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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Formulacion del Problema

En el suelo, la rizésfera constituye el lugar en el que ocurre una amplia gamma
de flujos de energia y de minerales entre los componentes bioldgicos, fisicos y quimicos
(Wright, 1994). Estos flujos promueven la presencia de relaciones simbidticas entre
microorganismos del suelo, como los hongos, o las bacterias con las plantas (Diouf,
Diop & Ndoye, 2003), donde una o ambas especies se benefician a consecuencia de su
coexistencia (McNaughton & Wolf, 1984). De los diferentes tipos de asociaciones
existentes entre hongos y raices de especies vegetales, la mas ampliamente distribuida
en el reino vegetal es la micorriza arbuscular (MA) (Smith & Read, 1997; van der
Heidjen & Sanders, 2002; Rodriguez, 2004; Molina, Mahecha y Medina, 2005).

La MA es una asociacion simbidtica mutualista de hifas de hongos con raices de
plantas vasculares o con los rizoides de las briofitas (Herrera y Ulloa, 1998). La planta
autotrofica proporciona los compuestos carbonados procedentes de la fotosintesis al
otro miembro, el hongo heterotréfico (Molina et al., 2005). EI movimiento bidireccional
de materiales a través de la interfase planta-hongo (Herrera y Ulloa, 1998) influye de
manera esencial en las condiciones edaficas. La simbiosis permite un incremento de la
adaptabilidad (salud y crecimiento), mejora la toma de nutrientes del suelo y la
captacion de agua por parte de la planta (Werner, 1992; Smith & Read, 1997; Diouf et
al., 2003; Molina et al. 2005).

Actualmente, nos enfrentamos a problemas graves de degradacion de la calidad
del suelo. Ademas de los factores abioticos que influyen en él, el hombre ha contribuido
notablemente a que su deterioro vaya en aumento, debido al mal manejo que le ha dado
(Sieverding, 1991;van Tuinen, Jacquot, Zhao, Gollote & Gianinazzi-Pearson, 1998; van
der Heijden & Sanders, 2002).

Algunas practicas agricolas mal llevadas como el empleo excesivo de

fertilizantes y plaguicidas (van Tuinen et al., 1998; Jacquot, van Tuinen, Chatagnier,



Gianinazzi & Gianinazzi-Pearson, 2001) y el desarrollo de actividades productivas
como la minera o petrolera, generan la acumulacion de contaminantes y metales
pesados en el suelo. Situacion que provoca el deterioro del ambiente, la destruccién de
ecosistemas y la disminucion de la diversidad de micorrizas (van der Heijden &
Sanders, 2002); lo cual induce una disfuncion de su relacién simbionte (Turnau,
Ryszka, Gianinazzi-Pearson & van Tuinen, 2001). El equilibrio normal del suelo y el
flujo habitual de materia y energia se ve alterado (Jacquot et al., 2001,
Vandenkoornhuyse, Leyval & Bonnin, 2001).

Los problemas en la calidad y estabilidad del suelo son indices de degradacién
que repercuten negativamente sobre la biodiversidad de las plantas (VVan Der Heijden,
Klironomos, Ursic, Moutoglis, Streitwolf-Engel & Boller et al., 1998) y sobre los
niveles de fertilidad y rendimiento de las mismas (Jacquot et al., 2000, 2001). Todos
ellos son factores en gran parte responsables del cambio climatico global
(Vandenkoornhuyse et al., 2001; van der Heijden & Sanders, 2002).

El uso racional de MA en ecosistemas agricolas o industriales podria representar
una alternativa interesante para reducir o sustituir el uso de fertilizantes y pesticidas
(van Tuinen et al., 1998), y para recuperar suelos degradados (Molina et al., 2005) por

contaminacion con metales pesados (Turnau et al., 2001; Gonzalez-Chavez, 2004).

El punto de partida para el uso de MA es el estudio e identificacion de las
especies nativas que existen dentro de la poblacion afectada, ya que el habitat en que se
desarrollen influye directamente sobre la distribucion ecolégica y su afinidad por

diferentes hospederos.

Para estos estudios se requieren grandes cantidades de esporas y material
fungico de MA (Vandenkoornhuyse et al., 2001) los cuales no se pueden obtener en
medios artificiales (Redecker et al., 2000a; Burnett, 2003), sino en plantas trampa en la
que la simbiosis se ha establecido (Jacquot et al., 2001; de Souza, Kowalchuk,
Leeflang, van Veen & Smit, 2004).

Se han reportado varias dificultades en la descripcion morfologica de MA, entre

ellas, que el método empleado convencionalmente para tefiir raices colonizadas por el



hongo no es del todo efectivo para varias de las especies de MA caracterizadas
recientemente (Redecker, Morton & Bruns, 2000b).

Otro inconveniente es que los patrones estructurales e histolégicos de la
simbiosis micorricica varian segun la especie del hongo, la planta involucrada y el
medio ambiente en que se desarrollen ambos (Herrera y Ulloa, 1998), por lo que los
fenotipos expresados bajo condiciones de campo y de laboratorio pueden diferir en su
estructura (Jacquot et al., 2001).

Uno de los aspectos mas dificiles de sobrellevar es la subjetividad y variedad de
criterios para clasificar e identificar micorrizas arbusculares. La clasificacion,
especialmente para distinguir los hongos del orden Glomales por tanto, se vuelve
dependiente de la experiencia y pericia del investigador para observar, reconocer e
interpretar las diferencias fisiologicas o morfoldgicas observables de las esporas, hifas,
vesiculas y arbusculos de las MA (de la Providencia y Fernandez, 2004; de Souza et al.,
2004). Es importante, ademas, el tiempo que lleve en adquirir este conocimiento y que

se lo pueda aplicar.

En nuestro pais, a pesar de tener un potencial agricola fuerte, lo referente a MA
es un campo en el que se ha incursionado recientemente. La informacion y experiencia
generada en el tema a nivel local es escasa, por lo cual se vuelve vital la promocion de
estudios y tecnologias en que se aproveche la diversidad de poblaciones micorricicas de
que disponemos para obtener una mejor calidad del suelo y promover la conservacion

del ecosistema.

1.2 Justificacion del Problema

Las caracteristicas positivas que se derivan de la implementacion del uso de MA
en cuanto al crecimiento, salud, nutricion, estabilidad y adaptabilidad de las plantas con
respecto al suelo y al ambiente (Blanco y Salas, 1997; van der Heijden et al., 1998; van
der Heijden & Sanders, 2002; Ramos y Guadarrama, 2004), han generado a nivel
internacional un gran interés en el estudio, aplicacion y uso de tecnologias de las MA.
El objetivo principal es el de desarrollar sistemas de manejo agricolas y ambientales

mucho mas limpios y efectivos para mejorar la produccion (de Souza et al., 2004).



En el caso de la agricultura, una vez que una poblacion de MA establece la
simbiosis con un cultivo de plantas, comienzan a aparecer multiples beneficios (Ruiz-
Lozano, Collados, Porcel, Azcon & Barea, 2002). Se obtiene una mayor taza
fotosintética y de absorcion de nutrientes propios del suelo como el fésforo, asi como un
mejor aprovechamiento de las sustancias minerales (nitr6geno, potasio, magnesio,
hierro, manganeso) que se encuentran en la fase sélido acuosa del suelo. Los
metabolitos producidos por el hongo, provocan que componentes generalmente poco
méviles (fosforo, zinc, azufre, calcio molibdeno, boro) puedan ser captados por la raiz
micorrizada (Molina et al., 2005) favoreciendo entonces, el crecimiento del vegetal aun
en suelos de baja fertilidad (Ramos y Guadarrama, 2004; Carlile, Watkinson &
Goodway, 2005).

Las MA, ademas, proveen a sus huéspedes una mayor resistencia a estrés como
el hidrico (Ramos y Guadarrama, 2004), las bajas temperaturas (Rosendahl &
Stukenbrock, 2004; Rodriguez, 1989), o a los ataques por plagas de protozoarios,
nematodos, insectos y artropodos (Herrera y Ulloa, 1998; Hijri, Niculita & Sanders,
2007).

Todas estas ventajas son las que disminuyen la necesidad de adicionar grandes
proporciones de abonos y pesticidas quimicos (van Tuinen et al., 1998), que acaban
siendo nocivos para el ambiente (Blanco y Salas, 1997). La implementacion de MA
como parte de un manejo agricola optimizado, en base a la microbiota propia del suelo
(van der Heijden & Sanders, 2002), garantiza resultados mas limpios y consistentes a lo

largo del tiempo (de Souza et al., 2004).

Se conoce que las MA tienen un potencial especialmente importante en la
recuperacion de suelos degradados por la acumulacion de metales pesados producidos
por algunas actividades industriales (Turnau et al., 2001). En estos casos la
micorrizacion favorece la revegetacion de las zonas afectadas (Ramos y Guadarrama,
2004) al aumentar la probabilidad de germinacion de las semillas, inducir el crecimiento

de las raices y aumentar la tasa de fotosintesis de la planta (Killham, 1994).

Las MA son participes de procesos de bioacumulacion, en que los metales

pesados que se encuentran en el suelo pasan a ser absorbidos por la raiz, y se



transportan hasta los rganos subterraneos y aéreos de la planta en donde son retenidos.
Favorece la disminucién de la concentracion del contaminante en el suelo y su
probabilidad de migracién. Esto permite que se reduzca el impacto negativo que pudo
generar el metal en el ambiente y facilitar que se reestablezca el equilibrio del
ecosistema afectado (Gonzalez-Chavez, 2004; Gonzélez-Chavez, Carrillo, Wright &
Nichols, 2004).

De todo lo mencionado anteriormente, podemos ver que se deriva la necesidad
de incurrir en la taxonomia e identificacion de este tipo de hongos (de la Providencia y
Ferndndez, 2004). Resulta vital, determinar, clasificar y nombrar sisteméaticamente a las
especies, géneros, variedades e incluso cepas de micorrizas que puedan cumplir mejor

con objetivos agricolas o de bioremediacién (Ruiz-Lozano, 2002; Wainwright, 1995).

Un conocimiento mas profundo, de la variedad de especies de hongos
micorricicos que existen, garantizard no soélo el mantenimiento y explotacion de su
biodiversidad; sino que también facilitara relacionar el efecto metabdlico que induce la
simbiosis en la planta para mejorar su salud, productividad y estabilidad. El obtener
informacion de las MA permitira la comprension de su rol dentro de un nicho ecoldgico
y su influencia dentro del medio ambiente (Blanco y Salas, 1997; Ramos y Guadarrama,
2004; Vandenkoornhuyse et al., 2001; van Tuinen et al., 1998).

Actualmente, a pesar de la importancia que tienen las MA en la gran mayoria de
ecosistemas terrestres su ecologia, genética y evolucion es poco conocida (de Souza et
al., 2004; Vandenkoornhuyse et al., 2001). En parte debido a las dificultades asociadas
con la deteccion, caracterizacion e identificacion de las especies micorricicas mediante
analisis morfoldgico, a la poca disponibilidad de grandes cantidades de MA, la
variacion en sus patrones estructurales y los problemas en la tincion (de la Providencia
y Fernandez, 2004; Molina et al., 2005).

A nivel internacional se ha trabajado en la identificacion de especies de MA no
s6lo a nivel morfoldgico, sino en lo molecular, lo que ha despertado gran interés en la

comunidad cientifica.



Se han propuesto nuevas alternativas biotecnologicas para la identificacion de
MA, especialmente basadas en métodos genético-moleculares Utiles para la clasificacion
taxondmica. Las cuales detectan analogias o divergencias del codigo genético de las
MA, especificamente de la region del DNA que contiene los genes ribosomales (DNAr)
(Burnett, 2003; van Tuinen et al., 1998).

Existen varias ventajas que se obtienen al emplear técnicas moleculares: son
sumamente sensibles (van der Heidjen & Sanders, 2002), no requieren grandes
cantidades de material fungico para realizarlas (Molina et al., 2005; Vandenkoornhuyse
et al., 2001) y generan resultados con mayor rapidez y fidelidad. La observacion y
apreciacion de las diferencias morfoldgicas no depende de la subjetividad del
observador, sino que estan determinadas por la amplificacion diferencial de regiones de
interés en los acidos nucleicos del DNA de las micorrizas (van Tuinen et al., 1998;
Turnau et al., 2001; Jacquot et al., 2000; Rosendahl & Stuckenbrock, 2004),
permitiendo precisar definitivamente las relaciones de proximidad genética entre

especies.

En nuestro pais, a pesar de las necesidades agricolas que tenemos, el campo de
la investigacion en MA se encuentra comenzando. Lamentablemente no se dispone de
informacion generada internamente, por lo que es necesario plantear y desarrollar una
amplia gama de soluciones biotecnologicas en las que se incluya el manejo de
micorrizas para mejorar la eficiencia de su explotacion en la agricultura moderna, sin la
necesidad de incursionar en tecnificacion costosa, a la que la mayoria de nuestros

agricultores no tienen acceso.

Es necesario, entonces, comenzar a conocer la identidad de la diversidad
individual y grupal de poblaciones de micorrizas arbusculares de que disponemos,
especialmente de grupos como los Glomales, a los que pertenece Glomus mosseae, una
de las especies mas ampliamente distribuidas a nivel mundial y de varios ecosistemas
(Jacquot et al., 2000; Turnau et al., 2001). El punto de partida puede precisamente

constituirlo la identificacion de las cepas BEG 25y BEG132 de Glomus mosseae.

El presente trabajo dara paso a las primeras pautas que nos permitan dilucidar la

identidad genética de MA a nivel molecular. Para obtener una técnica estandarizada y



optimizada de acuerdo a las condiciones y caracteristicas de un laboratorio local, como
es el de la Carrera de Ingenieria en Biotecnologia, en Sangolqui-Ecuador. A futuro se
podra relacionar los aspectos del presente estudio molecular, con las caracteristicas
propias de la diversidad funcional de fenotipos y genotipos de este tipo de hongos

simbidticos.

1.3 Objetivos de la Investigacion

1.3.1 Objetivo General

Estandarizar la técnica molecular de la Nested PCR, para identificar las
micorrizas arbusculares de la especie Glomus mosseae, cepas: BEG 25 y BEG132 en
los laboratorios de Ingenieria en Biotecnologia, Sangolqui-Ecuador.

1.3.2 Objetivos Especificos

e Realizar cultivos monosporicos de Glomus mosseae, cepas BEG 25 y BEG 132, en
plantas de: arroz, cebolla, avena y alpiste.

e Propagar los hongos micorricicos de los cultivos monosporicos, mediante cultivos
trampa para obtener plantas colonizadas por MA con una poblacién suficiente de
esporas del hongo como para su utilizacion en técnicas de extraccion de DNA.

e Implementar y estandarizar la técnica de extraccion de DNA a partir de esporas de
micorrizas.

e Implementar, optimizar y estandarizar la técnica molecular de la Nested PCR en el
laboratorio de Biologia Molecular Vegetal de Biotecnologia, para la identificacion
molecular de micorrizas arbusculares (Glomus mosseae BEG 25y BEG 132).

e ldentificar las cepas BEG132 y BEG25 de Glomus mosseae, mediante Nested PCR.



1.4 Marco Tedrico

1.4.1 Los Hongos Micorricicos

El término micorriza fue propuesto por Frank en 1885, basdndose en dos
términos, rhiza-raiz y mykes-hongo (Sieverding, 1991). El término se refiere a una
simbiosis endofitica, biotréfica y mutualista entre el hongo micorricico y la planta
hospedera; formando una integracion morfoldgica perfecta en la que el 6rgano de
absorcion pasa a ser la micorriza y no la raiz de la planta (Siqueira y Franco, 1988;
Atlas y Bartha, 2002; Molina et al., 2005).

