrama de cajas de la
Figura 2, en el que se observa que existe diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos en las plantas Herbaceas y Semilefiosas, sin embargo, no hubo
ningun tratamiento significativo en plantas Lefiosas. Ademas, en la Figura 2 se indica
gue los mejores tratamientos en cuanto a rendimiento son T1, T10 y T21 con
132.67+39.17, 26.67+5.89 y 276.00£10,15 (ug/ml) respectivamente.

Pureza de ADN

Se encontrd que los mejores tratamientos en cuanto a calidad de ADN en ambos
ratios de absorbancia (A260/230 Y A260/280) Y €n base a los niveles indicativos de pureza que
se muestran en la Tabla 3 conjuntamente con un alto rendimiento de ADN, fueron los
tratamientos T2 y T4 para plantas herbaceas, mientras que para Lefiosas y Semilefiosas

son T10y T21 respectivamente (Figura 3y 4).
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Figura 3

Pureza de ADN extraido de los distintos tratamientos considerando la proporcion de

absorbancia Azso/230
Tiempo B3 30 = 4 5 &0
Herbacea Lefiosa Semilefiosa
251
201

A260 230
I
—L1
1+
I+
—| 1+
alls
-1
—{ 1+
{1

{I-
I

0.1

4 435 95 4 435 55 4 435 55
Velocidad
Nota: Diagrama de cajas de la pureza de ADN en el rango de absorbancia Azso/230. La linea
horizontal dentro del cuadro define la mediana, mientras que los bigotes representan los

valores mas bajos y altos dentro del rango intercuartilico de 1.5 (IQR).
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Figura 4

Pureza de ADN extraido de los distintos tratamientos considerando la proporcion de

absorbancia Azso/230
Tiempo 530 = 45 5 60
Herbécea Lefinsa Semilefiosa

A250.280

4 45 b5 4 415 55 4 45 55
Velocidad

Nota: Diagramas de cajas de la pureza de ADN en el rango de absorbancia Azso/2s0. La linea
horizontal dentro del cuadro define la mediana, mientras que los bigotes representan los

valores mas bajos y altos dentro del rango intercuartilico de 1.5 (IQR).
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Extraccion de ADN de la especie de estudio

Una vez concluido cual es el mejor tratamiento para el proceso de lisis celular de
plantas lefiosas, se aplicé el tratamiento T10 (Velocidad 5.5 [m/s] y Tiempo 60 [s]) para
la ruptura celular de raices del arbol manzanilla de la muerte (Hippomane mancinella),

los resultados de rendimiento y pureza se especifica en la Tabla 7.

También se corrid un gel de electroforesis para visualizar las bandas de ADN

extradido de la especie de estudio (Figura 5).

Tabla 7

ADN extraido de raices del Arbol manzanilla de la muerte (Hippomane mancinella)

Peso Concentracién Pureza
Especie Region Muestra
|
le] [ug/mi] Az60/230 A260/280
) L1 0,0250 27,96 0,59 1,95
Arbol Loja L2 0,0251 39,29 1,14 1,67
manzanilla 13 0,0157 15,70 0,92 2,15
de la muerte PLL _ 0,0143 32,14 0,54 1,59
(Hippomane  pyerto ’ ’ ’ !
; i PL2 0,0144 15,20 0,63 2,03
mancinella) Lépez
PL3 0,0252 51,33 1,28 1,79

Nota: Resultados de rendimiento y pureza en los dos rangos de absorbancia por

espectrofotometria, tras la extraccién de ADN de raices de la especie de estudio.
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Figura 5

Electroforesis en gel de agarosa al 1%

Nota: El gel de electroforesis de los resultados de extraccién de ADN de raices del Arbol

manzanilla de la muerte (Hippomane mancinella) muestra degradacion de ADN.
Analisis de secuencias

Asignacion taxonomica de OTUs

Las secuencias de este estudio fueron tomadas de la base de datos EBI y tras su

analisis en Galaxy se obtuvo un total de 62.256 lecturas, después del paso de
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eliminacidn de ruido se alcanzé 22.586 lecturas sin procesar, posteriormente con el paso
de recorte se eliminaron 2.481 lecturas. De las 20.105 lecturas restantes, se eliminaron
1.186 secuencias quiméricas potenciales (secuencias que no son productos reales de la
amplificacién del gen). Las 18.919 lecturas no quiméricas restantes se asignaron a 89
unidades taxondmicas operacionales (OTU) en base a una similitud de secuencia del
97%. De estas 89 OTUs, 21 (12.789 lecturas) pertenecen a hongos micorrizicos
arbusculares. Como el resultado de lecturas de HMA vario de 214 a 7.465 entre las
muestras, los nimeros de lectura se normalizaron, obteniendo un conjunto de datos

gue contenian 21 OTUs (5.801 lecturas).

