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IDENTIFICACIÓN DE HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES ASOCIADOS 

A LA RIZOSFERA DE Prosopis laevigata (Humb. & Bonpl. Ex. Willd) Y 

Parkinsonia praecox (Ruiz y Pavón), EN ZAPOTITLAN SALINAS PUEBLA, 

MEDIANTE HERRAMIENTAS MOLECULARES  

Moreno Santillán Diana Daniela. 

Tutor: Dr. Elías Piedra Ibarra 

RESUMEN 

El 49.2% del territorio Mexicano está formado por zonas áridas, como Zapotitlán Salinas 

ubicado en la reserva de la biósfera del Valle de Tehuacán-Cuicatlán en Puebla y 

Oaxaca que  alberga entre el 10 y 11.4% de la flora mexicana de la cual 815 especies 

vegetales son utilizadas por los pobladores. Entre ellas Prosopis laevigata conocido 

como mezquite y Parkinsonia praecox o palo verde, son apreciadas como material 

para construcción, combustible y como plantas medicinales. 

El Mezquite y el Palo verde presentan adaptaciones que les han permitido sobrevivir y 

reproducirse en ambientes desfavorables o extremosos, como la capacidad de 

asociarse con hongos micorrízicos arbusculares (HMA), los cuales incrementan, la 

captación de agua disponible y la captación de nutrientes minerales. El objetivo de 

este trabajo es determinar los HMA asociados con la rizósfera de Prosopis laevigata y 

Parkinsonia praecox que establecen la relación simbiótica con dichas plantas, 

mediante la amplificación por PCR, y posterior secuenciación, de un fragmento del 

genoma de los HMA que codifica la subunidad pequeña del RNAr utilizando los 

oligonucleótidos específicos (VANS1-NS21). Se obtuvo la densidad de esporas por 

medio del método de gradiente de sacarosa, obteniendo una densidad promedio de 

213 esporas viables por 100 gramos de suelo. Se inocularon plantas trampa en el 

laboratorio (Prosopis laevigata, Parkinsonia praecox, Sorghum bicolor y Lactuca sativa) 

para inducir la simbiosis y extraer el DNA de la raíz para conocer que hongos se 

encontraban micorrizando las raíces. Al paso de 90 días se obtuvo un porcentaje de 

micorrización promedio del 70%. Una vez establecida la simbiosis, se extrajo el DNA de 

las raíces de las plantas, para realizar la amplificación utilizando los oligonucleótidos 

específicos. Los productos de la amplificación se separaron  por electroforesis en un 

gel de Agarosa-TBE al 1%, se obtuvieron bandas de 550pb  para las 4 plantas, 

adicionalmente se obtuvo otra banda de entre 650 a 1000pb. Se realizó la purificación 

del producto de PCR directamente del gel de agarosa para su posterior 

secuenciación y comparación con las bases de datos. Los resultados indican que el 

producto de 550pb corresponde a HMA, de manera particular al género Glomus. 
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INTRODUCCIÓN 

ZONAS ÁRIDAS: 

Las zonas áridas cubren el 54.3% de la superficie terrestre, en ellas, la evaporación 

potencial es mayor que las precipitaciones anuales (inferiores a 250mm; entre 250 y 

450mm en las zonas semiáridas) provocando un alto grado de sequedad, por lo que 

las especies vegetales que las habitan poseen adaptaciones fisiológicas y 

morfológicas que les permiten crecer en condiciones poco favorables (Cervantes, 

2002; Monroy et al.,   2007; Walter, 1977).  

En la República Mexicana, 25 estados están conformados por zonas áridas. Los estados 

con mayor proporción de zonas áridas en su superficie territorial son  Aguascalientes, 

Baja California, Baja California Sur, Coahuila, y Sonora;  seguidos de Colima, 

Chihuahua, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, 

Michoacán, Nuevo León, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosí, Sinaloa, 

Tamaulipas, Tlaxcala, Yucatán y Zacatecas (Cervantes, 2002). Las zonas áridas en el 

territorio Mexicano se dividen según su grado de sequía: 0.2% corresponde a zonas 

híper áridas, 17.6% a zonas subhúmedas secas, 23.7% a zonas semiáridas y 28.3% a 

zonas áridas. Los ecosistemas áridos y semiáridos en México poseen una elevada 

diversidad, de alrededor de 6,000 especies, de las cuales 60% son endémicas; la 

vegetación característica está constituida por matorrales xerófilos, pastizales y bosques 

espinosos (Figura 1)  (Monroy et al., 2007; Rzedowski, 2006).  