La simbiosis micorricica parece iniciarse como un impulso de parasitismo de
parte del hongo, pudiendose establecer en cualquier periodo de la vida de las plantas,
especialmente cuando las condiciones del medio no le son favorables y cuando las
semillas tienen poco endospermo como en el caso de las orquideas (Herrera y Ulloa,
1998).

Se establece un verdadero equilibrio biolégico con el inicio de una simbiosis
mutualista (Bonfante & Perotto, 1995; Herrera y Ulloa, 1998) cuando las hifas
procedentes de una espora en germinacion (Figura 1.1) forman el apresorio sobre la
superficie de la raiz de la planta, e ingresan en los tejidos epidérmicos corticales (van
Burren, Maldonado-Mendoza, Tribu, Blaylock & Harrison, 1999; Molina et al., 2005),

como se puede apreciar en la Figura 1.2.

Tubo germinativo
—

|
Espora

Fotografia autoria de Gabriela Castillo, 2007. (Barra: 0,5 mm)

Figura 1.1 Fotografia de la espora de una MA (Glomus claroideum) en germinacion.



Ep;deﬁs
de Iz raiz

Fuente: Wolfe, 2006.(Disponible en: www.soilhealth.segs.uwa.edu.au/components/fungi), modificado por Gabriela Castillo, 2008

Figura 1.2. Fotografia de la hifa de una micorriza formando el apresorio para

ingresar a la raiz de una planta.

Ambas especies a pesar de ser poblaciones taxonémicamente diferentes, llegan a
un beneficio comin como resultado de su interaccion y coexistencia (McNaughton &
Wolf, 1984; Molina et al., 2005).

La simbiosis permite que se de un movimiento bilateral, simultaneo, selectivo y
polar de metabolitos entre el hongo y la planta. Las micorrizas reciben de la planta del
10 a 20% de la fotosintesis neta y sus compuestos carbonados para la formacion,
mantenimiento y funcion de sus estructuras (Bonfante & Perotto, 1995; Herrera y Ulloa,
1998).

El hongo micorricico influye positivamente en el “fitness” tanto de la planta,
como de si mismo (Varma & Hock, 1999), y aporta de manera determinante en la
ecologia de la rizosfera (Hatfield & Stewart, 1994), ya que son los unicos
microorganismos que interactian simultaneamente al interior y exterior de la misma
(Atlas y Bartha, 2002).

La planta, gracias a la micorriza incrementa la absorcion de nutrientes minerales
e iones inorganicos poco o nada mdviles desde el suelo, que serian inaccesibles para ella
de no ser por la accion del micelio del hongo (van Tuinen et al., 1998) que forma
agregados de suelo, permitiendo asi que el area superficial efectiva de absorcion de la
raiz sea mayor (Sanders, Mosse & Tinker, 1975; Smith & Read, 1997; Ramos Yy

Guadarrama, 2004; Molina et al., 2005) tal como se puede observar en la Figura 1.3.


http://www.soilhealth.segs.uwa.edu.au/components/fungi

Fuente: www.nativeplantsalliance.net/ Fotografia autoria de Gabriela Castillo, 2007. (Barra: 1 mm)

Figura 1.3. a) Raiz micorrizada de una planta, en la que se evidencia el
incremento del area superficial efectiva de absorcion; b) Agregados de suelo formados
por la accion del micelio del hongo (Barra: 1mm).

Las micorrizas protegen a las plantas de diversos patdgenos (Molina et al., 2005)
ya que tienen un comportamiento antagonista y/o competitivo con numerosos tipos de
hongos, bacterias, protozoarios, nematodos, insectos y otros artropodos (Herrera y
Ulloa, 1998).

También pueden incrementar el crecimiento de las raices de la planta infectada,
aumentar la tasa de fotosintesis (Jakobsen & Rosendahl, 1990), la probabilidad de
germinacion de semillas (Killham, 1994), promover la absorcion nutrientes del suelo
como el fésforo y nitrdgeno y proteger a la planta de varios tipos de estrés (Rodriguez,
1989; Rosendahl & Stukenbrock, 2004; Molina et al., 2005), favoreciendo el

crecimiento de la planta aun en suelo de baja fertilidad (Carlile et al., 2005).

Se estima que las MA se encuentran aproximadamente en al menos el 95 a 97%
de los ecosistemas y vegetales (Killham, 1994; Smith & Read, 1997; Rosendal &
Stukenbrock, 2004), y a pesar de que sélo se ha examinado aproximadamente el 3% de
las raices de las plantas terrestres, se cree que deben estar formando simbiosis en al

menos el 80% de las especies de plantas vasculares (Smith & Read, 1997).


http://www.nativeplantsalliance.net/

Hasta el momento, se conoce que mas de 600 especies de hongos son capaces de
establecer asociacion micorricica con casi 240000 especies de plantas incluyendo
hierbas, arbustos, arboles y algunas briofitas y pteridofitas (Jakobsen & Rosendahl,
1990; Salisbury & Ross, 1994; Atlas y Bartha, 2002; Molina et al., 2005). Aunque sélo
aproximadamente 150 especies de MA han sido totalmente descritas (van der Heijden &
Sanders, 2002).

Las micorrizas se han dividido en dos grandes grupos segun la disposicion de las
hifas respecto a las células corticales de la planta (Sieverding, 1991):

Micorrizas ectotréficas.- el hongo forma un manto entorno a la raiz y
generalmente no penetra en sus células, sino que se desarrolla entre las células corticales
de la raiz (Harley & Smith, 1983).

Micorrizas endotroéficas.- el hongo penetra en las células corticales de la planta
hospedadora y no producen modificaciones morfoldgicas en ellas (Harley & Smith,
1983; Siqueira y Franco, 1988).

1.4.2. Micorrizas vesiculo arbusculares

Las micorrizas vesiculo arbusculares (MA) se encuentran dentro del grupo de las
micorrizas endotroficas. Estas MA corresponden a asociaciones mutualistas (Atlas y
Bartha, 2002) entre hongos del filum Glomeromycota (Hans, Hause, Strack & Walter,
2004; INVAM, 2008) y plantas de muy diversos grupos (Siqueira y Franco, 1988) como
briofitas (musgos), pteridofitas (helechos), gimnospermas y angiospermas (Herrera y
Ulloa, 1998; Atlas y Bartha, 2002).

Paleont6logos, mediante evidencias del registro fosil confirman ademas, que los
MA generaron simbiosis con las plantas desde su aparecimiento en el devonico para
colonizar el medio terrestre (Simon et al., 1993; Redecker et al., 2000b; Rosendahl &
Stukenbrock, 2004), y que participaron con ellas en su proceso de adaptacion, incluso
antes de que formaran raices verdaderamente capaces de tomar los nutrientes del suelo
(Atlas y Bartha, 2002)



Las MA son simbiontes obligados de las plantas y su crecimiento se produce en
el interior de la raiz (Jacquot et al., 2001). Se caracterizan porque durante su
crecimiento no forman vaina y su cuerpo vegetativo se diferencia en largas hifas
aseptadas permanentes o ramificadas. Se pueden encontrar vesiculas inter e
intracelulares en los tejidos de las raices, mientras que los arbdsculos se encuentran

solamente al interior de la célula.

En una asociacion MA existen dos sistemas miceliales, los externos en el suelo y

los internos en la raiz (Figura 1.4.).

Sistemas miceliales fuera de la raiz

Sistemas miceliales al interior de la raiz
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Fuente: Mark Brundrett, 1999;disponible en: http--www_ffp_csiro_au-research-mycorrhiza-roles-value_gif.mht

Figura 1.4 Esquema de las estructuras propias de las micorrizas vesiculo

arbusculares, al interior y exterior de la raiz.

En conjunto el micelio, las hifas, vesiculas y arbusculos permiten la
transferencia de nutrientes entre el hongo vy la planta (Harley & Smith, 1983; Herrera y
Ulloa, 1998).

Las hifas toman diferentes denominaciones de acuerdo con las estructuras que
originan. Asi, cuando proliferan en las capas corticales intracelulares y forman
haustorios ramificados dicotomicamente (Figura 1.5), se las llama arbusculos (Hans et
al., 2004; Molina et al., 2005).



Fuente: Mark Brundrett, 1999;disponible en: http--www_ffp_csiro_au-research-mycorrhiza-roles-value_gif.mht

Figura 1.5 Fotografia del arbusculo de Glomus mosseae (barra: 10 um)

En cambio, si presentan hinchamientos terminales ya sea dentro o entre las
células de la raiz de la planta, se denominan vesiculas (Hans et al., 2004; Molina et al.,
2005).

El conjunto de hifas externo constituye del 80 al 90% del hongo en el suelo
(Friese & Allen, 1991) y toma el nombre de micelio. Es aparentemente mas resistente
incluso que la propia raiz de la planta a situaciones de estrés abiotico como sequia, bajas
0 altas temperaturas (Rodriguez, 1989; Jakobsen & Rosendahl, 1990), toxicidad por
metales pesados y acidez del suelo (Turnau et al., 2001; Atlas y Bartha, 2002).

Los arbusculos funcionan como una interfase crucial (Hans et al., 2004) para el
intercambio de nutrientes minerales entre el hongo y la planta (Molina et al., 2005). Son
estructuras dindmicas que se desarrollan, maduran y degeneran en una sola célula de la
raiz en un periodo de tiempo corto (7 a 10 dias en algunos cereales), luego de lo cual
sufren una desintegracion total por digestién o lisis (Hans et al., 2004). Las vesiculas,
son basicamente estructuras de almacenamiento que adquieren una pared celular gruesa

y muchos globulos de grasa (Herrera 'y Ulloa, 1998).

Las esporas de los MA son estructuras multinucleadas (Redecker et al., 2000a,

Vandenkoornhuyse et al., 2001) con variaciones entre los nucleos (Lanfranco et al.,

1995) y con didmetros de de aproximadamente 20 a 400 pum. Son siempre asexuales y
pueden organizarse en esporocarpos compactos (Burnett, 2003). Se caracterizan por su
resistencia, capacidad de almacenar sustancias (Smith & Read, 1997) y porque,
dependiendo de la familia o la especie a la que pertenezcan, sus motivos estructurales

subcelulares de la pared superficial o interna son caracteristicos (Atlas y Bartha, 2002).


http://www.nature.com/hdy/journal/v87/n2/full/6889410a.html#bib20
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Tanto las vesiculas y esporas, como los arbdsculos, son caracteristicas muy
especiales e importantes que han determinado la caracterizacion morfologica de este
tipo de hongo. El estudio de las MA ha generado un interés en la comunidad cientifica a
lo largo del tiempo, es por ello que se intenta definir con mayor precision las relaciones
entre grupos y poblaciones de individuos de las micorrizas.

Existen dos tendencias taxondmicas que se usan para identificar y agrupar a las
micorrizas arbusculares. La primera se basa en la morfologia, es decir, en las
caracteristicas fisicas observables del hongo, ya sean estas cualitativas y/o
cuantificables. Mientras que la segunda, la molecular, estd basada en el analisis de
secuencias nucleotidicas del DNA, que al amplificarse de manera discriminativa,
permiten obtener informacion muy confiable con respecto a la relacién parental que

exista entre grupos o poblaciones micorricicas.

1.4.2.1 Taxonomia Morfologica de las Micorrizas Arbusculares

Las caracteristicas morfologicas, con sus respectivas variantes, se han usado
tradicionalmente para describir la taxonomia de las MA. Los estudios poblacionales
generalmente comparan estadisticamente entre si a los caracteres cuantificables y
descriptivos tales como la dimension, color o estructura de esporas, hifas y micelio
(Ruiz-Lozano et al., 2002) para reconocer las diferentes especies de MA (Walker, 1986;
Burnett, 2003).

La taxonomia morfoldgica en este tipo de hongo es complicada, ya que depende
de la apreciacion del investigador con respecto a sus caracteristicas fenotipicas. Los
factores como el pleomorfismo y la plasticidad fenotipica acttan sobre la diferenciacién
de la estructura del micelio, dificultando el reconocimiento del taxon fungico y el
comportamiento del hongo. Estas complicaciones se incrementan al momento de
identificar las distintas fases de desarrollo de la micorriza en los diferentes entornos en
los que habitan (Burnett, 2003; Duchicela, 2003).

Generalmente se emplean como referencia taxondémica a las estructuras

reproductoras (esporas) debido a que su morfologia y dimensiones se mantienen



relativamente constantes (Burnett, 2003; de la Providencia y Fernandez, 2004). La
tendencia taxondmica ha clasificado a las MA, como indica el Cuadro 1.1.

Cuadro 1.1 Clasificacion de los hongos micorrizicos arbusculares de acuerdo a

la taxonomia morfoldgica de sus esporas.

Phylum Clase Orden Familia Género
Glomeromycota | Glomeromycetes | Glomerales Glomeraceae Glomus
Pacispora

Paraglomerales | Paraglomeraceae | Paraglomus
Archaeosporales | Archaeosporaceae | Archeospora
Geosiphonaceae Geosiphon
Diversisporales | Acaulosporaceae | Acaulospora
Entrophospora
Diversisporaceae | G. spurcum
G. versiforme
Gigasporaceae Gigaspora
Scutellospora

Fuente: Schubler et al.,, 2001, modificado Por Ohel et al., 2004.

De cuerdo a Ohel et al., 2004, el Género Pacispora se describe dentro de la Familia Glomeraceae, Orden Glomerales y clase

Glomeromycetes.

El presente trabajo de investigacion trabajo con la especie de micorriza
arbuscular: Glomus mosseae. Algunas de las caracteristicas que describen a su género
como las hifas ramificadas a lo largo del cortex de la raiz con formaciones “H” de
crecimiento bidireccional simultdneo. Arbusculos intracelulares densos y compactos.
Vesiculas en o entre las células corticales de la raiz, ovales y de pared gruesa con varias

capas, se encuentran esquematizadas en la Figura 1.6.

Vesiculas

Ramificacién
de hifas

Fuente: Mark Brundrett, 1999; disponible en: http--www_ffp_csiro_au-research-mycorrhiza-roles-value_gif.mht

Figura 1.6. Caracteristicas morfoldgicas tipicas de las especies Glomus.



1.4.2.2 Taxonomia Molecular de las Micorrizas Arbusculares

Hasta el momento, mucha de la informacion genética disponible de MA y de sus
caracteristicas no son faciles de detectar en campo y los marcadores naturales que se
utilizaban para describirlas, se han ido sustituyendo paulatinamente por marcadores

moleculares de varios tipos.

Se han desarrollado varias técnicas para estudios poblacionales de MA como:

Las moléculas especificas que se han empleado para caracterizar a géneros y
familias de MA (Garcia-Garrido et al., 2000). Aungue su desventaja es que varios de los
metabolitos producidos por MA se generan s6lo bajo determinadas condiciones y
aparecen esporadicamente, lo que impide su uso como marcadores poblacionales
(Burnett, 2003).

Existe también un amplio rango de marcadores genéticos para MA que
permitiran analizar la herencia a nivel molecular en los genes, sus productos y el efecto
de sus mutaciones (Burnett, 2003) como los: RAPD (Random amplified polymorphic
DNA) (Lanfranco et al., 1995), SCARs (Sequence-characterized amplified regions)
(Weber et al., 2004), SSRs (Simple sequence repeats or microsatellites) y AFLP
(Amplified fragment-lenght polymorphism) (Hollick et al., 2004), que estan basados en
el manejo del DNA de MA mediante la técnica de la PCR (Polymerase Chain Reaction)
y sus variantes. Tecnologia que ha generado una mayor expectativa a nivel cientifico
(van der Heidjen & Sanders, 2002), ya que permiten mediante la realizacion de ensayos

rapidos y faciles, obtener resultados confiables con alta reproducibilidad.