Las 21 OTUs (24%) fueron comparadas con los organismos mas préximos en la
base de datos NCBI, presentando 95 a 99% de homologia (% de identidad) con
secuencias proporcionales a la subunidad 28S ARNr de distintos hongos micorrizicos
arbusculares pertenecientes a la clase Glomeromycetes (Tabla 8). Las secuencias

restantes son hongos no identificados que representan el 76 % de OTUs.

Se procedid a la construccion de un arbol filogenético en Mega X mediante el
método de Neighbour-Joining de maxima verosimilitud, con bootstrap de 1000 y
modelo evolutivo de Tamura — Nei, 93 (TN93). Este analisis filogenético permitio ratificar
la taxonomia analizada con Galaxy en donde las secuencias que no se lograron clasificar
en ningun grupo conocido se asigné como “Unidentified”. Las OTUs fungicas del filo
Glomeromycota, clase Glomeromycetes se asignaron en cuatro érdenes, seis familias,

siete géneros y 21 especies.
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Secuencias de micorrizas encontradas en las muestras de raices del drbol manzanilla de la

muerte (Hippomane mancinella)

Coincidencia mas cercana en la base de datos NCIB Homologia

ot Familia Especie No. Acceso GI* (%)
OTU_01 Acaulosporaceae  Entrophospora sp. 1138 AY035644 15809596 99
OTU_02 Paraglomeraceae Paraglomus sp. MK400347 1558440760 97
OTU_03 Ambisporaceae Ambispora leptoticha MN803429 1782152757 95
OTU_04 unidentified Paraglomerales sp. MK019107 1486698521 96
OTU_05 Paraglomeraceae Paraglomus brasilianum MN727066 1778014736 98
OTU_06 Glomeraceae Rhizophagus sp. MT448005 1839422827 97
OTU_07 Glomeraceae Glomeraceae sp. MT447999 1839422821 97
OTU_08 Archaeosporaceae Archaeospora sp. isa33 AM743192 172046499 95
OTU_09 unidentified Uncultured Paraglomus MK550587 1578866536 97
OTU_10 Archaeosporaceae Uncultured Archaeospora  MK841378 1624799963 97
OTU_11 Glomeraceae Glomus indicum GU059549 300432608 96
OTU_12 unidentified Glomeromycota sp. MT131326 1817956624 98
OTU_13 unidentified Archaeosporales sp. MF333750 1206519962 97
OTU_14 Gigasporaceae Cetraspora gilmorei KM083146 699026350 96
OTU_15 Glomeraceae Uncultured Glomus MNO096990 1691659316 97
OTU_16 Glomeraceae Uncultured Glomeraceae MT367970 1834242699 97
OTU_17 Glomeraceae Glomus sp. SOV HE577801 348031140 97
OTU_18 Glomeraceae Glomus sp. 7 SUN 2011 JF439162 344165606 98
OTU_19 Acaulosporaceae Entrophospora infrequens ~ AF378519 15429437 99
OTU_20 unidentified Glomeromycetes sp. MF337460 1206523672 99
OTU_21 Glomeraceae Glomus sp. MT595228 1852007947 96

Nota: 1Gl: GenInfo Identifier

Las OTUs con asignacion taxondmica fueron distribuidas en seis familias (Figura

6): 8 (38.1%) pertenecen a Glomeraceae, 2 (9.5 %) a Acaulosporaceae,

Archaeosporaceae y Paraglomeraceae, 1 (4.8%) Ambisporaceae y Gigasporaceae; y 5

(23.8%) no se pudieron asignar a una familia de HMA.



Figura 6

Arbol filogenético de secuencias de la region 28S de ARNr
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Nota: Representacion del arbol filogenético de muestras de raices del arbol manzanilla de
la muerte (Hippomane mancinella) construido con el software Mega X. El método usado

fue el de Neighbour-Joining de méaxima verosimilitud, con bootstrap de 1000 y modelo
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evolutivo de Tamura — Nei, 93 (TN93). Solo se muestran los valores de probabilidad
bootstrap >80% que indica mayor fiabilidad. Los nimeros de acceso de secuencias de

GenBank se encuentran entre paréntesis.