El matorral xerófilo es abundante en la península de Baja California, se encuentra 

desde Chihuahua hasta Jalisco, Guanajuato, Hidalgo y el Estado de México, 

prolongándose hacia el sur a través de Puebla y Oaxaca (Cervantes, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Tipos de vegetación en la República Mexicana 

(Rzedowski, 2006). 
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La vegetación en las zonas áridas protege al terreno de la erosión, favorece la 

infiltración del agua en el suelo, protege las cuencas hidrológicas y contribuye a 

regular y modificar los microclimas. Predominan las formas de vida arbustiva, con 

plantas bajas, leñosas y muy ramificadas desde la base. Dentro de las familias 

predominantes se encuentran las leguminosas, que además de proporcionar sombra y 

protección a otras plantas, como en el caso de Neobuxbaumia tetetzo, forman islas 

de fertilidad debido a su capacidad de asociarse con microorganismos del suelo, ya 

que crean las condiciones propicias para el establecimiento y la actividad de estos 

microorganismos (Reyes et al., 2000). 

Las zonas áridas y semiáridas de nuestro país han presentado señales de perturbación 

relacionadas con actividades humanas como la ganadería, agricultura, extracción de 

leña, incendios, sobreexplotación de algunas especies y el sobrepastoreo (Monroy, 

2007; CONABIO, 2008).  
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CARACTERÍSTICAS GENERALES DEL MEZQUITE (Prosopis laevigata) Y PALO VERDE 

(Parkinsonia praecox). 

 

Prosopis laevigata (Figura 2), es un arbusto espinoso perteneciente a la familia 

Mimosaceae (Cuadro 1). Su raíz principal llega  a medir hasta 50m de profundidad y 

sus raíces laterales se extienden hasta los 15 m de radio. El tronco es leñoso, sus ramas 

tiernas son espinosas y con frecuencia carecen de hojas. Las hojas son compuestas, 

bipinadas de 12 a 15 pares de foliolos oblongos o lineares. Pierde las hojas en invierno y 

nacen nuevas hojas desde marzo hasta mayo que permanecen hasta diciembre. Sus 

flores son pequeñas de color amarillo, hermafroditas, con 5 sépalos, 5 pétalos y 10 

estambres. Florece desde febrero-marzo hasta abril-mayo. La fructificación se extiende 

de mayo a agosto y se cosecha entre agosto y octubre, los frutos son vainas que 

contienen de 12 a 20 semillas cuya diseminación es zoófila y endozoica, es decir se 

dispersan por medio del tracto digestivo de los animales (Cervantes, 2002). 

 

 

P. laevigata es abundante en el valle de Tehuacán-Cuicatlán Puebla pero también se 

localiza en el centro y sur de México, en los estados de Guerrero, Querétaro, Estado de 

México, Michoacán, Morelos, San Luis Potosí, Veracruz, Nuevo León, Aguascalientes, 

Durango, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Coahuila, Chiapas, Tamaulipas, Zacatecas y 

Oaxaca (Arias et al., 2000).  

Desde las épocas prehispánicas, el mezquite ha sido utilizado como un recurso natural 

por los habitantes de las zonas áridas; para los Chichimecas el mezquite era una 

planta básica para su alimentación, mientras que en la sierra de El Pinacate se han 

Figura 2. Ejemplar de Prosopis laevigata en el 

Valle de Zapotitlán Salinas Puebla. 

Reino Plantae

Phyllum Spermatophyta

Clase Dicotiledoneae

Superfamilia Leguminosae

Familia Mimosaceae

Género Prosopis

Especie Prosopis laevigata

Cuadro 1. Clasificación taxonómica de 

Prosopis laevigata. 
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encontrado metates que datan del año 1200 a. de C. utilizados para hacer harina de 

mezquite. En la actualidad, al ser el único representante arborescente en zonas de 

clima seco, es apreciado como material para obtener leña, carbón, goma, materiales 

para construcción, juguetes etc. lo que ha favorecido su desaparición en amplias 

extensiones (Cervantes, 2002; Rzedowski, 2006). Por otro lado, las hojas y frutos del 

Mezquite son utilizados para la alimentación del ganado caprino o para animales 

domésticos para lo que incluso se colectan y se almacenan para usarse en épocas de 

sequía. Como se mencionó, ésta planta se usa como combustible debido a la 

duración de la leña y a la cantidad de calor que producen.  

En el valle de Tehuacán-Cuicatlán, la leña representa una fuente importante de 

energía doméstica, ya que 36% de la población la utiliza como único combustible, 44% 

utiliza leña y gas y sólo 20% utiliza gas únicamente. En el mezquite crece el 

cocopache, un insecto de importancia gastronómica para los habitantes del Valle de 

Tehuacan-Cuicatlán (Arias et al., 2000; García & Tapia, 2007).  Debido a lo anterior, 

esta especie tiene importancia económica, por lo que los pobladores la venden o 

intercambian en los mercados regionales (Paredes et al., 2007). 