Es evidente entonces, que las evaluaciones poblacionales de MA que se lleven a
cabo en un futuro estaran determinadas mayormente por marcadores genético-
moleculares basados en la PCR. Ya que la informacién que se deriva de préacticas
moleculares permite identificar las diferencias en el DNA de los individuos, sin la
subjetividad de los criterios personales que se aplican en taxonomia morfologica (van
der Heidjen & Sanders, 2002).
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La PCR es una técnica muy versatil que mediante variaciones en la secuencia de
los primers empleados, permite obtener la amplificacion de diferentes secciones de un
mismo DNA (van der Heidjen & Sanders, 2002). Por tanto, su especificidad se puede
adaptar conforme a la naturaleza de la secuencia de DNA y al tipo de datos que se
quiera obtener de los individuos en estudio (van Tuinen et al., 1998; Burnett, 2003).

En MA los estudios taxonomicos de tipo molecular se encuentran en
investigacion, asi como la redefinicion del filum llevado a cabo por Schubler et al.,
(2001) y Alarcon (2001). Dichos autores contrastan las evidencias morfolégicas con los
estudios moleculares de las secuencias nucleotidicas del DNA ribosomal de las MA,
confirmando su pertenencia al filum Glomeromycota, y no al filum Zygomicota (Morton
& Benny, 1990). Hipotesis que ha sido ratificada por estudios ecolégicos para MA,
como los realizados por Gonzélez-Chavez (2003). Berbee y Taylor (2000), al igual que
Redecker (2005) mencionan ademas que la familia Glomales es un grupo monofilético
y que sus parientes mas cercanos de acuerdo a estudios evolutivos son los

Basidiomycota y Ascomycota.

Los datos obtenidos se han basado en las comparaciones de secuencias
nucleotidicas del DNAr de MA (van Tuinen et al., 1998; Jacquot et al., 2001; de Souza
et al., 2004); evidenciando los indices que reflejan la cercania o lejania evolutiva, y la
relacion de parentesco entre una y otra especie MA. Por lo tanto es una de las
tendencias mas aceptadas y explotadas a nivel investigativo en las Gltimas décadas
(Newton, 1995; Burnett, 2003).

En base a estas investigaciones y aunque todavia no se encuentran descritas, ni
secuenciadas la totalidad de especies que abarca el filum Glomeromycota, se ha
planteado su arbol filogenético (susceptible a actualizaciones) con base a 1762 estudios,

4796 arboles y 83151 taxas, como se muestra en la Figura 1.7.
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Figura 1.7 Arbol filogenético de la taxonomia de los Glomerycota, basado en el analisis
de secuencias SSU de DNAr; contiene los taxas recientemente incluidos (2007) y la
nueva clasificacion del orden de los Diversisporales (2004)

(Ultima revisién 15 de Julio de 2007)

En el esquema anterior, en contraste con el Cuadro 1.1. se puede observar que
existe una discrepancia en cuanto a la ubicacion taxondémica de Pacispora, ya que aqui
la encontramos como una Familia (Pacisporaceae) dentro del orden Diversisporales,
mientras en la descripcion taxondmica realizada por Schifler et al., (2001), que esta
basada en morfologia y que ha sido modificada por Ohel et al., (2004), Pacispora
constituye un género dentro en la Familia Glomeraceae. Varias controversias se van
generando conforme se obtienen resultados con técnicas moleculares, por lo que ambas

tendencias deberian contraponerse y discutir a nivel cientifico para llegar a un consenso.

En la presente investigacion, el trabajo se centrd en Glomus mosseae y sus cepas
BEG 25 y 132, una especie dentro del orden Glomerales y de la Familia Glomeraceae, y

qgue molecularmente, ademas, se la ha ubicado en el grupo “Aa” de los Glomus.



1.4.3 Caracterizacion molecular de las Micorrizas Vesiculo Arbusculares

1.4.3.1 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) para Micorrizas Vesiculo
Arbusculares

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa, mas conocida por sus siglas en inglés
“PCR”, es una técnica molecular capaz de replicar in vitro DNA (Surzycki, 2000). Esta
técnica, sumamente sensible (Van der Heidjen & Sanders, 2002), emplea primers o
iniciadores (secuencias de oligonucle6tidos complementarios al DNA molde) para
copiar en pocas horas, especifica y exponencialmente el material genético inicial
(Newton, 1995; Burnett, 2003).

La PCR genera nuevas copias del DNA molde sometiéndolo a repetidos ciclos
de incubacion en una mezcla compuesta basicamente por la enzima DNA Polimerasa,
nucleotidos y reactivos estabilizantes (Newton, 1995; Surzycki, 2000). Sin embargo, el
desarrollo de la técnica es mucho méas complejo, y cada uno de los componentes de la

mezcla y de las fases de incubacidn tienen una funcién especifica que cumplir:

Tag DNA polimerasa.- es la enzima més cominmente usada para copiar DNA.

Es capaz de procesar 60 nucleétidos/segundo a 70°C (Innis et al., 1988) en un tiempo de
vida media de 40 minutos a 95°C (Lawyer et al., 1993). Su rendimiento y fidelidad se
ve influenciada por pH, concentracion de magnesio y de dNTPs (Eckert & Kunkel,
1991). Cantidades excesivas de dicha enzima provocan accidon exonucleasa intrinseca
del DNA (en sentido 5'—3’), mientras que sus bajos niveles disminuyen la eficiencia de

amplificacion (Longley et al., 1990).

Cloruro _de Magnesio (MgCly).- es un cofactor de la enzima Tag DNA

polimerasa. Su concentracion en forma libre determina la capacidad de accion de la
enzima, de modo que, su ausencia la inactiva y su exceso reduce la fidelidad de copiado
(Eckert & Kunkel, 1991). La disponibilidad de MgCl, para la enzima varia dependiendo
de los agentes quelantes, concentracion de dNTPs y proteinas (Newton, 1995),

provocando que se incremente la amplificacion no especifica (Williams, 1989).



dNTPs.- son los oligonucleotidos adenina, guanina, citosina y timina dispuestos
en formas trifosfatadas y desoxidadas que la DNA polimerasa emplea como materia

prima para replicar las secuencias del DNA molde (Newton, 1995).

Buffers para PCR.- son agentes tampon muy importantes que se emplean para

regular el pH de la reaccién en un rango entre 8.3-8.8, sin afectar la actividad y
fidelidad de la DNA polimerasa. La base de la mayoria de buffers son Tris y Cloruro de
Potasio (KCI). Este Gltimo componente permite aln en concentraciones modestas,
incrementar en un 50 a 60% la actividad de la enzima polimerasa. Su concentracion
Optima es de 50mM (Gelfand & White, 1989; Newton, 1995).

Primers 0 iniciadores.- son secuencias cortas de oligonucleétidos (de 15 a 30

pares de bases) complementarios a la cadena del DNA molde. Los primers se unen al
DNA para dar la sefial de inicio de amplificacion a la DNA polimerasa. Generalmente
se los usa en pares, uno “forward” (que va en sentido 5'—3’) y otro “reverse” (sentido
3'—5"). Las posiciones donde los primers se adhieran determinardn el tamafio del
amplicon (producto de la amplificacion). Los primers se deben disefiar para que tengan
una proporcion GC del 40 al 60% Yy especialmente sin regiones complementarias entre
Si 0 estructuras secundarias que pudieran entorpecer su alineamiento con el DNA molde
(Newton, 1995).

DNA molde.- es el DNA que servird como plantilla para la amplificacion
durante la PCR, su calidad y cantidad determinan el éxito de la técnica de PCR
(Newton, 1995). Su calidad esta sujeta basicamente al método de extraccion y
purificacion empleado (a méas pureza mayor calidad), mientras que la cantidad de DNA
inicial necesaria para una amplificacion exitosa de PCR dependera de la complejidad
del DNA muestra. Generalmente reacciones con muy poco DNA molde pueden tener
bajo rendimiento y las que lo contienen en exceso, en cambio, provoca amplificaciones

no especificas (Burnett, 2003).

Otra parte fundamental de la técnica de la PCR la constituyen los ciclos de
incubacion empleados, los cuales disocian los productos del ciclo térmico previo para
que todos los componentes reactivos queden disponibles para comenzar nuevamente
una fase de sintesis de DNA (Surzycki, 2002).



Newton (2000) menciona que el numero de ciclos que generalmente se aplica en
una PCR va desde los 30 a los 60, y dentro de cada uno de ellos se presentan diferentes

etapas:

. Denaturacion del DNA, su funcion es la de separar la doble hélice de DNA
mediante calentamiento a 94°C (entre 15 segundos y 2 minutos). Lo cual permite que
las cadenas de nucleétidos estén disponibles para usarse como nuevo molde de
replicacion.

o Annealing, permite que los primers se asocien establemente con el DNA molde y
entonces, se estimule la accion de la enzima Tag DNA polimerasa. Se obtiene
reduciendo la temperatura en un rango entre los 30 y 60 °C (dependiendo de la
temperatura de annealing calculada).

o Extension, en esta etapa se genera la sintesis del nuevo DNA hacia el extremo

3" de cada primer al incrementar la temperatura alrededor de los 70 y 74°C.

Las tres etapas forman un solo ciclo de amplificacion y pueden optimizarse de
acuerdo a la combinacibn de DNA molde y a cada par de primers empleado.
Generalmente luego de 20 a 40 ciclos de amplificacion se puede analizar el tamafio de
la seccion de DNA amplificado y cuantificarlo (Promega Protocols and Applications
Guide, 2006).

Los resultados de la técnica de la PCR pueden ser analizados en geles de agarosa
por electroforesis, lo cual permite detectar fragmentos de DNA de distinto peso
molecular. Los fragmentos se ubicaran en diferentes posiciones del gel formando
bandas de un tamafio y peso molecular especifico y caracteristico (Newton, 2000), de
modo que el patrén visual obtenido constituiria una guia base para identificar a las

especies de MA en estudio.

La PCR vy sus variantes han llegado a ser una de las herramientas disponibles

mas poderosas Yy predilectas para el analisis genético de MA (Burnett, 2003).



1.4.3.2 Nested PCR

La Nested PCR es una variante de la técnica molecular de la PCR, en la que se
emplean primers anidados para amplificar una secuencia especifica de DNA (Newton,
1995).

Es el método de mayor eficiencia de optimizacion en los casos donde el DNA
molde se encuentra en niumeros de copias extremadamente bajos y/o se requiere una

absoluta especificidad de copia (Newton, 1995).

La versatilidad de la técnica ha permitido analizar, inclusive, secciones
particulares del genoma nuclear de los MA, como los genes del RNA ribosomal (DNAr)
(Rodriguez, 2004). La identificacion basada en las secuencias del DNAr se debe a que
éste se encuentra distribuido en el genoma en multiples copias, las cuales contienen
regiones genicas bastante conservadas y regiones intergénicas polimorficas, de las que
es bastante factible disefiar primers que las amplifiquen (van Tuinen et al., 1998;
Burnett, 2003).

Durante la técnica de Nested PCR se realizan varias amplificaciones
consecutivas del DNA. En una primera fase se amplifica una region bastante amplia del
individuo en prueba, mientras que en las subsiguientes fases se utiliza el resultado de la
amplificacion previa como si fuera el DNA molde. Las parejas de primers utilizadas en
las siguientes etapas de amplificacion (su nimero depende de las necesidades de la
investigacion), se hibridan internamente en la secuencia del DNA obtenida
inicialmente, generando un amplicon de menor tamafio. Por ello a la técnica y a sus

primers se les denomina “Nested”, que en espafiol quiere decir “anidada” (Newton,

2000).

Debido a que las parejas de primers nested tienen bastante homologia entre si, se
incrementa considerablemente su sensibilidad y afinidad evitando que se reconozcan y

amplifiquen otras secuencias diferentes a las de interés (Newton, 2000).

La presencia de metabolitos o DNA contaminantes en las muestras puede
interferir degradando o fragmentando el DNA micorricico, reduciendo su concentracion
y calidad final (van der Heidjen & Sanders, 2002; Burnett, 2003). La extraccion de

DNAr de micorrizas que se realiza de hifas y esporas del hongo recuperadas desde el



suelo o de las raices de plantas colonizadas, impide que se obtengan ejemplares
completamente estériles (Burnett, 2003).

Por este motivo la Nested PCR es la técnica molecular de mayor aplicacién en
MA (Rodriguez, 2004), ya que permite minimizar el efecto de contaminacion en la
muestra inicial y optimizar las pequefias cantidades de DNAr inicial que se obtienen al
emplear esporas o raices colonizadas por estos hongos. Ademas, la repeticion de la PCR
con primers anidados restringe su selectividad hacia partes especificas del DNAr
micorricico, permitiendo generar resultados cien por ciento confiables y amplicones

susceptibles de analisis.

Cualidades que han permitido que las aplicaciones de la Nested PCR sean muy
amplias, que vayan desde investigaciones basicas hasta la identificacion de especies,
estudios genéticos, analisis taxonomicos o filogenéticos, clonaje de genes y
estimaciones de diversidad genética (van Tunien et al., 1998; Jacquot et al., 2000;
Redecker, 2000; Turnau et al., 2001; Burnett, 2003; Rosendahl & Stukenbrock, 2004).
Por lo cual la técnica molecular Nested PCR se podra usar como una prueba para
identificar a las micorrizas Glomus mosseae BEG 25 y BEG 132 objetivo de esta

investigacion.

1.4.3.3 DNA ribosomal (DNAr) de Micorrizas Arbusculares

De acuerdo con Burnett (2002) y Rodriguez (2004) los genes codificantes para
el RNA ribosomal (DNAr) y sus espacios intergenicos han sido ampliamente estudiados
en MA debido a que son organismos haploides de esporas asexuales multinucleadas
(entre 1000 y 5000 nucleos por espora) y multigendmicas, con diferentes genomas

coexistiendo en un citoplasma comdn (Redecker et al., 2000a; Hijri et al., 2007).

La importancia de estudiar el DNAr viene dada por la organizacion conservada
en el genoma de estos genes en todos los eucariotas, donde se encuentran en unidades
repetidas una junta a la otra en el genoma (van der Heidjen & Sanders, 2002; Rodriguez
et al., 2004). EI gran nimero de copias, (aproximadamente 90) de 8-12 Kb cada una,

facilita la amplificacion del DNAr (van Tuinen et al., 1999) ya que al poseer regiones



muy conservadas (18S, 5.8S, 25-28S), el disefio de primers se facilita bastante (Bruns
& Gardes, 1993).

Estudios con los genes del DNAr son muy informativos y representan una huella
gendmica para cada hongo ya que estas regiones conservadas estan separadas por
secuencias divergentes, muy variables, polimorficas en longitud y en secuencias, debido

a deleciones e inserciones (Bruns & Gardes, 1993).

La estructura de cada unidad repetitiva del DNAr (Figura 1.8) la conforman
espacios internos de trascripcion ITS1 e ITS2, espacios intragénicos IGS y los genes de
18S, 5.8S, 25-28S y 5S (van Tuinen et al., 1998; Burnett, 2003; Rodriguez, 2004).

Unidad Repelitiva de DNAKX
— e Ees———— e = —
_— I ! -

SSU (185) ITs 1 985 152 L SU (25-285) 1651 55 1GS2
Reagion ITS Reg.-‘én_IGs

Espacio de ) Espa'a_os
Transcripcion intragénicos

Interna

Fuente: Esquema realizado por Gabriela Castillo, 2008. Basado en Jacquot et al., 2000 y Rodriguez-Tovar et al.,2004.

Figura 1.8 Esquema de una unidad repetitiva de DNAr de MA, constituida por :
Subunidad Menor 18S (SSU), Region ITS, Subunidad mayor 25-28S (LSU) y Espacios
Intragénicos (1GS).

La unidad repetitiva del DNAr tiene regiones codificantes para la transcripcion
de la subunidad ribosomal grande y pequefia, pero la posicion de sus genes y su

direccion de transcripcidn pueden variar de acuerdo al grupo de MA (Rodriguez, 2004).