Perfiles Taxonémicos y abundancia

En la Figura 7 se muestra un diagrama de las OTUs detectadas en las muestras de
raiz de Hippomane mancinella, donde existen 3y 2 OTUs de micorrizas arbusculares
exclusivas para las regiones templada fria y subtropical respectivamente, ademas de 16
OTUs compartidas y de 68 OTUs que no se logrd dar una asignacion taxondmica. El

porcentaje presente en el paréntesis corresponde a las lecturas generadas.

Figura 7

Grafica de OTUs compartidas y especificas de las zonas de estudio
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Figura 8

Abundancia relativa de las 6 familias encontradas en cada zona
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De las seis familias identificadas de micorrizas, se detectd una fuerte variacion en
la abundancia relativa de la familia Glomeraceae para el bosque templado frio y
Acaulosporaceae para el bosque subtropical, por el contrario, Acaulosporaceae para la
regién templada tuvo una enérgica disminucion. Finalmente, se mostraron una misma

prevalencia para las demas familias en ambos ecosistemas.
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Teniendo en cuenta los géneros de HMA detectados en este estudio, Glomus
indicum fue la especie mds abundante para la region templada fria con 32.3 %, mientras
gue para la regién subtropical hubo mayor prevalencia de Ambispora leptoticha con

16.22% (Figura 8).

Riqueza e indices de diversidad

Con la matriz de abundancia se estimé los pardmetros de diversidad alfa de OTUs
de micorrizas arbusculares presentes en las muestras de raices de Hippomane
mancinella en las dos zonas de estudio. En la Tabla 9 se reporta la riqueza observada
como numeros de OTUs de cada muestra conjuntamente con el estimador de riqueza
Chao 1y los indices de diversidad comunitaria (Simpson y Shannon) los que se

calcularon con el conteo de lecturas.

Tabla 9
Pardametros de diversidad alfa para las comunidades de micorrizas arbusculares presentes

en las zonas de estudio.

. . Riqueza Indice
Especie Region Muestra
P & de OTUs Chaol Simpson  Shannon
. T1 58 58,00 0,832 2,258
Arbol Templada
manzanilla fria T2 64 75,35 0,884 2,430
dela T3 59 96,50 0,650 1,725
muerte S1 61 61,00 0,900 2,540
(Hippomane g ptropical 52 75 86,27 0,874 2,413

mancinella) 53 70 61,50 0,749 1,954
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Figura 9

Abundancia relativa de micorrizas arbusculares a nivel de especie identificadas en cada

zona de estudio
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Comparacion de los indicadores de diversidad en las dos zonas de estudio

En la tabla 10 se detalla los estadisticos descriptivos tanto para riqueza e indices
de diversidad alfa calculados de la matriz de OTUs de micorrizas arbusculares obtenida

de Galaxy.
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Tabla 10
Estadisticos descriptivos para los pardmetros de diversidad alfa de micorrizas

arbusculares en raices del arbol manzanilla de la muerte (Hippomane mancinella)

Riqueza de indice
Regidn n OTUs Chaol Simpson Shannon
Media Sd Media Sd Media Sd Media Sd
Te";:;;ada 3 60,33 3,215 76,62 1928 0,789 0,123 2,138 0,368

Subtropical 3 68,67 7,095 69,559 14,45 0,841 0,081 2,302 0,308

Tabla 11

Resultados de la prueba t-student para indicadores de diversidad en raices del del darbol

manzanilla de la muerte (Hippomane mancinella)

Medida de diversidad T Gl:ados de valor p Interv-alo de confiarlza
libertad Inferior Superior
Riqueza 0,505 4 0,640 -31,60 45,70
Indice de Chao1l 0,019 4 0,989 -28,80 29,20
indice de Simpson -0,617 4 0,571 -0,288 0,184
indice de Shannon -0,595 4 0,584 -0,933 0,061

Los resultados de la prueba t-student de los datos analizados de micorrizas
arbusculares en las muestras de raices del del arbol de la muerte (Hippomane
mancinella), no presentaron diferencias estadisticamente significativas (Tabla 10), los

indices de diversidad en las dos regiones de estudio fueron muy parejos, sin embargo,
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se observa que en el bosque subtropical hay un incremento en la riqueza observada de

OTUs, lo que es totalmente diferente en la riqueza estimada por el valor de Chao 1.