La importancia ecológica del mezquite se debe, entre otras cosas, a que controla la 

erosión del suelo, proporciona alimento y refugio a la fauna silvestre, forma islas de 

recursos y actúa como indicador de profundidad del manto freático (Cervantes, 2002) 

 

Parkinsonia praecox (Figura 3), también conocido como ―Palo verde‖ o ―Manteco‖, es 

un arbusto perteneciente a la familia Caesalpinaceae (Cuadro 2) que  llega a medir 

hasta 6 metros de alto, posee un tallo de color verdoso. Sus hojas son bipinadas y las 

pierde durante el invierno, cada pinna llega a medir de 3-6mm de largo. La floración 

ocurre durante los meses de marzo y septiembre, aunque en la región de Zapotitán se 

ha reportado una sincronía en la floración durante los meses de febrero y marzo. Las 

flores se encuentran dispuestas en racimos por nudo, tienen pétalos pálidos o amarillos. 

Las semillas son oblongas y comprimidas, de color pardo.  Las plántulas de Parkinsonia 

praecox, tienen poca necesidad de agua y soportan temperaturas de hasta -5°C. 

Se distribuye desde México hasta el sur de Perú y Ecuador (Rogers, 1983 citado en: 

Rosas, 2006; García & Tapia, 2007). 
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Al igual que el mezquite, esta especie está ampliamente distribuida en las regiones 

áridas y semiáridas de nuestro país. En el Valle de Tehuacán-Cuicatlán está especie 

tiene importancia ecológica y económica, entre éstos sobresale el uso de troncos y 

ramas como leña principalmente en hornos de pan, ya que su combustión produce un 

olor dulce; las hojas, flores y frutos se utilizan como forraje; los exudados, como su 

―goma‖, se usan como pegamento y algunos remedios medicinales, sin embargo el 

uso más importante del manteco consiste en que es cultivado por los habitantes de la 

región debido a que durante los meses de junio y agosto crece en su tallo una larva de 

mariposa llamada ―cuchamá‖, la cual es un platillo muy apreciado en el Valle de 

Tehuacán-Cuicatlán.  Su importancia ecológica es elevada, ya que desempeña una 

función en la modificación de ambientes extremosos, formando islas de fertilidad, 

creando condiciones adecuadas para otros componentes del ecosistema, finalmente 

esta especie es clave para la reforestación y rehabilitación de suelos degradados. 

(Dávila et al.,  1993 citado en: Labrada, 2005; Arias, 2000; Rosas 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 
Reino Plantae 

Phyllum Spermatophyta 

Clase Dicotiledoneae 

Superfamilia Leguminosae 

Familia  Caesalpinaceae 

Género  Parkinsonia 

Especie  Parkinsonia 

praecox 

Cuadro 2. Clasificación taxonómica de 

Parkinsonia praecox.  

 

Reino Plantae 

Phyllum Spermatophyta 

Clase Dicotiledoneae 

Superfamilia Leguminosae 

Familia Caesalpinaceae 

Género Parkinsonia 

Especie Parkinsonia praecox 

Cuadro 2. Clasificación taxonómica de 

Parkinsonia praecox  
Figura 3. Ejemplar de Parkinsonia praecox 

en el Valle de Zapotitlán Salinas, Puebla. 
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ADAPTACIONES VEGETALES PARA ENFRENTAR DEFICIENCIA DE AGUA 

En los ecosistemas semiáridos, las comunidades vegetales se ven sometidas a 

situaciones de elevado estrés hídrico, por lo que las especies vegetales que habitan en 

estos ecosistemas han desarrollado estrategias para sobrevivir a estas condiciones 

adversas. Este es el caso de el mezquite y el palo verde quienes han desarrollado 

características adaptativas para sobrevivir y reproducirse en ambientes con poca 

agua y baja fertilidad del suelo: parénquima o tejido que les permiten captar y usar el 

agua disponible en épocas de sequía, capacidad para establecer micorrizas y  

asociaciones con otros microorganismos formando islas de fertilidad o islas de recursos, 

etc. (Allen, 2007; Perroni, 2007). 
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MICORRIZAS: 

Una micorriza (mycos=hongo, rhiza=raíz) es la relación simbiótica mutualista entre un 

hongo y las raíces de una planta. Esta asociación se ha observado en el 90% de las 

plantas superiores y sólo algunas familias son las excepciones como las Crucíferas, 

Ciperáceas y Quenopodiáceas  (Guzmán & Farías, 2005; Honrubia, 2009; Martínez & 

Pugnaire, 2009). Debido a que los hongos micorrízicos son heterótrofos, obtienen sus 

nutrientes  (carbono y azúcares simples) del hospedero, así la planta suministra entre el 

4 y 20% del carbono procedente de la fotosíntesis. Por su parte la planta también 

obtiene beneficios del hongo, por ejemplo, incrementa su capacidad para captar el 

fósforo del suelo; experimentalmente se ha probado que la concentración de P en los 

micelios, es aproximadamente 1,000 veces la encontrada en la rizósfera, de esta 

manera, se ha estimado que las hifas externas proporcionan 80% del fósforo y 25% del 

nitrógeno requerido por la planta. Adicionalmente, se ha mostrado que la interacción 

entre el hongo y la planta facilita a la raíz la absorción de agua  y actúa como control 

biológico contra agentes patógenos al competir por las raíces del huésped (Ázcon, 

2000; De la Rosa & Monroy , 2006; Hernández, 2003; Honrubia, 2009). 