Las variaciones de las secuencia del DNAr en MA son mucho mas marcadas que
en el resto de eucariotas, ya que las divergencias se presentan incluso entre individuos

gue se han originado a partir de un mismo cultivo o de una misma espora. Este




fendmeno ha despertado bastante inquietud en los cientificos con respecto a la
evolucion molecular de MA y han planteado dos alternativas para explicarlo: el
polimorfismo intranuclear o el polimorfismo inter nuclear (Burnett, 2002). Sin embargo,
no existen estudios que aporten evidencia definitiva en el tema (van der Heidjen &
Sanders, 2002).

Las regiones con secuencias mas divergentes en los genes ribosomales son los
espacios intergénicos IGS (IGS 1y 2) e ITS (ITS1 e ITS2). El més frecuentemente
empleado para la identificacion de MA, es el ITS el cual tiene un tamafio entre 650 a
900pb (Rodriguez, 2004).

Simon y sus colaboradores (1993) han utilizado al gen ribosomal 18S del
genoma de los Glomeromycota para estudios de filogenia y de paleontologia. Con lo
cual se fecho el origen de las MA hacia el periodo de las primeras plantas primitivas que
colonizaron los continentes, hacia los 352 a 462 millones de afios (Simon et al., 1993;
Redecker et al.,, 2000b; Rosendahl & Stukenbrock, 2004).

Los primers disefiados para el gen 18S son efectivos para detectar hongos en las
raices de las plantas, pero su sensibilidad y especificidad se incrementa solo cuando se
los combinan con una técnica de enriquecimiento selectivo del DNA amplificado

denominado SEAD, por sus siglas en inglés (Rodriguez, 2004).

Por otro lado, el gen ribosomal 25-28S se ha convertido en la region predilecta
para estudios de identificacion de MA, por ser una region polimorfica y porque su
extremo 5 es bastante variable, lo que ha permitido obtener nuevas secuencias de MA
mas informativas (Rodriguez et al., 2004). Es gracias a estas secuencias de MA que se
pueden generar primers Nested con diferentes niveles de especificidad para distinguir
entre especies de Glomales (van Tuinen et al., 1998), como es el caso de los primers

empleados durante la presente investigacion.



1.5. Sistema de hipotesis
Es posible estandarizar la técnica molecular de la Nested PCR para identificar

micorrizas arbusculares de la especie Glomus mosseae, cepas BEG 25 y 132, en los
laboratorios de Ingenieria en Biotecnologia, Sangolqui-Ecuador.

CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS



2.1. Participantes

El presente trabajo esta inmerso en las diferentes lineas de investigacion sobre
biologia molecular que se desarrolla en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Escuela Politécnica del Ejército, a cargo de la Dra. Karina Proafio. Adicionalmente, se
inserta en la linea de investigacion de Diversidad Ecolégica y Comportamiento
Funcional de la Micorriza Arbuscular desarrollada en el Centro de Investigaciones
Cientificas — CEINCI, por la Ingeniera Jessica Duchicela.

2.2 Lugar de desarrollo de la Investigacion y procedencia de las muestras

El trabajo de investigacion se desarrollo en los laboratorios de la Carrera de
ingenieria en Biotecnologia y en las instalaciones del Centro de Investigaciones
Cientificas CEINCI de la Escuela Politécnica del Ejército, localizados en Sangolqui, Av
el Progreso s/n.

La micorriza Glomus mosseae BEG 132 proviene de suelos contaminados con
arsenico y cobre, mientras que Glomus mosseae BEG 25 se origind de suelos no
contaminados. Estas especies fueron aisladas en México y enviadas con fines de
investigacion por el Dept. Microbiologia Ambiental del Colegio de Posgraduados,

México (Gonzalez-Chavez et al., 2002).

2.3 Periodo de tiempo de investigacion

El presente proyecto de investigacion realizd durante nueve meses, se inicié en
Mayo de 2007 y se finalizé en febrero de 2008.

2.4 Andlisis de datos
Los resultados de la estandarizacion de la Nested PCR se manejaron mediante

una estadistica descriptiva ensayo-error para las pruebas realizadas durante la segunda

amplificacion. Asumiéndose como resultado positivo la aparicion de amplicones de 367



bp y como resultado negativo a la ausencia de amplicon. Se clasifico6 como “Optimas” a
aquellas bandas de amplificacion en las que la dupleta del mismo ensayo mostraba
nitidez, intensidad y uniformidad.

2.5 Métodos

2.5.1 Propagacion de Glomus mosseae a partir de sustrato micorrizado

2.5.1.1 Extraccion de esporas de Glomus mosseae a partir de sustrato

micorrizado

La extraccion de esporas de MA se baso en la técnica de tamizado himedo y
decantacion de Gerdermann y Nicholson (1963) citado por Herrera et. al, (2002). Para
realizarla se recupero con la ayuda de una cucharilla el equivalente a 3 gr. de sustrato
del area cercana a las raices de las plantas trampa, se lo colocé en un vaso de
precipitacion de 2000 ml lleno de agua destilada y se agité con una varilla de vidrio para
homogenizarlo. Luego se lo dejo reposar para que las particulas mas pesadas cayeran al
fondo del vaso. El sobrenadante, se trasvasd por tamices de 150 y 45 micrometros

montados el uno enseguida del otro para su filtracion.

Las particulas recuperadas de los tamices se depositaron en cajas petri de 90 mm
de didmetro con guia cuadriculada en la base, llenas de agua destilada. Se observo las
muestras bajo el estereoscopio (Leica ZOOM 2000) y se extrajo con la ayuda de una
micropipeta, las esporas de los hongos micorricicos. Las esporas encontradas se
limpiaron y se aislaron en cajas petri de 60 mm de didmetro con agua destilada y se

almacenaron a 4°C hasta su posterior uso.

2.5.1.2 Propagacion de Glomus mosseae en Cultivos Monosporicos y

Cultivos Trampa.



Preparacion del sustrato

El sustrato utilizado para el crecimiento de las plantas trampa fue arena de rio
lavada repetidas veces con agua potable. Se ajustd su pH entre 5 y 6 manteniéndola en
HCI 3N durante 1 hora y luego se la escurrié para autoclavarla en sacos de tela durante
tres ciclos de una hora a 121°C y 15 PSI cada uno. Finalmente, el sustrato se secO a

temperatura ambiente al interior del laboratorio en el saco sellado hasta su utilizacion.

Montaje de cultivos monospéricos

El sustrato estéril fue distribuido en cajas petri, preparadas con anterioridad,
conteniendo pequefios agujeros rectangulares a un lado de la tapa y en la base, para que
por ellos salgan las partes aéreas de las plantas empleadas para el cultivo monospérico.
Posteriormente, se colocO en cada caja petri de 1 a 3 semillas de la planta trampa
elegida: cebolla (Allium cepa), alpiste (Phalaris canariensis), avena (Avena sativa) o

arroz (Oriza sativa) y se la sell6 con cinta adhesiva por los extremos laterales.

Las cajas se dispusieron al azar en posicion vertical sobre planchas de espuma
flex en camaras de crecimiento. Finalmente, cuando las semillas germinaron y la
plantula desarrollo las primeras hojas verdaderas, se procedié a escoger las mejores
plantas de cada tipo, para usar por lo menos 6 de ellas por cada cepa de Glomus

mosseae en los cultivos monosparicos.

La inoculacion de las plantas con cada una de las esporas de Glomus mosseae, se
realizé bajo el estereoscopio. Se retir0 la arena que cubria el sector medio de la raiz y se
deposito, con la ayuda de una micropipeta (Labnet, BioPette autoclavable), una sola
espora entre los pelos radiculares. La raiz fue cubierta nuevamente con arena y los datos
correspondientes al tipo de espora, especie de planta trampa y fecha de realizacién se

registraron en cada una de las cajas petri.

Las cajas recibieron riego con agua destilada (por el borde de la caja, sin topar la
zona de inoculacion) pasando un dia, durante un mes. Transcurrido este tiempo, se

disminuyo el riego a dos veces por semana y se podo las hojas secundarias de todas las



plantas, dejandolas con un alto de 9 cm desde su base (excepto para las cebollas que no
se podaron). Esto con el objetivo de crear un estrés en las plantas que pudiera favorecer
una micorrizacion méas agresiva durante el mes siguiente en que se conservaron los

cultivos monosporicos.

Montaje de cultivos trampa

Para desarrollar los cultivos trampa se esperd aproximadamente dos meses para
que las plantas de los cultivos monosporicos sean colonizadas por el hongo y formen
una simbiosis micorricica. Luego se las traspasd a macetas (15 cm de alto) completando
su volumen con sustrato estéril, ademéas se afiadié nuevas semillas del mismo tipo de

planta a la usada para seguir propagando al hongo.

Las macetas fueron rotuladas con la fecha de realizacion del cultivo
monosporico (CM), la fecha del paso a maceta (PM), la especie y cepa de micorriza al
que pertenecia, el nombre comun de la planta trampa usada y la fecha de resiembra
(FR).

El riego de las macetas se realiz con agua destilada pasando un dia durante un
mes. Luego, se podo la parte aérea de las plantas trampa a los 9 cm de su base y el
riego se redujo a dos veces por semana. Estas condiciones se mantuvieron con el
objetivo de provocar un estrés mecanico e hidrico que estimule la micorrizacion de los

hospederos las siguientes cinco semanas.

2.5.1.3 Tincién de raices

Para evaluar la colonizacion radicular de las plantas con Glomus mosseae, se
empleo el procedimiento de tincidn de raices de Philips & Hayman (1960). Fragmentos
de raices de 1 cm de largo (previamente lavadas con agua) se sumergieron en una
solucion de hidroxido de potasio (KOH 10%,) durante 20 minutos en bafio maria a
90°C. Se adiciond una solucién de peréxido de hidrogeno (H.O, 3%) durante 20

minutos si las raices se mantenian todavia pigmentadas.



Posteriormente, a temperatura ambiente, se agregd una solucion de &cido
clorhidrico (HCI 1N) por 15 minutos. Se escurrid y afiadié azul de tripano 0.05% en
lactoglicerol (1:1 acido lactico-glicerol) por 10 minutos en bafio maria a 90°C. El
excedente de colorante de las raicillas se retird colocando las raices en lactoglicerol

durante una noche entera.

Finalmente, para visualizar las estructuras del hongo en el interior de la planta,
se extendieron las raicillas tefiidas sobre un portaobjetos y se las revisé bajo el
microscopio (Labnet, BioPette autoclavable) en un aumento de 100X.

2.5.2 Andlisis molecular de Glomus mosseae

2.5.2.1 Extraccion y Cuantificacion de DNA de esporas de Glomus mosseae

En primer lugar se escogid, bajo el estereoscopio, a las esporas de Glomus
mosseae que estaban en mejor estado (completas y sin fisuras) para luego utilizarlas en
la extraccion de DNA. Se ensay6 con 1, 3, 6 y 10 esporas para determinar el nimero
minimo con el que se podia obtener una buena amplificacion en la técnica de la Nested
PCR empleada posteriormente. Se consideré como limite superior a diez esporas,
debido a que el incremento de tiempo empleado en aislar un mayor nimero de esporas

podria perjudicar el procedimiento seguido.

El protocolo de extraccion de DNA, el cual amplifica el extremo 5  de la
Subunidad grande del ribosoma de los Glomales, se fundamenté en el método disefiado
por van Tuinen et al., (1998); Jacquot et al., (2000) y Turnau et al., (2001).

En un microtubo de 1,5 ml con 10 ul agua destilada se moli6 las esporas con la
ayuda de un micropistilo o una pipeta Pasteur de vidrio. Se afiadié 30 ul de TrisHCI 100
mM (pH 8) y 10 ul de Chelex-100 (BioRad) al 20% y se vorted la suspension. Se
calentd el microtubo a 95°C durante 5 minutos y luego se enfrié en hielo. La suspension
se centrifug6 durante 1 minuto y se desecho el pellet. EI sobrenadante obtenido, con los
acidos nucleicos de las esporas se utilizd en la amplificacion de Nested PCR o se

almacend a -20°C.



A este procedimiento se le realizaron ciertas modificaciones, como la
temperatura a la cual se afiadian las soluciones de TrisHCI (100mM) y Chelex-100
(20%), las cuales se ensayaron a 4°C y a temperatura ambiente. Se vari6 ademas, el
tiempo de incubacion de la suspension en el calor entre 10, 9, 8, 7, 6 y 5 minutos; el
tiempo de sometimiento al frio entre 1, 2, 3 y 4 minutos y la centrifugacion se realizé a
10000 rpm durante 1, 2 y 3 minutos.

La cuantificacion del DNA obtenido se realiz6 especialmente mediante

fluorometria, aunque también se prob6 con low DNA mass ladder y espectroscopia.

2.5.2.2 Comparacion de secuencias nucleotidicas de Glomus mosseae

Con el objeto de comprobar el grado de polimorfismo existente entre las
regiones que codifican para la subunidad grande del ribosoma de Glomus mosseae
BEG25(GM25) y Glomus mosseae BEG132 (GM132), cepas empleadas en esta
investigacion, se realizo la comparacion entre las secuencias nucleotidicas de catorce
clones de esta especie, mediante el programa Clustawl del Biology Work Bench, de San
Diego Supercomputer Center (SDSC) en linea (http://workbench.sdsc.edu/). Los
numeros de acceso de los clones comparados estan detallados en la Tabla 2.1 y se

encuentran disponibles en internet en NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/).

Tabla 2.1 Secuencias nucleotidicas de Glomus mosseae, por autor, afio y nimero

de acceso de la secuencia en NCBI (Internet).



Numero de acceso NCBI Autor, afio
AF304983 Clapp et al., 2001
AF304985 Clapp et al., 2001
AF304986 Clapp et al., 2001
AF304987 Clapp et al., 2001
AF304988 Clapp et al., 2001
AF304989 Clapp et al., 2001
AF304990 Clapp et al., 2001
AF304991 Clapp et al., 2001
AF304993 Clapp et al., 2001
AF304994 Clapp et al., 2001

Y07656 Van Tuinen et al., 1998
AF145735 Kjoller & Rosendahl, 2000
AJ271924 Turnau et al., 2001
DQ273793 James & Vilgalys, 2005

En las secuencias nucleotidicas de Glomus mosseae comparadas, se realizo
ademas la basqueda de los sitios en que los primers disefiados por van Tuinen et al.,
(1998) NDL22, LR1 y 5.21, se hibridaban. Para lo cual se emple6 el programa Fast
PCR, disponible en la red (http://www.biocenter.helsinki.fi/bi/Programs/download.htm).

Una vez que se comprobd que los primers eran complementarios a todas las
secuencias nucleotidicas analizadas, se dispuso su sintesis para utilizarlos en el

desarrollo de la presente investigacion.

2.5.2.3 Nested PCR para Glomus mosseae BEG 25y BEG 132.

La Nested PCR se realiz6 empleando como metodologia de referencia a van
Tuinen et al., 1998, tanto en las concentraciones de reactivos usadas como para las
condiciones del programa de amplificacion. Este protocolo de la técnica se optimizo y
estandarizo en base a las condiciones del laboratorio de Ingenieria en Biotecnologia y a
las caracteristicas de GM25 y GM132 de la presente tesis, tal como se describe a
continuacion.

Etapas de la Nested PCR



http://www.biocenter.helsinki.fi/bi/Programs/download.htm

Algunos trabajos de investigacion (Jacquot et al., 2001; van Tuinen et al., 1998;
Turnau et al., 2001) consideraron tres fases consecutivas de amplificacion, cada una con
parejas de primers diferentes con distintos grados de especificidad. Sin embargo, la
primera variacion que se realiz6 para optimizar la Nested PCR fue reducir el nimero de
etapas de amplificacion a s6lo dos, con el objeto de reducir el costo y el tiempo que
demanda esta técnica.