Figura 10

Grafico de medias para los pardmetros de diversidad alfa
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Nota: Diagrama de cajas de los pardmetros de diversidad y riqueza de micorrizas
arbusculares en raices del del arbol de la muerte (Hippomane mancinella). La linea
horizontal dentro del cuadro define la mediana, mientras que los bigotes representan los
valores mas bajos y altos dentro del rango intercuartilico de 1.5 (IQR). Los valores atipicos

se muestran como puntos.
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Discusion
Estandarizaciéon del homogeneizador BEAD RUPTOR ELITE
En este estudio se establecieron tratamientos donde se varié tiempo y velocidad
del homogeneizador BEAD RUPTOR ELITE para el proceso de lisis celular de raices en

plantas de distinta consistencia en combinacion con el kit comercial DNeasy®

PowerSoil® Pro para obtener mayor rendimiento e integridad de ADN.

Concentracion

Usar homogeneizadores brinda una excelente eficiencia en la ruptura de tejidos
blandos o duros, al ser practico en comparaciéon con los métodos tradicionales que
siguen siendo tediosos y laboriosos. Segun Verollet (2008), los protocolos para el uso de
homogeneizadores deben ajustarse para cada tipo de tejido de modo que no se
presente ninguna degradacion o desnaturalizacion de las moléculas diana por el
movimiento tridimensional y multidireccional que usan estos homogeneizadores para
lisar eficazmente los tejidos, por esta razon en este estudio se ejecutaron distintos
tratamientos variando velocidad y tiempo del homogeneizador BEAD RUPTOR ELITE
para evaluar los mejores resultados en el proceso de lisis, es asi como se obtuvo que los
tratamientos T1y T10 (Velocidad= 5.5 [m/s] y Tiempo = 60 [s]) son éptimos para las
plantas Herbaceas y Lefnosas; sin embargo en las raices de plantas Lefiosas se aplico el
tratamiento en dos ciclos para impedir la degradacién de ADN por el incremento de

temperatura debido a la friccion, en cambio el tratamiento T21 (Velocidad= 5.5 [m/s] y
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Tiempo = 30 [s]) se adapto mejor para la ruptura celular de raices de plantas

Semilefiosas.

Segun Lucas et al. (2019), aislar ADN de tejidos vegetales puede ser dificil, esto se
debe a que las plantas poseen rigidez en sus tejidos, debido a la presencia de lignina;
pero de forma general, en este estudio se logrd extraer la cantidad suficiente de ADN
para ser usado en cualquier prueba molecular (Tabla 5). Sin embargo, varié el
rendimiento de ADN en cada tipo de planta. En el caso particular de raices de plantas
Lefiosas se obtuvo menor cantidad de ADN en comparacion con el ADN extraido de
plantas Herbaceas y Semilefosas que si mostraron diferencias significativas entre los

tratamientos (Figura 2).

Si bien es cierto el sistema de raices en todas las plantas tiene las mismas
funciones principales, es decir, absorcidon de agua y nutrientes, anclaje, almacenamiento
y asociacion con organismos simbidticos, no obstante, las raices de las plantas Lefosas
difieren de las plantas Semilefiosas y Herbaceas en gran parte al marco de raices rigidas
gue se debe a un contexto de variacion estacional, longevidad y mortalidad (Danjon et
al., 2013), esto causo problemas en la ruptura de los tejidos impidiendo la liberacion de
ADN, ademas de generar una fuerte friccion del tejido con el material abrasivo que son
perlas de ceramica de 6xido de circonio que estd contenido en los tubos del kit DNeasy®
PowerSoil® Pro, lo que causod la degradacién del ADN provocado por la generacidn de

calor durante el proceso de molienda (Dubacq, 2016).
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Pureza

Los metabolitos secundarios presentes en plantas son el principal problema en Ia
extraccién y purificacion de ADN (Spence et al., 2016). Se encontrd que la mayoria de los
tratamientos de plantas Lefiosas no presentaron resultados favorables en cuanto a la
relacion de Azso/230, Ya que fue < 1.5 (Tabla 5), por la probable presencia de
contaminantes, tales como sales, carbohidratos y fenoles (Chabi Sika et al., 2015). Es
importante destacar que la relacidon Azso/280 fue <1.6 (Tabla 5) para T13 y T16 que puede
deberse a la presencia de compuestos aromaticos. En su estudio Ramirez et al. (2017),
menciona que en plantas Lefiosas la principal fuente de contaminacion es por
polifenoles y polisacaridos, que interfieren con la calidad y rendimiento del ADN,
dificultando la aplicacién de pruebas moleculares posteriores, debido a que inhiben la
accién de la enzima Taq polimerasa, ademas que estos problemas se incrementan con la
edad de la planta y las condiciones desfavorables de crecimiento, induciendo la

produccién de metabolitos secundarios necesarios para su mantenimiento.