La aparición de las micorrizas (Glomeromycota) se remonta al Paleozoico junto con las 

primeras plantas terrestres, sugiriendo que la disponibilidad de nutrientes, agua, 

minerales y materia orgánica era inferior a la actual, por lo que la capacidad de las 

plantas primitivas para establecer asociaciones micorrízicas fue esencial para la 

colonización de aquellos paleoambientes. Los primeros registros fósiles de Glomales, 

datan del Ordovícico (hace alrededor 500 millones de años), sin embargo las primeras 

evidencias de simbiosis provienen del Devónico temprano ya que se encontraron 

arbúsculos con su tronco basal y ramificaciones bien conservadas en el interior de 

células parenquimáticas de rizomas de Aglaeophyton major  (Reyes, 2002; Honrubia, 

2009). 
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CLASIFICACION DE LOS HONGOS MICORRÍZICOS: 

La clasificación de los hongos micorrízicos fue realizada por primera vez por el 

botánico alemán Frank B. en 1887 quién los dividió en dos grandes grupos: ectotróficos 

y endotróficos. Sin embargo Harley y Smith propusieron una nueva clasificación 

(Cuadro 3) basada en las características morfológicas de la infección y en los taxones 

de los simbiontes (Chung, 2005; Smith & Read 2008). Otros autores clasifican las 

micorrizas dependiendo de las condiciones climáticas y edáficas, por ejemplo los 

hongos micorrízicos ericoides predominan en suelos húmicos de altas latitudes y 

altitudes, mientras que en el bosque de latitud media con acumulación de hojarasca 

predominan las ectomicorrizas y en suelos de bajas latitudes con altas tasas de 

mineralización, presencia de herbáceas y plantas leñosas predominan los hongos 

micorrízicos arbusculares (Martínez & Pugnaire, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Cuadro 3. Clasificación de Hongos Micorrízicos (Chung P., 2005) 

Denominación 

clásica 

Denominación 

actual  

Características 

Ectotróficas Ectomicorrizas  Asociación del 3 al 5% de las plantas. 

 Producen cuerpos fructíferos. 

 Basidiomycetes, Ascomycetes y 

algunos Zygomycetes. 

 Forman un verdadero manto de hifas 

que recubre las raíces 

 El manto penetra en los espacios entre 

las células corticales y desarrolla red de 

Hartig 

Endotróficas Vesículo-

Arbusculares 

 Desarrollo mayoritario del hongo 

dentro de la raíz. 

 Hifas externas no formadoras de 

manto. 

 Micelio no septado, salvo en hifas 

viejas. 

 Hifas inter e intracelulares. Las 

intercelulares no forman red de Hartig, 

las intracelulares forman arbúsculos y 

vesículas. 

Ericoides  Rudimiento de manto. 

 Hifas inter e intracelulares. 

 No se forman vesículas ni arbúsculos. 

Arbutoides  Forman manto. 

 Hifas intra e intercelulares, no forman 

red de Hartig. 

Ectendotróficas Monotropoides  Forman manto y red de Hartig. 

 Haustorios intracelulares no 

ramificados. 

 Los micelios de los hongos pueden 

formar ectomicorrizas con plantas 

cercanas. 

 Orquideoides  La planta huésped tiene un periodo de 

su ciclo de vida heterótrofo durante el 

cual necesita ser infectada por un 

hongo micorrízico para sobrevivir. 

 No forman manto ni red de Hartig. 

 Sólo se presenta en la familia 

Orquidáceas. 
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CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LOS HONGOS MICORRÍZICOS ARBUSCULARES 

(HMA): 

 

La micorriza arbuscular es la más abundante, se asocia con la mayoría de las plantas 

terrestres especialmente con las que crecen en suelos áridos y semiáridos, así como en 

suelos pobres en fósforo (Guzmán & Farías, 2005). 