Primers empleados

Para identificar a GM 25 y GM 132 se realiz6 la Nested PCR en dos etapas de
amplificacién y se emplearon dos parejas distintas de primers. Durante la primera
amplificacién se usaron los primers: NDL22 y LR1 (van Tuinen et al., 1998) los cuales
son primers universales para eucariotas. Mientras que para la segunda etapa se aplicé la
combinacion de NDL22 con 5.21 (van Tuinen et al., 1998), siendo éste Gltimo el que
determina la especificidad para la especie de Glomus mosseae. Todos estos primers
fueron sintetizados por la casa comercial Invitrogen. La secuencia y caracteristicas de

los primers se encuentran detalladas en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2 Primers utilizados durante la amplificacién con Nested PCR para GM 25y
GM 132. Se indica la etapa de la Nested PCR, nombre, tamafio, secuencia, autores,

caracteristica y tamafio del amplicdn (en pares de bases, pb).

Etapa Nom_bre Tamafio Secuencia Autores | Caracteristica Pt.) .
PCR de primer amplicon
LR1 20 5 -GCATATCAATAAGCGGAGGA-3’ Van Primers
Tuinen .
I ] ] tal universales de 750
NDL22 19 5 -TGGTCCGTGTTTCAAGACG-3 3998” eucariotas
Primer
5.21 21 5-CCTTTTGAGCTCGGTCTCGTG-3" | /g especifico de
I Tuinen GM 36
etal,  ["Primers !
NDL22 19 5 -TGGTCCGTGTTTCAAGACG-3’ 1998 universales de
eucariotas

Programa de amplificacion




Las condiciones del programa de amplificacion de Nested PCR de van Tuinen et
al., (1998) fueron: un ciclo de denaturacion inicial a 95°C (3 min), annealing de 58°C (1
min), extension a 72°C (1 min), seguido de 35 ciclos de denaturacion a 93°C (1 min),
annealing a 58°C (1 min) y extension a 72°C (1 min). EI dltimo ciclo lo compuso una

extension final de 5 minutos.

El programa inicial de amplificacion de Nested PCR para GM25 y GM132
aplicado en el termociclador (Techne TC-512) en la presente investigacion, se llevo a
cabo siguiendo la metodologia descrita previamente. Aungue se varié la temperatura de
annealing a 60°C y se redujo el numero de ciclos de amplificacién a 30. Todas estas
especificaciones del programa de la Nested PCR se encuentran descritas en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3 Programa de amplificacion aplicado en el termociclador (Techne TC-
512) para la Nested PCR.

Ciclo Proceso (°C)/(min)

ler Denaturacién inicial 95/3
Ciclo Annealing 60/1

Extension 72/1
30 Denaturacién 93/1
Ciclos Annealing 60/1

Extension 72/1
Ultimo ciclo Extensidn final 72/5

Gradientes de Temperatura de Annealing

Para conocer el rango de temperatura en que los primers se podian hibridar con
el DNAr de Glomus mosseae, se determind la temperatura de Anneling. Se utilizé el
programa Fast PCR para calcular este rango de temperaturas en cada pareja de primers

(Tabla 2.4) las cuales se encontraron entre los 58 hasta aproximadamente 64°C.

Tabla 2.4 Rango de temperaturas de annealing (Ta) calculadas en Fast PCR para

cada pareja de primers.



Primer Ta (°C)
NDL22-LR1 | 58-63
NDL22-5.21 | 58,9-63,9

En base a los valores obtenidos para la Ta, se realiz en el termociclador una
programacion con gradientes de temperatura de annealing, los cuales fueron desde los
58 hasta los 62°C, con intervalos de un grado centigrado, tanto para la primera como la

segunda etapa de la Nested PCR.

Concentracién de reactivos

La concentracion de los reactivos que se usaron para la amplificacion fueron las
descritas por van Tuinen et al., 1998 con ciertas modificaciones (Tabla 2.5), que fueron
adecuadas desde a las condiciones econdémicas del proyecto y a las caracteristicas de
amplificacion aplicadas generalmente en el Laboratorio de Ingenieria en Biotecnologia .

Tabla 2.5 Concentracion inicial de los reactivos empleados en la amplificacion

de Glomus mosseae por Nested PCR.

Reactivo Concentracién
Buffer para PCR (Invitrogen), 1X
(20mM Tris-HCI; 50mM KCI)
MgCl, (Invitrogen) 1,5mM
dNTPs (Invitrogen) 200 uM
Primer 1 30pM
Primer 2 30pM
Taq polimerasa (Invitrogen) 1u/ul

Asi por ejemplo, la concentracion de TrisHCI (pH 9) y de primers que este autor
recomienda en 10 mM y 500nM, se redujeron a 20mM y 30 pM, respectivamente.
Mientras que las 2 U/100 ul de Tag polimerasa del mencionado protocolo se

disminuyeron a 1 U/100 pl.

Las concentraciones de KCI, MgCl, y dNTP se mantuvieron en el mismo valor
que lo sugerido por van Tuinen et al., (1998), es decir a 50 mM; 1,5 mM y 200 mM,
respectivamente. Al igual que el volumen de DNA afadido para la primera

amplificacion, que fue de 5 pl.



En la metodologia de referencia se menciona que se emple6 0,1 % de Triton X-
100 y 0,2 mg/ ml BSA,; sin embargo, durante este trabajo investigativo no se emple6 en
la reaccion de amplificacion ninguno de estos coadyuvantes de PCR. Tampoco se
cubrié a cada reaccion con aceite mineral, puesto que la tecnologia del termociclador
(Techne TC-512) y los tubos de PCR que se usaron durante la presente tesis

garantizaban que no existiera evaporacion de la muestra.

Cabe recalcar que en todos los casos, durante la primera etapa de la Nested PCR
se usaron 5 pl de DNA molde, mientras que en la segunda, se usaron 5 pl de una
dilucion 1:500 de la primera PCR. EIl volumen final de la reaccion se complet6

siempre a 25 pl.

Concentracion de Cloruro de Magnesio

En la presente investigacion se trabajo con ensayos variando la concentracion de
Cloruro de Magnesio, entre los 1,5 y 3 mM, para cada cepa de GM con intervalos de 0,5
mM. Debido que este reactivo es un cofactor de la enzima Tag DNA polimerasa, que

influye directamente sobre su especificidad de amplificacion.

Ademas se ensay6 con las diferentes concentraciones de Cloruro de Magnesio a

diferentes temperaturas, entre 58 y 62°C con intervalos de un grado centigrado.

2.5.2.4 Visualizacion de los productos de amplificacion de DNA por

electroforesis

Los productos de amplificacion se analizaron mediante electroforesis en geles de
agarosa (Invitrogen) al 2% con 0,5 pl de bromuro de etidio/10 ml de buffer TBE 1X
(Tris Base 0.45M, EDTA 10mM). En cada ensayo se cargd y corrio las muestras con un
control negativo y un marcador molecular de 100bp y/o 1 Kb. Para visualizar el
resultado se empled un transiluminador de camara fotografica (BioDoc-It System, UVP)

con luz ultravioleta a 498nm.
CAPITULO 3: RESULTADOS



3.3 Propagacion de Glomus mosseae a partir de sustrato micorrizado

3.1.1 Cultivos monosporicos y Cultivos Trampa

Para propagar cada cepa de GM se realizaron seis cultivos monosporicos por
cada especie de planta huésped. Las plantas usadas para establecer la simbiosis

micorricica fueron: avena, arroz, cebolla y alpiste.

Los cultivos monosporicos se mantuvieron por dos meses. Durante este tiempo
algunos de ellos fueron victimas de varias plagas, asi que las plantas infectadas se

aislaron y luego se desecharon.

Solo los cultivos monosporicos que sobrevivieron a cualquier infeccion se
convirtieron en cultivos trampa. Situacion que determiné que el niumero de cultivos
trampa obtenido disminuya en relacion al nimero de cultivos monospéricos del que se

partio.

Las diferentes cepas de GM tuvieron un comportamiento diferente con respecto
a los tipos de plantas. En GM 132, la planta con un mejor resultado fue la avena con 6
cultivos trampa, seguida muy de cerca por la cebolla y el alpiste con 5 cultivos trampa
cada una. Mientras que para GM 25 los resultados fueron heterogéneos obteniéndose en
cebolla 6 cultivos trampa, en avena 5 plantas, en alpiste 3 y en arroz 1 cultivo trampa.

Las plantas de arroz no sobrevivieron debido a problemas con hongos de humedad.

3.1.2 Tincién de raices colonizadas con Glomus mosseae

Luego de realizar un muestreo de las raices de los cultivos trampa de GM25 y
GM132 y de tefiirlas, se comprobd que existid la colonizacion de las plantas con el
hongo ya que se pudo observar estructuras tipicas de la simbiosis como hifas y vesiculas
al interior de las raices. Lo cual se puede apreciar en la Figura 3.1.

Figura 3.1 Fotografias de las raices colonizadas por GM25 y GM132 en plantas trampa

de avena, alpiste, cebolla y arroz (aumento: 40X).



Cepa de Glomus mosseae

Especie de
Planta GM25 GM132
Trampa

Avena

Alpiste

Cebolla

Arroz

No existieron supervivientes

Fotografias autoria de Gabriela Castillo, 2008. Aumento 40X.

La micorrizacion de las raices fue evidente, ya que se observaron en las
diferentes plantas trampa numerosas redes de hifas y cantidades apreciables de
vesiculas. Excepto para la Unica planta de arroz sobreviviente, la cual present6 una
colonizacion con GM25 tenue en relacion a los resultados obtenidos en las otras

especies de plantas empleadas.



Vale la pena aclarar que no se evalu6 el indice de colonizacion total del hongo
en cada raiz, ya que mediante la tincion de raices la presente investigacion solo
pretendié comprobar si el manejo proporcionado a las plantas trampa provoco el efecto
de micorrizacion deseado. Se comprobd Unicamente si la simbiosis MA-planta se habia
establecido, puesto que so6lo asi el hongo podia formar esporas; mismas que fueron de

gran interés, ya que conformaron la materia prima de la cual se extrajo el DNAr.

3.4 Analisis molecular de Glomus mosseae

3.2.1 Extraccion de DNA de esporas de Glomus mosseae

En la extraccion de DNA a partir de GM25 y GM132 se lleg6 a determinar que
el nimero minimo de esporas necesario para ser usado en la extraccion de DNA fue
diez. Se verifico que con cantidades inferiores de esporas no se podia evidenciar

amplificacion alguna.

Se consiguieron mejores resultados en la extraccion de DNA cuando se
limpiaron las esporas mediante un raspado superficial con agujas de insulina, se lavaron
por dos ocasiones con agua destilada estéril y luego se las dispuso dentro de un
microtubo de 1,5 ml con 10 ul agua PCR (GIBCO) estéril.

Si bien las concentraciones y volimenes de TrisHCI (Invitrogen) y Chelex100
(Biorad) se mantuvieron iguales a las propuestas inicialmente, se advirtio que cuando
se las agregaba a 4°C y se vorteaban (Labnet VVX100) durante 1 minuto a alta velocidad,
el DNA extraido tenia una mayor calidad. De igual modo ocurrid cuando el “shock
térmico” se realizo a 92,5°C en bafio maria por 7 minutos y el enfriamiento se realizaba

en hielo por 2 minutos.

Se observé ademas que luego de centrifugar (Mini Spin Plus, Eppendorf) la
suspensién por 2 minutos a 10000rpm, se obtuvo un pellet mas compacto que permitia
recuperar con mayor facilidad el sobrenadante que contenia el DNAr de GM25 y
GM132.



Una condicion crucial para que el DNA recuperado tuviera luego un mayor éxito
durante la amplificacién con Nested PCR, fue usarlo inmediatamente después de su
extraccion, ya que el material genético tendia a degradarse a medida que transcurria el
tiempo adn almacenado a -20°C. Esta condicién se volvia incluso mas critica cuando el

DNA se congelaba y descongelaba més de una vez.

3.2.2 Comparacion de secuencias de DNA de Glomus mosseae

Luego de realizar mediante el programa Fast PCR el analisis de
complementariedad entre los primers: NDL22, LR1 y 5.21 (van Tuinen et al., 1998) con
la secuencia nucleotidica de la subunidad mayor del ribosoma (LSU) de Glomus
mosseae (DQ273793, Anexo 1), se pudo distinguir claramente como es que los primers

actuaron de forma “anidada” para amplificar el DNA.

La pareja de primers NDL22 y LR1 que se empled en la primera PCR, hibrida y
amplifica una region extensa de la secuencia nucleotidica del DNAr, dentro de la cual
luego se hibrida la pareja de primers NDL22 y 5.21 (Figura 3.2). Esta ultima pareja
determina la amplificacion de 367bp especifica para la especie Glomus mosseae, que es

la que permitié identificar molecularmente a GM25 y GM132.



ttttgacctc aaatcaggta
aaagaaaata acaatgattc
aaatctgttg ggttccactt
attagcctaa atcctttggg
tcttaaggaa gctctacgat
aatgggaggt aaatttctcc
ccgtgaggga aagatgaaaa
aaagggaaac gattgaagtc
gttttg aagagtttca
Ctcgtacg gttagycaac
ttcgatctcg tattgaagtg
gcaacggata cccttcaggg
gcttgcttat gatgttaggg
gatgttgacg taatgacttt
atatgcgagt gtttgggtga
cgggaaaaaa ttttcggage
agagcatatc tgctaggacc
ggaaactctg gtggaggctc
ataggggcga aagactaatc
gatagcagaa actcgataaa
ttgaaacagc ctraacctat
ttgaacttga acttttgaat
gatgcgggat gaaccgaacg
Caaaaggtgt tagttcatct
ggagtgtgta acaactcacc
gtaataccta taccttacct
aggrtcgtta caaagcttta
gtgttagtag caaatattca
tgaacagtga ttggacatgg
ggtgacgtta tcgtcacgcc
tggataatta atacggtaac
gttctctttt ctttttaaca
grattttaat tggaagagct
gaaaaaccaa gggaaagatt
Ccaaggtgaa cagcctctag
tccgtaactt tgggaaaagg
agtttgacgt gatgattggg
ttgggccggw gggtctggot
aacttagaac tggtacggac
tgtccgcaaa acggtgttga
aagaaattca accaagcgcg
aaatgcctcg tcatctaatt
ctatctacta tctagcgaaa
agaagaccct gttgagcttg
ataagtggga gtatttcggt
attcaattaa gtggagctgg

agaatacccg ctgaacttaa
cctcagtaac ggcgagcgaa
aacagagttg tattttgaag
ataaggtatc atggagggtag
acgttttcca agagtcgagt
taaggctaaa tattggcgag
gaactttgaa aagagagtra
agtcatacca acgggaaatc
aagccrtcgg atrtcgoggga
atcggrtttg aatgtcataa
ttatagcctt tggtagatgt
ctattcgtct gatctctgat
tattacqg

Tary
atcatcgacc gatcaggata
cgaaagatgg tgaactatgc
gtagcggrtc tgacgtgcaa
gaaccatcta gtagctggtt
cagttttatg aggtaaagcg
tctcaaactt taaatatgra
gagagrttct agtgggccat
taaggttaag grgcccaaat
agacagcagg acggtggcca
tgccgaatga actagccctg
ttaaggttaa agtgaagcct
agagtgatct taagtggaac
aatgagaact ttgaagactg
gttagtcgat cctaagagat
tatcgaaagg gaagtaggtt
gtraatgaac ttggraacgt
attgcaaaca ccatggaatt
tgaygatttt grcaggtccg
tattttcacg cctggtcgta
ttgatagaac aatgtagrta
attggctcta agggrtggge
CCLactattc aggcaactdg
tgtgttgagc aatcgacatt
aaggggaatc tgactgtcta
cacaatgtga tttctgccca
ggtaaacggc gggagtaact
agtgacgcgc atgaatggat
ccacagccaa gggaacgggc
actctagttt gacattgtga
acgacagtga aataccacta
gtttcattat ccacgtttcg