Extracciéon de ADN de la especie de estudio

Como lo menciona Garrett (2015) el proceso de disrupcién celular de una
muestra es el primer paso donde se debe tener en cuenta el tipo de tejido y la cantidad
de muestra con la que se cuenta, para seleccionar un método de lisis celular. Una vez ya
elegido el tipo de homogeneizacién que se usard se debe evaluar el rendimiento e
integridad del analito que se obtendrd después del proceso. En este estudio, para el

analisis de comunidades micorrizicas se utilizaron muestras de raices del arbol
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manzanilla de la muerte (Hippomane mancinella), que es una planta lefiosa que oscila
de 6 — 26 metros de alto (Wurdack & Farfan-Rios, 2017). La cantidad de muestra usada
para el proceso de extraccion y purificacion de ADN varid entre 14- 25 [mg], por ende, el
uso del homogeneizador BEAD RUPTOR ELITE, que proporciona mayores rendimientos
para muestras pequefias con un ADN intacto (Verollet, 2008), a diferencia de la
homogenizacion criogénica que en el caso particular de muestras pequefas pueden ser

dificilmente recuperadas (Goldberg, 2008).

De acuerdo a los resultados de concentracidn y pureza obtenidos en el proceso
de estandarizacion del homogeneizador BEAD RUPTOR ELITE el tratamiento T10
(Velocidad= 5.5 [m/s] y Tiempo = 60 [s]) se usé para el proceso de lisis celular de raices
del arbol de la muerte, obteniendo una cantidad de ADN aceptable para el proceso de
secuenciacion (Tabla 7), sin embargo, si existio variacion entre las muestras en cuanto al
rendimiento de ADN, esto pudo deberse a que algunos tejidos estuvieron congelados
cuando fueron sometidos al proceso de molienda, causando que el ADN se fragmentara
por accidon de DNasas, ya que las células del interior del tejido se descongelan antes de
entrar en contacto con la solucién de lisis (Alejos et al., 2015). Por otro lado, la pureza
en el rango de absorbancia Ajso/230 fue < 1.5, esto se debe a la cantidad de metabolitos
secundarios que este ejemplar posee, ya que como lo sefiala Tagle (2015), los
principales compuestos secundarios que produce son fenoles, cumarinas, taninos,

ligninas, entre otros que aun no ha sido identificados, brindandole proteccién contra
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organismos e inclemencias del ambiente. Por otro lado, los resultados para el ratio de

Az60/280, SON aceptables encontrandose entre 1.59 — 2.03.

Andlisis de secuencias

Validacion técnica

EMBL-European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) tiene acceso libre a bases de
datos de distintos estudios y los resultados de busqueda abre la opcidn para la descarga
de secuencias, debido a esta facilidad se logré descargar secuencias del estudio
enfocado en las “Propiedades a escala comunitaria de micorrizas arbusculares,
ectomicorrizas y asociaciones endofiticas en bosques templados y subtropicales.” cuyos
resultados se publicaron en la revista BMC Plant Biol con el titulo “Structural diversity
across arbuscular mycorrhizal, ectomycorrhizal, and endophytic plant—fungus networks”
(Toju et al., 2018). El conjunto de datos se verificd tomando en cuenta que la
secuenciacion sea de amplicones, la preparacién de librerias se haya realizado en la
plataforma Illumina Miseq, a esto se suma la calidad de secuencia y que lo cebadores

utilizados sean para detectar exclusivamente hongos micorrizicos de la regién LSU.