Esta asociación se ha reportado en más de 200 familias de Briofitas, Pteridofitas, 

Angiospermas y Gimnospermas; dentro de las cuales destacan las gramíneas y las 

leguminosas (Guzmán & Farías, 2005), incluso se ha considerado que los HMA podrían 

representar el segundo componente más grande en biomasa en muchos ecosistemas 

terrestres. Como ya se mencionó, los HMA al ser heterótrofos son simbiontes obligados 

de las plantas y reciben entre 60 y 90% del carbono, pudiendo ser un suministro 

importante del carbono de la comunidad (Azcón, 2000; Montaño et al.,  2008). 

Los HMA del orden Glomales (150 especies), pertenecen a la Clase Zygomicota, que 

comprende 3 familias y seis géneros de acuerdo con la clasificación hecha en 1990 

por Morton y Benny (Cuadro 4) (Guzmán & Farías, 2005; Reyes, 2002)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

División:  Eumycota   

Clase: Zygomicetes   

Orden: Glomales (Morton y Benny) 

 Suborden:    Glomineae (Morton y Benny) 

 Familia: Glomaceae (Pirozynski y Dalpe) 

  Género: Glomus (Tulasne yTulasne) 

  Género: Sclerocystis (Berkely y Broome) 

 Familia:  Acaulosporaceae (Morton y Benny) 

  Género: Acaulospora (Gerdemann y Trappe) 

  Género: Entrophosphora (Ames y Scheider) 

 Suborden:    Gigasporineae (Morton y Benny) 

 Familia: Gigasporaceae (Morton y Benny) 

  Género: Gigaspora (Gerdemann y Trappe) 

  Género: Scutellospora (Walker y Sanders) 

 Cuadro 4. Clasificación de los Hongos Micorrízicos Arbusculares (Guzmán & Farías, 2005). 
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Los HMA llevan ese nombre ya que colonizan intracelularmente la corteza de la raíz 

por medio de estructuras llamadas arbúsculos (Figura 4), los cuales se encargan del 

intercambio de nutrientes entre la célula vegetal y el hongo. Algunos géneros de 

micorriza arbuscular también forman dentro de las células de la raíz estructuras 

llamadas vesículas (Figura 5) compuestas principalmente por lípidos, estas son 

consideradas reservorios de nutrimentos para el hongo (Azcón, 2000; Aguilera et al.,  

2008). El sistema micorrízico está formado por un conjunto de hifas que se ramifican 

dentro y fuera de la raíz. El micelio o hifas en el suelo forman una red que se 

interconecta a las raíces de otras plantas y permiten mayor flujo de agua y nutrimentos 

entre las raíces de estas. Así, los beneficios de los HMA no se restringen a incrementar el 

tamaño y producción de semillas a través de la incorporación de P, sino que 

contribuyen a dar estructura y estabilidad al suelo, reduciendo la erosión y mejorando 

la capacidad de retención del agua por el suelo (Montaño et al.,  2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Arbúsculo de HMA, tinción por 

azul tripano, 1000X 
Figura 5. Vesícula de HMA, tinción por 

azul tripano, 1000X 
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PROCESO DE LA COLONIZACIÓN: 

Como ya se mencionó,  los HMA son endomicorrizas que colonizan intracelularmente a 

las células corticales y epidérmicas de la raíz, sin llegar al sistema vascular ni a los 

meristemos (Bago et al.,  2000; Guzmán & Farías, 2005). Se propagan a través de 

estructuras de resistencia o esporas, las cuales en condiciones desfavorables entran en 

estado de latencia indefinido, si se presentan las condiciones adecuadas,  germinan y 

la hifa emergente se dirige por atracción química a la superficie de la raíz más próxima 

y la penetra. La colonización también puede darse por trozos de micelio activo que se 

ramifica para desarrollar la infección (Aguilera et al.,  2008; Bago et al.,  2000; Sánchez 

et al.,  2000).  

La hifa se diferencia formando el apresorio a partir del cual se desarrollan 

ramificaciones infectivas cortas, que penetran la raíz. Así el hongo se introduce 

forzando el camino entre las células epidérmicas. En el interior de la raíz las 

ramificaciones infectivas se diferencian formando los arbúsculos y vesículas. Los 

arbúsculos no atraviesan las membranas celulares de la planta, sino que la invaginan 

formando una interface donde se da el intercambio entre el hongo y la planta.  

En algunos géneros de HMA, las hifas intraradicales forman vesículas intercelulares 

(Figura 6) (Aguilera et al.,  2008; Hernández, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Representación esquemática de la Colonización de HMA  
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IDENTIFICACIÓN DE HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES: 

La identificación de HMA se realiza mediante la caracterización morfológica de las 

esporas y el uso de claves taxonómicas. Sin embargo, por estos medios  solo se puede 

conocer la diversidad en el suelo, más no las especies que están llevando a cabo la 

simbiosis, ya que la colonización no está necesariamente relacionada con la 

esporulación sino que depende de la especie del hongo, de la planta y de las 

condiciones ambientales (Clapp et al.,  1995; Katsuharu et al.,  2000; Martínez & 

Pugnaire, 2009; Redecker, 2000). Por ejemplo, Merryweather & Fitter en 1998 reportaron 

que a pesar de la ausencia de esporas de Glomus en suelo, amplificaron secuencias 

del DNA a partir de raíces de Hyacinthoides non-scripta pertenecientes a Glomus. 