[gcatatcaat aagcggaggal
gagggataag ctcaaa
aaacgttttc cgcatccagg
agaatcccgt tcatggttaa

tgtttgggat tgcagctcaa
agaccgatag cgaacaagta

LR1
57 -gca tat caa taa gcg gag ga- 3°

aacagtacgt gaaattgttg |
aﬂﬁiiqgéiléiigﬁiﬁﬁ%
ttgggatctc tcggtgtac
aatgactgga ggaatgtagc
gatgtttgag
acgtrgccyt

accgaggatt

attcgttaag
agtctaacat
Taa0ras g
trrttrgatdeg
ctgaataggg cgaagccaga
atcgatcgtc gggttégggt
cctgccgaag tttccckgag
aatgattaga ggccttag
agaagtrtta agrtacttga
tttrggtaag cagaactggc
ttacgctcay tragatacca
tggaagttgg aatccgctaa
aaaatggatg gcgctcaage
taaagagtag gcaggcgtga
gacctttagt gcagatcttg
aagtggagaa aggttccatg
agggaagctc cgtttcaaat
aatattccta caccaggatg
cagtgaaaac cctgggaaga
tcggattaac cggagatatg
gagcgrrttc aatgatcctt
ctcataaccg cagcaggtct
agggaagtcg gcaaaataga
ttattgggcc ttgattcgaa
agaaaggaac trtcgtcacg
ccggraggcg attaacaatc
atfaaaacat agcattgtga
gtgctctgaa tgtcaaagtg
atgactctct taaggtagcc
taacgagatt cccactgtcc
ttggtaaaat cagcggggaa
aaagacatag agggtgtagg
cctftatcgt ttttttactt
gagttaaatc accattaggt

gatgttgaaa N

<

521

-cct ttt gag cte ggt cte gtg- 3°

gaagatccat gttgaagaca ttgtcaggtg gggagtttaqg
aaagataacg caggtgtcct aagggtagcc cattgagaac
aagggtaaaa gctaccttga ttttgatttt cagtgtgaat
ctatcgatcc tttagaacct cgaaatttga ggctagaggr
gataactggc ttgtggcagc caagcgttca tagcgacgtt
cggctcttcc tatcatactg aagcagaatt cagraagegr
agggaacgtg agctgagttt agaccgtcgt gagacaggtt
gagttgttgc aatagtaatt caacttagta cgagaggagc
tcatgcacct atccgaaagg ataatggtgc gaaac

ctggggcggc acatctgtta
agaaatctca tgragaataa
acaaaccatg aaagtgtggc
gccagaaaag ttaccacagg
gctttttgat ccttcgatgt
tggattgttc acccactaat
agttrraccc tactgatgaa
cgttgattcg gataattggt

Unidad Repetitiva de DNAr

Diagrama realizado por Gabriela Castillo, 2008. En base a la secuencia nucleotidica del LSU para GM en DQ273793y a

los primers disefiados para GM por van Tuinen et al., (1998).

Figura 3.2 Secuencia del DNAr de LSU de Glomus mosseae y regiones a las
que los primers NDL22, LR1 y 5.21 se hibridan.

Finalmente se realizé una comparacion entre algunas de las secuencias de DNAr
del LSU disponibles en la red (en NCBI) de varios clones de Glomus mosseae
(AF304985, AF304986, AF304987, AF304988, AF304989, AF304990, AF304991,
AF304993, AF304994, YO07656, AF145735, AJ271924, DQ273793) mediante el
programa Clustalw (de SDSC) (Figura 3.3), el cual permiti6 comprobar que el primer
5.21 hibridaba con todas las secuencias usadas como referencia, y que por tanto existia
una probabilidad bastante alta de que este primer también se hibridara con el DNA de
GM 25y GM132.




LFZ04333 A AR CCATTCAART CACT CATAC ZAAC GO LR TCAACCTTTICAGC IR T CICETCC ST T T TEAACACT TTCARL-COCTToCRATTCCCRECATTRG
AFZ04335 ARG AR ECCATTCAART CACT CATAC CAACCELARATCAACCT TTIGAGCICRGTCICGTOGST T T TRAAGAGT TTCARL-GOCT T GRATTCGOGGRAT TR
AFZ04383  ARAGIGALACCEATTGEAGTCAGT CATACZAACHECARATCAACCTITIGAGCTICGGTCICGTOGST I T TEARGAGT TTCARL-GCCTTZGRATTCGCGERATTHG
AFZ04987_  ARAGIGALACCATTGAARTCAGT CATACJAACHECARA T AACCTTTIGAGCT THGTCICGTEG3T T T TEARCAGT TTCARL-GCCTTZGRATTCGCGERATTRG
LF:z04382 A CARRCCATTCAACTCACT CATAC AL CoCARRTCAACCTTTIGAGCI TECTCICGTCC ST T TRAACACT TTCAAL-GOCTTZGRATTCCCGEGATTRG
AFI04004 AARG3IGAARACCATTCAAGT CACT CATAC TAACGACARATCAACCTTTIGAGCI TTGTCTCLTLL ST U -HLAGALL T T - A0 LLLLT T GELTTLELLRALAT T

AFZ04385_  ARAGSCARLCCATTCAAGTCACTCATACAACCOCARLTCAACCTTTIGAGCITTCTCICETCCST T C- CAAGAGT TT-AARCGCCTTZGEGTTCGORACATTCG
LFFN49R83_ ARARSGARECCATTRAARTIARTCATAN TAANGRLARATC AN T TTTRARCTTTR OTNGTGE3TTC GAAGAGTI TTTARACECCT TSGEGTTCGORAGATTGE
AFZ043591 ARAGICAARCCATTCAAGTCACT CATACIAACGOCARATCAACCTTTIGAGCI TTGTCICETEGST T C- GAAGAGT TT-AAACGC CT T2 GEGTTEGORAGATTCG
AFZ0489]  ARAGIGAARACCATTCAAGTCACT CATACIAACGOCARATCAACCTTTIGAGCICEGTCICETEOST T - GAAGAGT TTCAAL-GCCTTZGRATTCGORAGATTCG

DE73733 A AR CCATTCAART CACT CATAC ZAAC GO LR TCAACCTTTICAGC IR T CICETCC ST T T TEAACACT TTCARL-COCTToCRATTCCCRECATTRG
ATz71324 ARG CAR A TTCA AT CACT CATAC 2 A AL GO CARR TCAACCTTTIGAGC I TRGTCICGTOC ST T T TRAAGAGT TTCARLGCC -TT2GRATTCGOGGGAC TR
TOTE56_ ARG AR ECCATCGAART CACT CATAC ZAACCELARATCAACCT TTIGAGCICEGTCICGTOGST T T TRAAGAGT TTCARAGCCCT T GRATTCGCGG-AT TR
AF145735_  ARAGIGALACCEATTGAAGTCAGT CATACAACHECARATCAACCTITIGAGCTICGGTCICGTEGST T T TEARAL - TTCARLGCC -TTZGRATTCGCGERATTRG

AF304993 CCTTTTGAGCTCGGTCTCGTG
AF304985 CCTTTTGAGCTCGGETCTCGTS
AF304988_ CCTTTTGAGCTCGGTCTCGTS
AF3049587 CCTTTTGAGCTTGETCTCGTS
AF304983 CCTTTTGAGCTTGETCTCGTS
AF3045994 CCTTTTGAGCTTTGTCTCGTS
AF304986_ CCTTTTGAGCTTTGTCTCGTG
AF3049859_ CCTTTTGAGCTTTGTCTCGTG
AF3045991 CCTTTTGAGCTTTGETCTCGTS
AF3045990_ CCTTTTGAGCTCGGETCTCGTS
Doz73ITe3 CCTTTTGAGCTCGETCTCGTS
AJETI0E4 CCTTTTGAGCTTGETCTCGTS
TOTES6_ CCTTTTGAGCTCGGETCTCGTS
AF145735_ CCTTTTGAGCTCGGTCTCGTG

FTEEHREXRTELT REEEEELE

Diagrama realizado por Gabriela Castillo, 2008. En base a la secuencia de clones de GM y a la secuencia
del primer 5.21 (van Tuinen et al.,1998).

Figura 3.3 Comparacion entre las secuencias de diferentes clones (NCBI)

de Glomus mosseae.

Dentro del recuadro de la figura se puede encontrar resaltada a la region en que
el primer 5.21, especifico de la especie Glomus mosseae se hibrida. Los nucleétidos en
azul muestran las regiones en que las bases nucleotidicas estan conservadas, es decir
donde son iguales para todas las secuencias. Mientras que las bases de color negro
indican las posiciones donde hay algun tipo de polimorfismo. En este caso en concreto,
se puede apreciar que cerca de la mitad de la region en que el primer hibrida para las
secuencias de los clones de GM comparados, existen dos posiciones en las que se

presentan sustituciones de bases nucleotidicas.

3.2.3 Optimizacién de la técnica molecular Nested PCR para amplificacion de

DNAr de Glomus mosseae

Optimizacidn de las etapas de Nested PCR

Se optimiz6 la Nested PCR a sélo dos etapas de amplificacion, usando dos

parejas de primers seleccionados especificamente para que pudieran identificar a GM25



y GM132. Generando mediante la presente investigacion, un disefio propio de la técnica

que permitié reducir el costo y el tiempo necesario para realizarla.

La pareja de primers empleados durante el desarrollo de la Nested PCR fue la
propuesta en materiales y métodos, es decir que para la primera etapa de amplificacion
se us6 a NDL22 en combinacion con LR1;y en la segunda etapa a NDL22 con 5.21. A
este Ultimo se lo escogid de entre tres candidatos, por ser el que se hibridaba en todas
las secuencias de DNA de los clones de GM comparados.

Gradientes de Temperatura de Annealing y Concentracion de Cloruro de

Magnesio

Para la estandarizacion de la técnica de Nested PCR en cada cepa de Glomus
mosseae, fue necesario realizar ensayos de gradientes de temperatura de annealing, de

concentracion de cloruro de magnesio y de ambos parametros simultdneamente.

En el caso de GM25, de los rangos ensayados para temperatura de annealing
entre 58 y 62 °C con intervalos de un grado centigrado, los mejores resultados obtenidos
se evidenciaron a 61 °C. A esta temperatura se visualizé bandas de amplificacion

bastante claras.

En los gradientes de concentracion de cloruro de magnesio, donde este
parametro se vario entre 1,5y 3 mM con intervalos de 0,5 mM se comprobd que con 2
mM la amplificacién daba buenos resultados. Mientras que al analizar simultdneamente
la concentracion de cloruro de magnesio con temperaturas de annealing, ya que sus
resultados se ven afectados en conjunto, las bandas de amplificacion de 367 bp de mejor
calidad, intensidad, uniformidad y nitidez se obtuvieron a 58 °C y 2 mM de cloruro de
magnesio. Todos estos resultados se pueden observar en la Figura 3.4, donde los valores
resaltados en color negro corresponden a la condicion en que se observd una mejor

calidad en el producto de amplificacion.



Figura 3.4 Ensayos de estandarizacién de Temperatura de annealing y Concentracion de
MgC|2 en la Nested PCR para GM25. AT = variacion de temperatura de anneling; A[ MgCl,] =

variacion de la concentracion de Cloruro de magnesio, A[ MgCl,] + AT = variacién simultanea de

concentracion de cloruro de magnesio y de temperatura de annealing.
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En GM132 se usaron los mismos rangos en los gradientes de temperatura de
annealing, concentracion de cloruro de magnesio y de ambas condiciones juntas, que los

descritos para GM25. Aungue los resultados variaron sustancialmente.

Para el ensayo en temperatura de annealing se advirti6 una banda de
amplificacion bastante clara a los 62°C. En las variaciones de concentracion de Cloruro
de magnesio en cambio se observo que el amplicon a los 2,5mM era el mas intenso.
Mientras que en la prueba simultanea de ambas condiciones, temperatura de annealing
y concentracion de cloruro de magnesio, se observé la amplificacién de mayor calidad
a los 61°C y 2,5 mM de cloruro de magnesio (Figura 3.5).



Figura 3.5 Ensayos de estandarizacién de Temperatura de annealing y Concentracion de

MgCl; en la Nested PCR para GM132. AT = variacion de temperatura de anneling; A[ MgCl,] =

variacién de la concentracion de Cloruro de magnesio, A[ MgCl,] + AT = variacion simultianea de

concentracion de cloruro de magnesio y de temperatura de annealing
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agarosa 2% Castillo, 2008

Condiciones optimizadas de la Técnica de Nested PCR para GM 25y GM132

A partir de lo establecido originalmente en materiales y métodos se trabajo en
varios ensayos, lo cuales permitieron optimizar las condiciones necesarias para
conseguir una mejor amplificacion del DNA de GM25 y GM132, mediante la técnica de
Nested PCR. Los resultados obtenidos para la concentracion de cada reactivo en la
mezcla reactiva (Master Mix) de este trabajo, son los que se detallan a continuacion
(Tabla 3.1).

Tabla 3.1 Concentraciones de reactivos optimizadas para la Nested PCR de GM25 y
GM132.

Reactivo GM25 GM132
Buffer para PCR (Invitrogen), 1X 1X
(20mM Tris-HCI; 50mM KCI)
MgCl, (Invitrogen) 2mM 2,5mM
dNTPs (Invitrogen) 200uM 200uM
Primer 1 30pM 30pM
Primer 2 30pM 30pM
Taq polimerasa (Invitrogen) 1u/ul 1u/ul

Durante la presente investigacion, inicialmente se trabajoé con una concentracion
de cloruro de magnesio de 1,5 mM para ambas cepas de GM. Sin embargo se observo
que para amplificar mejor su DNA, cada una de ellas tuvo una exigencia diferente
siendo la de concentracion de MgCl, de 2mM de MgCl, la 6ptima para GM25 y 2,5 mM
para GM132.




Las concentraciones de primers (30 pM) y de Taq polimerasa (1U) se
mantuvieron para ambas micorrizas en lo propuesto para materiales y métodos,

constituyendo piezas clave para la optimizacién y reduccion de costos de esta técnica.

Es necesario aclarar que dentro de la Tabla 3.1 “Primer 1” corresponde a NDL22
y “Primer 2” a LR1 durante la primera etapa de amplificacion. Mientras que en la
segunda amplificacion “Primer 17 corresponde a NDL22 y “Primer 2 al primer 5.21,

especifico para Glomus mosseae.

En la Tabla 3.2 se especifica la cantidad de cada uno de los componentes que se

agregaron en cada tubo de reaccién de PCR, los que completan un volumen final de 25
pl.

Tabla 3.2 Volumenes (upl) estandarizados de los componentes usados para la
amplificacion de GM 25 y GM132.

Volumen (ul) GM25 GM132
Master Mix 4,8 4,8 5,05 5,05
Agua 15,2 20,2 14,95 19,95
DNA 5 0 5 0

El DNA plantilla para la primera etapa de la Nested PCR fue 5 ul de la
suspension obtenida durante la extraccion de DNA de diez esporas de GM25 y GM132.
Para la segunda amplificacion en cambio se usé 5 pl de una dilucion 1:500 de la

primera amplificacion.

El programa de PCR también fue objeto de prueba, variandose las temperaturas
de annealing de acuerdo con la cepa de micorriza y la concentracién de cloruro de
magnesio empleada. En la Tabla 3.3 se presentan las condiciones resultantes de la

investigacion para el programa de amplificacion en el termociclador.