Al ser un estudio cuya ultima actualizacion fue en febrero del presente afio y
cuenta con mas de 33 secuencias, se filtraron todas aquellas que no cumplian con las

especificaciones que se mencionaron anteriormente.
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Asignacion taxonomica de OTUs

El analisis de diversidad de hongos micorrizicos arbusculares en ecosistemas
naturales por lo general se ha descrito usando enfoques morfoldgicos de esporas para la
identificacién de especies, aunque no siempre funciona de forma correcta debido a los
caracteres morfoldgicos que pueden ser problematicos impidiendo proporcionar
agrupaciones especificas dentro de un marco evolutivo (Mosbah et al., 2018). Tedersoo
et al. (2010) explica la importancia de explorar la diversidad genética de comunidades
micorrizicas por métodos moleculares para evitar problemas de identificacion y
caracterizacién; ademads de conocer conjuntamente las diferencias ecoldgicas y
funcionales entre HMA de distintos ecosistemas. En este estudio se evalud la diversidad
de HMA presentes en las raices del arbol manzanilla de la muerte (Hippomane
mancinella) en dos bosques a lo largo del archipiélago japonés, mediante el andlisis de

los genes de ADN ribosémico de la region LSU.

Raja et al. (2017) considera que si la identificacidn necesita hacerse a niveles
taxondmicos intermedios (familia, géneros), entonces el investigador puede amplificar y
secuenciar la regién 28S o LSU, debido a que esta regidn contiene los dominios
hipervariables D1y D2 que permite mostrar variabilidad genética entre individuos
estrechamente relacionados, y que la region ITS a pesar de que funciona bien como un
marcador de cddigo de barras fungico, segin Lindner et al. (2013) los problemas con
esta region van desde la falta de variacion interespecifica en algunos grupos de hongos,

especialmente algunos Ascomycota, Basidiomycota y Glomeromycota hasta una gran
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variacion entre los individuos dentro de las poblaciones (Lee et al., 2018), por tal razén

se utilizé la region LSU alcanzando la identificacion a nivel de especie de 21 OTUs.

En el andlisis metagendmico realizado en Galaxy se obtuvo un total de 89
unidades taxondmicas operacionales (OTU) en base a una similitud de secuencia del
97% y de estas 21 OTUs pertenecen a hongos micorrizicos arbusculares, las 68 OTUs
restantes contienen secuencias desconocidas u hongos no identificados, esto segun
Mosbah et al. (2018) puede explicarse por el hecho de que las secuencias de ADNr de
algunas especies de HMA no estan disponibles debido a que la mayoria de HMA hasta
ahora no se han secuenciando, también puede que los nombres taxondmicos no estan
actualizados o tienen un nombre parcial en la base de datos GenBank limitando su
asignacién taxondmica o incluyo como lo ha sugerido Mahmoudi et al. (2019) la
diversidad de HMA estd lejos de estar adecuadamente descrita, y es posible que algunos
ecosistemas inexplorados alberguen muchas especies de hongos micorrizicos
desconocidas. Por tal razén, U’Ren et al. (2016) concluye en su estudio que una
asignacién de taxonomia para aislamientos desconocidos y que se base Unicamente en
resultados de BLASTN podria conducir a una identificacidn errénea, sin embargo, hay
varias bases de datos que nos permiten contrastar nuestros analisis, por este motivo se

utilizé a la par la base de datos de MaarjAM.

Si bien la taxonomia basada en ADN que usa la teoria filogenética no siempre
puede ayudar a identificar las especies exactas de un hongo, Raja et al. (2017) menciona

gue si ayuda a colocar una especie desconocida dentro de un clado o grupo filogenético,
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por ésta razon tras la comparacion con la base de datos de NCBI, mediante un BLASTN,
se construyd un arbol filogenético para poder corroborar la taxonomia de las secuencias
identificadas, utilizado el método de Neighbour-Joining de maxima verosimilitud (Chi
Chim, 2013), con bootstrap de 1000 y modelo evolutivo de Tamura — Nei, 93 (TN93),
constatando la asignacion de OTUs a nivel de género con porcentajes de identidad entre

95-97%.

Perfiles taxonomicos y abundancia

El andlisis en Galaxy y la busqueda en BLASTN, permitid identificar 21 OTUs
fungicas del filo Glomeromycota, clase Glomeromycetes que se asignaron en cuatro
6rdenes, seis familias, siete géneros y 21 especies; cabe destacar que la cantidad de

OTUs en ambos ecosistemas tuvo un patrén muy similar (Figura 7).