 Al no haber esporas, la única forma de identificar los HMA es por medio de las 

estructuras intraradicales. Mediante estos medios la identificación puede llegar a nivel 

de familia por lo que actualmente se ha recurrido a técnicas moleculares para 

complementar los estudios de taxonomía tradicional, ya que las técnicas moleculares 

pueden revelar el taxa de los hongos que colonizan la raíz, usando oligonucleótidos o 

cebadores específicos en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Gracias a 

esta técnica se pueden obtener miles de millones de copias de un fragmento del 

genoma de HMA incluso partiendo de una espora, raíz colonizada o bien de una 

muestra de suelo (Clapp et al., 1995; Merryweather & Fitter, 1998; Katsuharu et al., 2000; 

Martínez & Pugnaire, 2009; Redecker, 2000). 

En estudios con el genoma de HMA se han utilizado genes ribosomales y 

oligonucleótidos específicos para secuencias nucleares de SSU rDNA, aprovechando 

que evolucionan lentamente y son de utilidad para estudios filogenéticos (Reddy et al.,  

2005) 
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REGIÓN SSU-rRNA: 

Los ribosomas en eucariontes se componen de cuatro moléculas de rRNA organizadas 

en una subunidad mayor (Large Subunit rRNA LSU)  y una subunidad menor (Small 

Subunit rRNA SSU-Rrna). Contienen dos moléculas principales de rRNA: 28S ubicada en 

la subunidad mayor y 18S en la subunidad menor (Figura 7) (Lodish et al.,  2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para los HMA, se utiliza la región del genoma que codifica SSU rRNA con varias copias 

arregladas en tándem y variaciones en la secuencia que pueden proveer información 

filogenética (Clapp et al.,  1999). Para amplificar una porción del gen nuclear que 

codifica 18S rDNA de la SSU en HMA, Simon et al., 1991  diseñaron un cebador 

específico (VANS1). Utilizando ese cebador con el cebador universal NS21 (Figura 8)  se 

puede amplificar un fragmento de 18S de HMA aún en presencia de DNA vegetal o 

bien de otros microorganismos u hongos micorrízicos (Cuadro 5).  
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Figura 8. Diagrama de la locación relativa de los oligonucleótidos del gen nuclear que codifica para  SSU. La región 

morada representa el fragmento amplificad por VANS1-NS21. 

VANS1:GTCTAGTATAATCGTTATACAGG  

NS21: AATATACGCTATTGGAGCTGG  (Simon et al., 1991). 

Figura 7. Estructura general de los ribosomas en eucariontes , modificado de Lodish et al.,  

2005. 
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Cuadro 5. Especificidad de VANS1 versus oligonucleótidos universales para la amplificación de una 

porción del gen SSU de eucariontes. 

Universal primer: NS1-NS2; SS38-NS21. Tomado de Simon et al.,  1991 

Recurso de DNA Resultados con pares 

de primer 
Universal VANS1-NS21 

Angiospermas Allium porum + - 

 Alnus glutinosa + - 

 Arabidopsis thaliana + - 

 Quercus agrifolia + - 

Gimnospermas Abies concolor + - 

 Pinus ponderosa + - 

Zygomicetes  Endogone pisiformis + - 

 Mycotypha africana + - 

 Phycomyces blakesleeanus + - 

 Syncephalastrum racemosum + - 

 Glomus mosseae + + 

 Glomus intraradices + + 

 Gigaspora gigantea + + 

 Gigaspora margarita + + 

 Entrophospora colombiana + + 

 Scutellospora pellucida + + 

Ascomycetes Cenococcum geophilum + - 

 Neurospora tetrasperma + - 

 Tuber melanosporum + - 

Basidiomycetes Boletus satanas + - 

 Dacrymyces palmatus + - 

 Telephora americana + - 

 Russula laurocerasi + - 

 

Fuente de DNA 
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ANTECEDENTES 

Simon et al., en 1991 diseñaron un cebador específico para amplificar una región del 

gen SSUrRNA de HMA, obtuvieron DNA de Glomus intraradices  y Gigaspora margarita 

a partir de 60 y 20 esporas respectivamente, a su vez obtuvieron DNA de Endogone 

pisiformis a partir de un cultivo axénico y por último inocularon puerro con Glomus 

vesiculiferum para extraer el DNA a partir de la raíz. Amplificaron el DNA por PCR 

utilizando tres pares de oligonucleótidos, dos universales (NS1-NS2; SS38-NS21) y el 

cebador específico VANS1 con el cebador universal NS21. El juego VANS1-NS21 

amplifica una banda de aproximadamente 550pb solamente cuando se usa DNA de 

Hongos Micorrízicos Arbusculares (Glomus intraradices, Gigaspora margarita y Glomus 

vesiculiferum), mientras que con los oligonucleótidos universales se amplificó DNA en 

todos los casos. 