Tabla 3.3 Programa de amplificacion de DNA empleado para la Nested PCR de GM 25
y GM132.

|  Ciclo | Proceso | GM25 | GM132 |




(°C)/(min) | (°C)/(min)
ler Denaturacion inicial 95/3 95/3
Ciclo Annealing 58/1 61/1
Extension 72/1 72/1
30 Denaturacion 93/1 93/1
Ciclos Annealing 58/1 61/1
Extension 72/1 72/1
Ultimo ciclo | Extension final 72/5 72/5

Como se puede apreciar, no fue necesario aplicar condiciones diferentes en la
programacion del termociclador o de la concentracion de los reactivos entre las dos
etapas de amplificacién, sino que estas se mantuvieron constantes a pesar de que las
parejas de primers cambiaron.

Esta programacion se determind en base a los resultados que se pudieron
observar en las Figuras 3.6 y 3.7, en donde las temperaturas de 58°C (para GM25) y
61°C (para GM132) durante ambas etapas de la Nested PCR permitieron obtener los

amplicones de mejor calidad.

Amplificacion estandarizada del DNA de GM25 y GM132

Los amplicones producto de la primera y segunda etapa de la técnica de Nested
PCR estandarizada, luego de una corrida electroforética en gel de agarosa al 2%, se

pueden observar en la Figura 3.6.

Figura 3.6 Amplicones de GM25 y GM132 obtenidos por Nested PCR

(optimizada).
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Los tamafios de los productos de amplificacion de ambas etapas de Nested PCR

estan detallados en la Tabla 3.4, sus dimensiones se encuentran en pares de bases.

Tabla 3.4 Tamafio de amplicdn obtenido luego de las diferentes etapas de la

Nested PCR.
Tamafio de amplicon
(pb, pares de bases)
Etapa de Pareja de primers
Nested PCR empleada GM25 GM132
LR1 No se pudo visualizar Dos amplicones, uno de
| amplicon 650bp y otro de 900bp
NDL22 aproximadamente
521
I 367 367
NDL22

Para GM25, no se pudo observar ningn amplicon durante la primera etapa de la

Nested PCR, aun cuando las esporas empleadas en la extraccion de DNA fueron

jovenes. Sin embargo, siempre se pudo apreciar un producto de 367 bp durante la

segunda amplificacion, el cual permitié identificar a las muestras en prueba como

pertenecientes a la especie Glomus mosseae. De modo que aunque el DNA obtenido en




la primera etapa de la Nested PCR no se encontrara en cantidades abundantes como para
visualizarse en el gel de agarosa 2%, si fue la suficiente como para promover su

amplificacion durante la segunda etapa.

En la primera etapa de amplificacion de GM132 si bien se observd
amplificacién, esta no se relacion6 con lo esperado de acuerdo a la bibliografia. Ya que
en ésta se mencionaba la formacion de un solo amplicén de 750 bp, y en vez de ello se
obtuvo dos amplicones bastante ténues, uno de aproximadamente 650 bp y otro de 900
bp. Incluso estas bandas de amplificacion se volvian méas débiles a medida que se
empleaba esporas mas maduras para la extraccion de DNA.

Pese a esta situacion, los resultados de la segunda etapa de amplificacion de
Nested PCR si coincidieron con lo esperado, es decir con los 367 pb, por lo cual

también se identifico a esta micorriza como perteneciente a la especie Glomus mosseae.

CAPITULO 4: DISCUSION

Es importante recalcar que con el presente trabajo de investigacion se ha
generado por primera vez en nuestro pais, informacion a nivel molecular sobre
micorrizas, lo que seguramente constituira un punto de partida para estudios
taxonomicos y evolutivos moleculares de este tipo de simbiosis, la cual tiene gran

aplicabilidad en la agricultura y la recuperacion de suelos a nivel nacional.

Los resultados de identificacion molecular obtenidos a partir del DNAr, una de
las regiones de organizacidbn mas conservada dentro del genoma de los eucariotas
(Rodriguez et al., 2004; van der Heidjen & Sanders, 2002), mediante una técnica
molecular de alta fidelidad y reproducibilidad como lo es la Nested PCR, constituyen
una ventaja competitiva frente a la identificacion morfoldgica de micorrizas. Ya que
permiten una mayor confiabilidad al no depender de la catalogacién de las
caracteristicas fisicas variables con el medio en que el hongo se desarrolla, como es el

caso de la taxonomia tradicional.

4.3 Propagacién de Glomus mosseae a partir de sustrato micorrizado



Se propuso y optimizd un sistema de manejo que comprendid desde el
establecimiento de cultivos monosporicos hasta cultivos trampa. Induciendo mediante el
sometimiento de la planta a diferentes tipos de estrés, como el de la poda y el hidrico, a
la infeccién por parte del hongo y a la formacion de la simbiosis.

El manejo de los cultivos monospoérico y trampa en base a la generacion de
estrés hidrico se tomé como referencia de varios trabajos de investigacion sobre el
efecto de la sequia, aridez y gradientes de humedad en el comportamiento de diferentes
especies de micorrizas (Duchicela y Gonzalez-Chavez, 2003; van der Heidjen &
Sanders, 2002) y de Glomus mosseae (Augé, 2001). Estos trabajos demuestran que las
micorrizas generan en diferentes especies de plantas hospederas un incremento del
rango total de colonizacion radicular y una mayor produccion de esporas, situacion que
luego se refleja en ventajas adaptativas para las plantas. Durante la presente
investigacion se pudo observar que existio una formacion intensiva de estructuras de
colonizacion del hongo en las raices tefiidas de los cultivos trampa, de tal manera que el
tratamiento aplicado durante el proceso de cultivos monosporicos y trampa no
solamente resultd Optimo para las necesidades de investigacion propuestas, sino que

ratifico los resultados obtenidos en otras investigaciones.

Con respecto a la relacion agua-suelo-simbiosis micorricica, Augé (2001)
menciona que existen dos tendencias reconocidas: las que apoyan la hipétesis de que la
micorriza aporta en los efectos nutricionales del agua en el hospedero y las que sugieren

que esta relacion no existe.

Aunque dentro de los objetivos de esta investigaciébn no se encontraba el
comprobar la influencia del agua ni de la poda en la formacion de micorriza, el hecho de
haber obtenido plantas bien adaptadas a estas condiciones nos permitiria sospechar que
la micorriza favorece la existencia de un aporte nutricional del agua hacia el hospedero
y que ademas, la poda promueve su desarrollo. Por ende la colonizacién extendida en

raices influye positivamente sobre la planta infectada.

Varios investigadores (Burnett, 2003; van der Heidjen & Sanders, 2002) han

planteado el hecho de que la simbiosis micorricica y su comportamiento varia de



acuerdo a las condiciones del ensayo y de los especimenes empleados, ademas Hatfield
& Stewart (1994) mencionan que el comportamiento reflejado durante una investigacion
no puede generalizarse hacia el de la poblacion total ni de micorrizas ni de plantas
huésped

A pesar de que las condiciones de mantenimiento para todas las plantas fueron
las mismas, no se observd ningln patron de comportamiento capaz de definir ni a las
especies de plantas, ni a las de micorrizas, por lo que es necesario que en un futuro se
realicen ensayos en los que se monitoree esta situacion y que permitan conocer hasta
que punto el comportamiento de una planta huésped puede cambiar bajo condiciones de
laboratorio y de campo.

4.4 Analisis molecular de Glomus mosseae

Extraccion y Cuantificacion del DNA de esporas de Glomus mosseae

Distintos investigadores han empleado de acuerdo a las condiciones de su
investigacion, diferentes cantidades de esporas y métodos para extraer su DNA. Van
Tuinen et al., (1998) y Turnau et al., (2001) por ejemplo, emplearon hasta cinco esporas
de cada hongo para extraer su DNA mediante shock térmico en TE (10 mM) y Chelex-
100 (20%), realizando finalmente tres etapas de Nested PCR. De Souza et al., (2004)
uso 60 esporas para una extraccion de DNA con Tris-HCI y Chelex-100(20%) y aplico
PCR-DGGE (Denaturing Gradient Gel electrophoresis) para amplificarlo. Manian et al.,
(2001) emplea de 20 a 100 esporas para una extraccion con nitrogeno liquido, buffers de
lisis, columnas de purificacion de DNA (QIAquick, Qiagen) y finalmente disuelve el
DNA obtenido en TrisHCI. Mientras que en INVAM se sugiere emplear entre 1000 a
1500 esporas con el Qiagen DNeasy plant kit de extraccién de DNA.

Debido a la variabilidad de opiniones con respecto al namero de esporas de MA

y a la metodologia a emplearse para extraer su material genético, fue necesario


http://www.qiagen.com/

determinar criterios propios de la presente investigacion, que permitieran seleccionar el
ndmero de esporas 6ptimo para la extraccion del DNAr. El primero fue que su nimero
sea el menor posible, pero el suficiente para favorecer la amplificacion de DNA en dos
etapas de Nested PCR. El segundo, que la proporcion de esporas necesaria para que se
cumpla el primer requisito fuera facil de obtener, para que no se incurriera en un gasto
de tiempo demasiado extenso durante su aislamiento. Ambos criterios fueron
respetados, comprobandose que diez esporas de cada una de las cepas de Glomus
mosseae fueron suficientes para obtener una amplificacion déptima en la segunda
amplificacién de la Nested PCR. Ademas, dicha cantidad de esporas no requeria una

inversion de tiempo excesiva para su aislamiento.

En cuanto a la metodologia empleada durante la extraccion de DNA, se uso el
mismo principio de shock térmico, TrisHCI y Chelex-100 propuesto por van Tuinen et
al., (1998); Jacquot et al., (2000) y Turnau et al., (2001). El cual permitié obtener
material genético en cantidades suficientes como para su amplificacion por Nested PCR,
pero durante el desarrollo del proceso de extraccion de DNA se encontraron algunas
dificultades de tipo logistico, que no se han mencionado en otros estudios moleculares

de micorrizas.

Es necesario tomar en cuenta que el lugar en que se encuentran los Laboratorios
de Ingenieria en Biotecnologia de la Escuela Politécnica del Ejército, estan a
aproximadamente 2550 msm. Razon por la cual durante la extraccion de DNA no se
pudo alcanzar los 100°C o 95°C que la bibliografia recomendaba, volviéndose necesario

acoplar la técnica a la temperatura maxima de 92,5°C.

Otro factor que se debié tomar en cuenta para la extraccion de DNA es la
limpieza de las esporas, ya que estas al encontrarse en constante contacto con microflora
del suelo, corrian el riesgo de contaminarse con material genético extrafio o de
degradarse por la presencia de DNAsas. Para superar este inconveniente se escogieron a
las mejores esporas de micorrizas bajo el estereoscopio, mismas que se limpiaron
mediante un raspado superficial con agujas de diseccién y varios lavados con agua
estéril, obteniéndose resultados bastante buenos. Existen métodos para eliminar este

tipo de impurezas, como la ultra sonicacion (de Souza et al., 2004), o sistemas de



vorteado y centrifugacion (Manian et al., 2001), pero al aplicarlos se pierde parte

representativa de la muestra.

Un problema bastante importante que se observo en el desarrollo de este trabajo,
fue la corta durabilidad del DNAr extraido, ya que éste se degradaba rapidamente con el
pasar del tiempo, aun conservandolo alicuotado a temperaturas de -20 o -80°C. Este
comportamiento puede atribuirse a que el Chelex-100 que elimina por quelatacién a las
enzimas y constituyentes celulares liberados al romper las esporas de las micorrizas, no
purifica totalmente el DNA extraido. Probablemente el Chelex100 deja libres
metabolitos como polisacaridos o polifenoles, que se mantienen contaminando e
interfiriendo en la muestra inicial de DNA y posiblemente sean estos los responsables
de su fragmentacion, degradacién y bajos rendimientos, limitando asi su estabilidad y
durabilidad (Burnett, 2003). La metodologia de extraccién de material genético con este
reactivo es sencilla y rapida, pero debe tomarse en cuenta que el DNA obtenido deberia
emplearse para su amplificacion en el menor periodo de tiempo posible (Manian et al.,
2001).

De Souza et al., (2004) menciona un tratamiento con RNAsa después de extraer
con Chelex el DNA de varias esporas de micorriza, para asi almacenarlo a -20°C; o en
el caso de que las esporas aisladas no se fueran a usar inmediatamente para la extraccion
de DNA, almacenarlas dentro de un microtubo con agua estéril a -80°C. De estas dos
posibilidades se aplico solamente la segunda durante la presente investigacion,
observandose resultados bastante favorables en la conservacion de las muestras.
Probablemente monitorear y comprobar el efecto de estos y otros tratamientos para
favorecer la conservacion y viabilidad de las muestras almacenadas de esporas y de su
DNA, constituiria una de las alternativas mas importantes de estudio para futuras
investigaciones, que serian vitales para un mayor estudio de las micorrizas en el area

molecular.

La concentracion de DNA que se consiguio luego de la extraccion fue muy baja
como para ser cuantificada por métodos de fluorometria como Qubit (Invitrogen) que
incluso detecta un rango de 0,2 a 100 ng/pl. Tampoco se lo pudo cuantificar en
referencia al Low DNA mass ladder (Invitrogen) porque el DNA obtenido no se podia

visualizar en geles de agarosa (a menos que se haya realizado previamente la segunda



amplificacién), situacion que también se reporta en el trabajo investigativo de van
Tuinen et al., (1998), en que el producto de amplificacion no necesariamente se
visualiza en la primera amplificacion. EI volumen de DNA recuperado, en cambio, era
muy pequefio como para usar espectrofotometria y realizar diluciones del DNA como
para aplicar esta tecnologia, ademéas de que se habria podido generar contaminacion de
la muestra o reducir su concentracion a niveles que luego no hubieran permitido una

amplificacion optima en PCR.

Comparacion de secuencias de DNA de Glomus mosseae

Dentro de las secuencias de DNAr de Glomus mosseae que se compararon con el
programa en linea Clustalw, de San Diego Supercomputer Center y que se evaluaron
mediante el programa FastPCR se encontrd que de entre tres candidatos, el primer 5.21
disefiado por van Tuinen et al., (1998) fue el primer especifico de especie que tenia
mayor probabilidad de complementariedad con el DNAr. Sin embargo, dentro de la
region en que este primer se adheria se encontraron dos sitios (correspondientes a las
posiciones 13 y 14 del primer) en que existian diferencias nucleotidicas de sustitucion.
En ambos casos se pudo diferenciar claramente dos grupos. En la posicion 13 fue
igualmente probable encontrar una citosina (7 ejemplares) que una timina (7
ejemplares); mientras que en la posicidn 14 era mucho mas probable encontrar una
guanina (10 ejemplares) que timina (4 ejemplares). Ventajosamente ambas posiciones
se encuentran lejos de los extremos de la secuencia del primer, y auque se podia generar
interferencia en el alineamiento con el DNAr del hongo, no lo impedia de forma

determinante.

La posible sustitucién de bases nucleotidicas en el DNAr evidencié no ser un
limitante para la amplificacion mediante Nested PCR de las muestras de GM 25 y
GM132 de que se disponia, ya que el tamafio de amplicon obtenido luego de la segunda
etapa de Nested PCR correspondio con el esperado de acuerdo a la bibliografia (van
Tuinen et al., 1998). No obstante, el secuenciamiento de la region amplificada de este
tipo de cepas hubiera aportado de manera importante a obtener un criterio mas amplio
de las diferencias y similitudes de las micorrizas con que se trabajo, en referencia a las

de otros estudios.