Birhane et al. (2017), menciona que la lignificacién que poseen algunas plantas
lefiosas pueden impedir el crecimiento de hongos a través de tejidos vegetales debido a
gue son resistentes a la penetracidn mecanica, sin embargo de todas las familias
detectadas se encontrd que Glomeraceae se encuentra en ambos ecosistemas, esto
segln Mahmoudi et al. (2019), se puede explicar por la capacidad que tiene esta familia
de hongos micorrizicos en producir grandes cantidades de esporas y fragmentos de
hifas; también es conocida como la mas tolerante al estrés y resistente, lo que permite
adaptarse mejor a cualquier condicién ambiental (M. Opik et al., 2009). A diferencia de

la regidon templada fria las familias mas abundantes en la regién subtropical fue
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Acaulosporaceae y Ambisporaceae. Melo et al. (2019), ha identificado varios factores
gue pueden influir en la distribucién de HMA, como los factores abidticos (Propiedades
fisicoquimicas del suelo), bidticos (Tipo de planta Huésped), y las propiedades
intrinsecas de las especies (Capacidad de dispersidn), en este estudio no se evaluaron
las condiciones fisicoquimicas del suelo, pero se sugiere que el tipo de suelo y sus
condiciones fisicoquimicas puede ser importante para la generacion de esporas de

ciertas familias de hongos y asi la colonizacidn de raices.

No hay registros ni estudios que expliquen la existencia de cierta especificidad de
HMA a la planta de estudio (Hippomane mancinella), no obstante, la existencia de estas
asociaciones preferenciales de hongos micorrizicos con plantas de similares
caracteristicas es un hecho de interés ecoldgico. En este estudio se encontré en el
analisis de diversidad relativa a nivel de especie que Glomus indicum y Ambispora
leptoticha fueron los mas abundantes para el bosque templado y subtropical
respectivamente. Likar et al.(2013) sugirid que la especie de Glomus indicum que estd
dentro del género Glomus que exhibe una mayor tasa de esporulacion, lo que le permite
adaptarse mejor a condiciones severas del suelo o del ambiente, mientras que
Ambispora leptoticha puede aumentar la longitud de la raiz y de esta forma mejorar la
absorcidn de nutrientes, estos roles son de gran importancia en condiciones de suelo
semidridas (Bills & Morton, 2015). Lo que es interesante ya que ambas especies de
hongos micorrizicos se hayan agrupado en sitios donde hay una mayor concentracidn de

foésforo y nitrégeno, factores que ya se conoce que son actores claves en la
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determinacién de diversidad de HMA (Mahmoudi et al., 2019), y son condiciones que

estos dos ecosistemas poseen segun bibliografia.

Comparacion de los indicadores de diversidad en las dos zonas de estudio

Se realizo la prueba t-student de los parametros de diversidad alfa de las
muestras para la comparacion de la comunidad de HMA en los dos ecosistemas, los
resultados no mostraron diferencias estadisticamente significativas en los indices de
diversidad comunitaria (Shannon y Simpson), riqueza observada de OTUs (Sobs) Y la
riqueza estimada de Chaol entre los dos sitios (Tabla 11). No obstante, se observé un
ligero incremento en la riqueza (Sobs) de micorrizas arbusculares de la regidon subtropical,
sin embargo, el indice de Shannon (H’) (Shannon, 1948), para ambas zonas tienen una
biodiversidad de media a baja (H’ <2.5) (Mahecha-Vasquez et al., 2017), esto se
corroboré con el indice de Simpson (D) (SIMPSON, 1949), que de igual forma mostré
gue en los dos ecosistemas al tener valores cercanos a 1 son menos diversos (Moreno,
2013). Esto es posible, debido a que la riqueza es solo una parte de la diversidad,
mientras que los indices de Shannon y Simpson toman en cuenta la abundancia relativa
y las unidades taxondmicas (Hernandez, 2019), y en nuestro estudio puede que la

abundancia no sea grande pero que haya una mayor cantidad de OTUs.