 

En 1995 Di Bonito et al., inocularon Glomus intraradices  en 5 especies: lechuga 

(Lactuca sativa), puerro (Allium porrum), zinnia (Zinnia elegans), escarola (Cichorium 

endivia) y pimiento (Capsicum annuum). A las pocas semanas evaluaron el porcentaje 

de micorrización y las raíces colonizadas fueron procesadas para extraer DNA y realizar 

PCR utilizando los oligonucleótidos VANS1-NS21. Obtuvieron una banda de 550pb en 

las plantas micorrizadas, sin embargo también encontraron productos no específicos 

de mayor tamaño, aún en las plantas control. El resultado fue consistente aun cuando 

el DNA correspondía a raíces con 21% de micorrización.  

 

En 1999, Clapp et al., utilizaron el cebador VANS1, con un cebador específico para la 

familia Gigasporacea (VAGIGA) a partir de DNA de esporas aisladas de suelo en 

campo y de raíz de Jacinto (Hyacinthoides nonscripta), obtuvieron secuencias 

características del género Scutellospora partiendo tanto de esporas como de raíces. 

Sin embargo, también obtuvieron secuencias más relacionadas con el género Glomus 

que con Scutellospora, a pesar de que las esporas fueron reconocidas 

taxonómicamente en este género, por lo que concluyeron que el polimorfismo en una 

sola espora no solo está restringido a la región ITS, sino que también es frecuente en el 

gen SSU.  

 

Chelius, M. K. y Triplett, E. W. (1999),  detectaron la presencia de HMA, mediante la 

extracción de DNA de éstos, en suelo y raíces de pasto. Utilizaron los oligonucleótidos 

específicos VANS1-NS21 para amplificar una región del gen SSU rDNA. Las secuencias 

obtenidas corresponden a HMA, ya que obtuvieron una identidad del 95% con Glomus 

intraradices 
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En el 2000, Katsuharu et al., extrajeron DNA de raíces de pasto silvestre chino 

Miscanthus sinensis; lo amplificaron utilizando los oligonucleótidos específicos VANS1-

NS21 en PCR directo, también lo usaron en PCR anidado, es decir realizaron una 

primera reacción con los oligonucleótidos universales SS38-NS21, seguidos por VANS1-

NS21, obteniendo en ambos casos una banda de aproximadamente 500pb. 

 

En 2001 Yamato identificó hongos micorrízicos en la raíz de Sciaphila tosaensis 

mediante PCR usando el cebador específico VANS1, en conjunción con los 

oligonucleótidos específicos VAGLO para Glomus, VAACAU para Acaulospora y 

VAGIGA para Gigaspora y Scutelospora. Obtuvo un producto de 190pb con los 

oligonucleótidos VANS1-VAGLO, mientras que en combinación con VAACAU y 

VAGIGA no hubo amplificación por lo que concluyó que solamente el género Glomus 

estaba colonizando la raíz. 

 

En 2005, Camargo y Esperón, evaluaron la distribución y abundancia de esporas de 

HMA en el Valle de Tehuacán-Cuicatlán contrastando la heterogeneidad espacial en 

islas de recursos formadas por especies de Mimosa vs áreas abiertas, así como la 

heterogeneidad estacional (temporada de lluvias vs temporada de sequía). 

Reportaron mayor número de espora durante la estación de lluvias y en el suelo de las 

islas de recursos formadas por Mimosa en relación con áreas abiertas. 
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OBJETIVO GENERAL 

Determinar la diversidad de Hongos Micorrizicos Arbusculares asociados con la rizósfera 

de P. laevigata y P. praecox, mediante la amplificación y secuenciación del 

fragmento que codifica la subunidad pequeña del rDNA. 

 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Calcular la densidad de los HMA presentes en las zonas de estudio. 

Determinar el porcentaje de colonización de los HMA en Prosopis laevigata y 

Parkinsonia praecox. 

Micorrizar plantas de Prosopis laevigata y Parkinsonia praecox en condiciones de 

invernadero. 

Micorrizar plantas trampa en condiciones de invernadero.  

Incrementar poblaciones de HMA del Valle de Zapotitlán Salinas, Puebla 

Amplificar fragmentos del genoma de los HMA para determinar su grupo taxonómico. 