Con respecto a los dos grupos que se pudieron distinguir al comparar las
secuencias nucleotidicas de los clones de GM25, tenemos que se podria atribuir su
comportamiento al hecho de que las muestras empleadas en la investigacion de Clapp et
al., (2001), con secuencias mas polimorficas, provenian de cultivos que se aislaron y
reprodujeron a partir de una sola espora por Dodd J.C. desde 1982, en Inglaterra. Es
importante considerar que en micorrizas la colonizacion de plantas hospederas exhibe
una heterogeneidad espacial y temporal significante (van der Heidjen & Sanders, 2002)
y que a pesar de que una poblacién se genere de una misma espora, sus individuos
pueden ser molecularmente diferentes (Burnett, 2002). Probablemente este fendémeno
también hubiera podido apreciarse al secuenciar el DNAr de las micorrizas empleadas
en la presente investigacion, ya que las muestras han estado sometidas a lo largo del
tiempo a diferentes sistemas de manejo, que pudieron influir para que la presion
selectiva y evolutiva provocara cambios del material genético, y que probablemente esto
hubiera sido la razon por la que en la primera amplificacion los resultados obtenidos

fueron tan variables para ambas cepas.

Nested PCR para la amplificacion de Glomus mosseae

La tecnica de Nested PCR propuesta por van Tuinen et al., (1998) consideraba
tres etapas de amplificacion. En la presente investigacion se optimiz6 a dos, las cuales
fueron suficientes para identificar a las cepas de Glomus mosseae. Se han reportado
también en otros trabajos de investigacion con la region 25S del DNAr de micorrizas,
que solo dos etapas de amplificacion son lo suficientemente eficientes como para
identificar a la micorriza. Como en Jacquot et al., (2000), en que se utilizd en primera
instancia un primer universal para eucariotas combinado con un primer especifico para
hongos y para la segunda amplificacion uso el primer especifico de hongos junto a 5.23,
especifico para Glomus mosseae. Aunque éste ultimo primer demostré no tener una
complementariedad tan amplia (dentro de las secuencias nucleotidicas que se compard)

como el primer 5.21 disefiado por van Tuinen et al., (1998).

Existen ademas estudios en que se realizan amplificaciones Nested de dos fases,
empleando la region 18S del DNAr de MA, como en Redecker et al., (2000) y de Souza
et al., (2004).



En todos estos casos se ha optimizado las condiciones en que se realizé la
Nested PCR y se ha aprovechado también la capacidad de la técnica para obtener una
amplificaciébn sumamente especifica y discriminativa, demostrandose asi que no es
indispensable una reamplificacion anidada con un nimero mayor a dos fases para estos

Casos.

En cuanto a las parejas de primers empleadas durante el desarrollo de la presente
tesis podemos indicar que la primera etapa se realiz6 con NDL22 y LR1, primers
propuestos originalmente por van Tuinen et al., (1998) para una segunda etapa de
amplificacién. Ademas, para la segunda etapa de amplificacion, en el presente trabajo
investigativo se emple6 a NDL22 en combinacion con 5.21. Este ultimo el que
determino la especificidad de amplificacion a nivel de especie. A esta pareja de primers
su autor la utilizé durante una tercera etapa de la Nested PCR. Por lo que se puede
mencionar que el disefio de la Nested PCR ha sido optimizado disminuyendo la
necesidad de incurrir en un namero mayor a dos ciclos de amplificacion para identificar
a Glomus mosseae.

Gradientes de Temperatura de Annealing y Concentracion de Cloruro de

Magnesio

En una reaccion de Nested PCR la temperatura de annealing de los primers y la
concentracion de cloruro de magnesio son parametros que influyen directamente sobre
la capacidad y fidelidad de amplificacion del material genético. Temperaturas de
annealing por encima o por debajo de la dptima, provocan que la afinidad de los primers

a la secuencia complementaria en el DNA molde no sea la adecuada (Surzycki, 2000).

Muchas muestras de DNA requieren, ademas de la optimizacion de
concentraciones de cloruro de magnesio, de la optimizacion de la temperatura de
annealing para mejorar la eficiencia de amplificacion, ya que la deficiencia o exceso de
este tipo de iones limita o promueve la actividad replicativa de la enzima Tag DNA
polimerasa (Surzycki, 2000) y si ademas, los primers no se han hibridado correctamente

en el DNA, es bastante probable que la amplificacion resulte bastante defectuosa.



Luego de estandarizar la técnica de Nested PCR, los resultados obtenidos en
temperatura de annealing y cloruro de magnesio demuestran que incluso entre distintas
cepas de la misma especie micorricica, puede ser necesario aplicar diferentes
condiciones para mejorar la eficiencia, optimizar la calidad y cantidad de amplificacion
de su DNA. Por ello, en el caso de Glomus mosseae BEG 25 las condiciones
estandarizadas de amplificacion fueron a 2 mM de Cloruro de magnesio y una
temperatura de annealing de 58°C, mientras que para Glomus mosseae BEG 132 fue 2,5
mM de Cloruro de magnesio y 61°C de temperatura de annealing.

Van Tuinen et al., (1998) en la metodologia que propone para la amplificacion
de DNAr mediante Nested PCR, ademas de los reactivos involucrados en la
amplificacion del DNA, adiciona el coadyuvante BSA y el surfactante i6nico Triton-X,
para eliminar sustancias que puedan interferir en la reaccion. Inclusive para evitar su
evaporacion, las recubre con aceite mineral. Durante la presente investigacion se
comprobd que los ensayos realizados sin estos coadyuvantes podian llevarse a cabo sin
tener un efecto negativo en los resultados obtenidos y que tampoco era necesario aplicar
ningun tipo de aditivo para evitar la evaporacion de la reaccion de amplificacion, ya que
el disefio del termociclador y de los tubos de PCR empleados evitaron que este
fendbmeno apareciera. Por lo que aun sin emplear estos reactivos para la Nested PCR, la
técnica disefiada no solo fue eficiente, sino que ademas de este modo se abaratd los

costos que implicaba realizarla.

La concentracién de varios de los reactivos constituyentes de la reaccion de
amplificacion. Por ejemplo los primers que van Tuinen et al., (1998) aplica en una
concentracion de 500 nM, generaron buenos amplicones a los 0,03 nM. Las 2U de Taq

DNA polimerasa que dicho autor sugiere, se redujeron a 1U.

Todas las adaptaciones de la técnica, especialmente las relacionadas con la
concentracion de reactivos, han permitido reducir de manera importante los costos que
cada reaccion de Nested PCR implicaba. A pesar de que el analisis econdmico de la
viabilidad de esta técnica no se encontraba contemplado dentro de los objetivos de esta
investigacion, es evidente que en nuestro pais es necesario encontrar la forma de que las
tecnologias moleculares disponibles no se queden restringidas por cuestiones

econdmicas.



Si bien, los resultados de la amplificacion de Glomus mosseae mediante Nested
PCR correspondieron en parte a lo que se esperaba de acuerdo a la bibliografia. Es
importante mencionar algunas diferencias que se presentaron especialmente en el
amplicén de la primera etapa de amplificacion, ya que su presencia se encontro
directamente relacionada con el grado de madurez de las esporas de micorrizas

empleadas.

Van Tuinen et al., (1998) afirma que como resultado de la combinacion de los
primers NDL22 y LR1 se obtiene un amplicon de 750 bp, situacion que se confirma con
los trabajos de Jacquot et al., (2001). Ademas se confirmd esta situacién mediante la
comparacion de las secuencias nucleotidicas de Glomus mosseae realizada por la
presente investigacion. Sin embargo, cuando se emple0 esta pareja de primers para
amplificar DNAr durante la primera fase de la Nested PCR en GM132, se observo la
formacioén de dos diferentes productos de amplificacion, uno ubicado aproximadamente
a 650 bp y otro a los 900bp. Estos resultados no se han reportado previamente en otras
investigaciones, por lo que podriamos sospechar que fuerzas selectivas influenciadas
por las condiciones del lugar de origen y manejo de las micorrizas pudieron haber
inducido esta peculiaridad a nivel nucleotidico. La mejor manera de comprobar esta
hipdtesis es comparando secuencias de DNA de GM132 entre los ejemplares de otras
micorrizas de la misma especie, pero la secuenciacion no fue una alternativa al alcance
de este estudio y tampoco se encontrd disponible en la red ninguna secuencia de esta

cepa de Glomus mosseae.

Se observd, ademas, que a medida que se empleaban esporas maduras para las
amplificaciones de Nested PCR, los amplicones obtenidos durante la primera fase para
GM132 se volvian mas tenues o no se los podia observar luego de la electroforesis en
agarosa (2%); sin embargo al emplear parte de estas muestra en la segunda etapa de la

Nested PCR se obtuvo los amplicones de Glomus mosseae de 367 bp que se esperaban.

Aunque la estandarizacion de la técnica no se basd en la primera etapa de la
Nested PCR, porgue los resultados que determinaban la identificacion de las muestras
de micorrizas como Glomus mosseae radicaban en la segunda etapa (en que se

empleaba el primer especifico de especie), es necesario mencionar que: el ensamblaje



de la mezcla reactiva se realizd correctamente; los volimenes de mezcla reactiva, DNA
y agua PCR afadidos para su amplificacion fueron 6ptimos y que, a pesar de que en la
primera fase podian no haberse observado bandas de amplificacion, la sensibilidad de la
técnica trabaj6 de manera eficaz detectando y amplificando a este DNA durante la
segunda etapa de amplificacién (van Tuinen et al., 1998).

La aplicacion y la alta sensibilidad de la Nested PCR constituye una gran ventaja
para el investigador, porque en los casos en que la técnica se emplea con muestras de
campo, en que la cantidad de material micorricico y su grado de madurez puede
fluctuar, se garantizan resultados Optimos para identificar incluso entre diferentes
especies de estos hongos (Jacquot et al., 2000; Jacquot et al., 2001; Rosendahl &
Stukenbrock, 2004; Turnau et al., 2001).

Taxonomia molecular VS Taxonomia morfologica

Si bien es cierto que todavia no se conoce la relacion que existe entre diversidad
morfologica y molecular en micorrizas, un tema controversial que ha surgido de la
comparacion de secuencias nucleotidicas del DNAr es la clasificacion taxondmica de
las micorrizas. Especialmente si se la compara con la taxonomia tradicional
(morfoldgica). Es importante mencionar parte de las fortalezas y debilidades de cada

uno de estos tipos de taxonomia, para entender asi su posible complementariedad.

Los métodos moleculares permiten que se pueda identificar el taxa de MA
independientemente de los criterios morfoldgicos, lo que genera secuencias
nucleotidicas capaces de brindar bastante informacion del parentesco entre especies
micorricicas, en contraste con la taxonomia tradicional (basada en caracteres
morfoldgicos). La morfologia molecular se usa especialmente para potencializar la
informacion obtenida en los casos en que se obtienen bajos niveles de colonizacion por
MA (van der Heidjen & Sanders, 2002). Sin embargo, aln no estd esclarecido el
mecanismo que relaciona el comportamiento molecular con la fisiologia y ecologia de
las micorrizas (Wright, 1994).



Por ello la taxonomia morfoldgica cobra vital importancia para determinar las
relaciones ecoldgicas entre las diferentes especies de micorrizas y permite ademas
identificar los cambios fenotipicos que se presentan como resultado de la adaptacion del
hongo a diferentes medios y condiciones del hébitat o ecosistema (van der Heidjen &
Sanders, 2002).

CAPITULO 5: CONCLUSIONES

1. El sistema de manejo de cultivos monosporicos y cultivos trampa de Glomus
mosseae BEG 25 y BEG 132 en base de sometimiento a estrés hidrico y de poda de las
partes aéreas en las plantas, dio un efecto positivo para la formacién de la simbiosis
micorricica y para multiplicar MA en cantidades suficientes como para emplearlas en la

extraccion de su DNA.

2. Aunque se mantengan las mismas condiciones de manejo en las plantas trampa,
existe un comportamiento diferente entre las especies de plantas huésped empleadas y
las micorrizas de Glomus mosseae que las colonizaron, aun cuando estas pertenecian a

diferentes cepas de una misma especie.



3. El DNA ribosomal extraido a partir de diez esporas de Glomus mosseae BEG 25
y 132 mediante calentamiento a 92,5 °C durante 7 minutos, enfriamiento en hielo por 2
minutos y centrifugacion a 10000 rpm dos minutos, permitio obtener suficiente material

genético como para su amplificacion durante la Nested PCR.

4. La metodologia estandarizada de la técnica de Nested PCR capaz de identificar
micorrizas arbusculares de la especie Glomus mosseae, cepa BEG 25 fue a una
concentracion de 2 mM de cloruro de magnesio y a una temperatura de annealing de 58
°C. Mientras que para Glomus mosseae, cepa BEG 132 la concentracion éptima de
cloruro de magnesio fue 2,5 MMy 61 °C de temperatura de annealing.

5. Una Nested PCR con dos etapas de amplificacion es suficiente para obtener
amplicones claros, intensos y definidos como para identificar las cepas BEG 25 y
BEG132 de Glomus mosseae.

CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Es necesario investigar y monitorear la efectividad de la colonizacion con
micorriza durante los diferentes estadios de desarrollo de las plantas. La informacién
generada permitiria potenciar el disefio de sistemas de produccion de cultivos
monosporicos y cultivos trampa para la propagacion a gran escala de muestras de

campo, con asilados nativos de este tipo de hongos.

Futuras investigaciones serian necesarias para esclarecer el efecto cuantitativo y
cualitativo que puede tener la poda y situaciones de sequia sobre plantas colonizadas

con micorrizas y sobre su influencia en la reproduccion mediante esporas.



El secuenciamiento de las regiones amplificadas mediante Nested PCR de
Glomus mosseae BEG 25 y 132 que se usaron durante esta investigacion, aportaria al
conocimiento cientifico de los cambios en el DNAr de estas micorrizas frente a los
diferentes tipos de manejos que estas han sufrido. Ademas la comparacién a nivel
molecular de estas micorrizas con otras secuencias de la misma especie, permitiria
avanzar en el conocimiento de esta especie y cepa, aportando al conocimiento de coémo

y porque se dan las similitudes y diferencias genéticas en micorrizas.

Hasta el momento no existe secuenciada la totalidad del genoma de ninglin
hongo micorricico y las secuencias disponibles en linea (en NCBI) corresponden a
clones de DNAr que han sido secuenciados parcialmente. Esta situacién restringe un
tanto la posibilidad de disefiar primers para diferentes especies de micorrizas y
especialmente para las que se encuentran en campo (micorrizas nativas). Por lo que
seria sumamente provechoso que en un futuro se impulsara la secuenciacion de este tipo
de hongos y mas todavia que en nuestro pais se diera apertura a esta linea de
investigacion, ya que al poseer una biodiversidad bastante alta de especies vegetales es

bastante probable que la biodiversidad de micorrizas también sea sumamente amplia.

El obtener un mayor conocimiento de la forma en que las micorrizas influyen
sobre los ecosistemas garantizaria no sélo su mantenimiento y explotacion, sino que
también facilitara que se relacione las caracteristicas de las secuencias nucleotidicas con
cualidades inherentes a la simbiosis que forman y con el efecto metabdlico que inducen
en las poblaciones de plantas para mejorar su salud, productividad y estabilidad.
Permitiendo aportar a una mayor comprension del rol que las MA tienen dentro de un

nicho ecoldgico y su influencia dentro del medio ambiente.
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GLOSARIO

Heterocariosis: es la mutacion de un micelio a uno multinucleado.

Hifa dicariotica: (con dos nicleos) es un caso especial de la heterocariosis y
provee al micelio algunas propiedades de las células diploides, como la
complementacion genética o fisiologica entre los diferentes nicleos, mismos que
pueden migrar en forma unilateral, bilateral o limitada.

Heteroplasmosis: es la recombinacién génica (anastomosis) entre dos micelios
con diferente material genético nuclear.

Fitness: palabra en inglés que Fisher (1958) propuso para definir en términos
evolutivos a la capacidad de que padres aporten descendientes a generaciones
subsecuentes, lo cual influye directamente en que la seleccion natural se

mantenga.