Por otro lado, se analizo la riqueza estimada con Chao 1 (Chao & Lee, 1992), que
es un método no paramétrico (Hughes et al., 2001). Esta estimacidn para ambos

ecosistemas no fue estadisticamente significativa, aunque en comparacién con la
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riqueza observada (Sobs), los resultados fueron inversos para los dos ecosistemas. Esto se
puede deberse a lo que menciona Villarreal et al. (2004) al seialar que una forma
sencilla de medir la diversidad de un ecosistema es a través de la riqueza observada,
pero el problema de esto es que el nimero de especies esta influenciado por el tamano
de la muestra, es decir que, si se aumenta el tamano de muestreo, se obtiene un
numero de especies mayor, a esto se suma la posible causa, de que las secuencias
analizadas pueden haber estado relativamente cercanas y que los tamafios de las
muestras fueron insuficientes (Nawaz et al., 2019). Pero con Chao 1, se estima la riqueza
basada en la abundancia, es decir que cuanto mayor sea el indice de Chao 1, mayor es la

riqueza esperada de especies.
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Conclusiones

Se logré estandarizar el uso del homogeneizador BEAD RUPTOR ELITE para el
proceso de molienda de tejidos vegetales blandos y fibrosos de plantas de distinta
consistencia, proporcionando un aislamiento facil y reproducible que disminuye
significativamente el tiempo de preparaciéon de muestras, con una mayor eficiencia en

muestras particularmente dificiles o con poca cantidad.

Se determind que el mejor método de lisis celular usando el homogeneizador
BEAD RUPTOR ELITE especificamente para raices de plantas herbaceas y lefiosas es con
una velocidad 5.5 [m/s] y tiempo 60 [s], mientras que para raices de plantas semilefiosas
se requiere una velocidad 5.5 [m/s] y tiempo 30 [s]. Tras la evaluacién por
espectrofotometria se comprobd que el ADN gendmico obtenido de la extraccién de
raices es suficiente para posteriores analisis moleculares, ademas que la integridad del

ADN en los ratios Azso/280 Y A260/230 S&€ mantuvo dentro del rango aceptable.

Por medio de EMBL-European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) se obtuvo
datos de secuenciacidon masiva paralela de amplicones de la regién LSU (micorrizas) de

raices de dos ecosistemas diferentes.

El sistema interactivo de analisis a gran escala “Galaxy” que recopila un conjunto
de herramientas de diferentes softwares, permitié analizar las secuencias de amplicones

de muestras de raices de dos ecosistemas distintos.
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Se identificaron a nivel de especie las unidades taxondmicas operacionales
(OTUs) para micorrizas arbusculares mediante la construccién de un arbol filogenético
realizado en el software Mega X y en contraste con la base de datos EBI y NCBI usando

Blastn para proporcionar una identificacion a nivel de especie mas concluyente.

En el andlisis de comunidades micorrizicas se encontré 16 OTUs compartidas
entre los dos ecosistemas, ademds 2 y 3 OTUs exclusivas para la zona templada fria y
subtropical respectivamente. Los indicadores de biodiversidad no presentaron

diferencias estadisticamente significativas.
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Recomendaciones

Para retener mayor cantidad de ADN en la columna MB Spin del kit comercial
DNeasy® PowerSoil® Pro, se debe centrifugar la primera vez a una velocidad de 2000 x g

por 3 minutos.

Las muestras vegetales previas al proceso de homogenizacién no deben estar
congeladas de esta forma se evitara la fragmentacion del ADN por accidon de DNasas

ocasionando la variacién en cuanto al rendimiento y pureza de ADN.

En el caso particular de muestras de tejidos vegetales duros el homogeneizador
BEAD RUPTOR ELITE debe ser programado a una velocidad de 5.5 [m/s], tiempo de 60
[s], en 2 0 3 ciclos con un periodo de descanso de 2 minutos para evitar la degradacién

del ADN provocado por la generacion de calor durante el proceso de molienda.

Siempre que sea posible, la identificacién de hongos se debe realizar a nivel de
género y/o familia, debido a que, si un hongo genera el sufriente interés para estudios

posteriores, entonces es posible hacer un seguimiento.

Para realizar la alineacidn en la plataforma de Galaxy es necesario contar con una
secuencia plantilla en formato FASTA, que dependiendo del organismo se puede

obtener en la base de datos de MaarjAM (Hongos) o Silva (Bacterias).

Se recomienda que para la identificacion de hongos no solo se empleé la

busqueda en GenBank, sino en otras bases de datos para un andlisis mas concluyente.
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Es importante comprender que el grupo de hongos micorrizicos es muy diverso,
ademas, que muy pocos han sido secuenciados y puestos en disposicién en distintas
bases de datos, entonces es posible que en un estudio se esté trabajando con un hongo
no descrito o desconocido, por ende, es importante que el investigador complemente su

estudio molecular con una identificacion morfolégica.
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