 

 

HIPÓTESIS  

El consorcio de hongos micorrízicos arbusculares obtenido de la rizósfera de mezquite y 

palo verde en Zapotitlán Salinas Puebla coloniza eficientemente especies trampa al 

paso de 90 días, permitiendo la extracción y amplificación de fragmentos de su 

genoma de manera que utilizando la reacción en cadena de la polimerasa con los 

oligonucleótidos VANS1 y NS21 se amplifica un fragmento de 550 pares de bases, cuya 

secuencia permite determinar las especies que establecen la simbiosis.  
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DESARROLLO EXPERIMENTAL 

ÁREA DE ESTUDIO: 

El Valle de Tehuacán-Cuicatlán pertenece a la región xerofítica mexicana en el reino 

neotropical, una de las 17 provincias florísticas existentes en México (Figura 9) 

(Rzedowski, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se encuentra en la porción Sureste del Estado de Puebla y comprende una porción 

del norte del estado de Oaxaca hasta Cuicatlán. 

El clima varía de árido al subárido, la precipitación media anual es de 480mm con 

promedios mensuales que van de 2mm en enero a 119mm en septiembre. La 

temperatura media anual es de 18.6 grados. Incluye varios valles, entre los que 

destacan Coxcatlan, Cuicatlán, Tehuacán, Tepelmeme y Zapotitlán (Reyes et al.,  

2000); en este último es donde se llevó acabo el estudio.  

La comunidad de Zapotitlán Salinas, es la cabecera municipal de Zapotitlán en el 

estado de Puebla, se encuentra entre los 18°16’27.8’’-18°16’28’’ W y 97°32’52’’ 

97°32’53’’N (Figura 10). Presenta un clima seco con lluvias en verano, temperatura 

media anual de 21°C y una precipitación de 400-450 mm.  

Los suelos son someros, pedregosos y halomórficos, con diferentes estados de 

alcalinidad y salinidad. El tipo de vegetación es matorral espinoso,  conformado por 

comunidades vegetales como el mezquital, el matorral espinoso, la tetechera, el 

cardonal, el izotal, el chaparral, la selva baja caducifolia y la tetechera candelillar. 

Figura 9. Regiones florísticas de México, modificado de Rzedowski 2006. 
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Predominan las angiospermas con 161 familias, 863 géneros y 2521 especies, las 

familias más importantes son: Cactaceae, Asteraceae y Fabaceae, predominando los 

géneros Opuntia, Neobuxbaumia, Acacia, Mimosa, Viguera y Verbesina. Las 

principales actividades de la población son la agricultura de temporal, recolección de 

leña y de otros recursos, el trabajo como jornaleros y pastoreo de chivos. Presenta 

graves problemas de deforestación, migración y cambio de uso de suelo. (Dávila et 

al.,  2001; García & Tapia, 2007; Paredes, et al.,  2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Área de estudio, modificado de Montoya et al.,  2003 
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FASE DE CAMPO: 

La colecta fue realizada en el mes de Septiembre del 2009 durante la temporada de 

lluvias en dos zonas con diferente grado de perturbación dentro del Jardín Botánico 

Helia Bravo.  

La Zona A (Figura 11), presenta menos perturbación que la B (Figura 12), la cual 

demuestra erosión hídrica, eólica y menor cobertura vegetal.  

En ambas zonas se colectaron muestras de suelo rizosférico (entendido como el 

volumen de suelo influenciado inmediatamente por las raíces) de plantas juveniles de 

Prosopis laevigata y Parkinsonia praecox (Cuadro 6) de 0-20cm de profundidad, se 

tomaron de 3 a 4 repeticiones por muestra. Las muestras se depositaron en bolsas de 

polietileno y fueron almacenadas en hielo hasta su traslado al laboratorio donde se 

almacenaron a 4ªC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Zona dentro del Jardín Botánico Helia Bravo 

con menor grado de perturbación  (Zona A) 
Figura 12. Zona dentro del Jardín Botánico Helia 

Braco con mayor grado de perturbación (Zona B) 
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Zona No.  

Muestra 

Especie de donde se 

tomó la muestra 

Características 

Z
O

N
A

 A
 

1 Parkinsonia praecox Acompañado de la plántula de Prosopis 

laevigata de la muestra 2 

2 Prosopis laevigata Acompañada de la plántula de Parkinsonia 

praecox de la muestra 1 

3 Parkinsonia praecox Rodeada por Mammillaria sp. Opuntia sp., 

Mirtillocactus geometrizans y Castela tortuosa 

4 Prosopis laevigata Rodeada por Mamillaria sp., Parkinsonia 

praecox, Prosopis laevigata y cardones. 

5 Parkinsonia praecox Rodeada de Opuntia sp. 

6 Prosopis laevigata Rodeada de Mammillaria sp. y herbáceas 

Z
o

n
a

 B
 

7 Parkinsonia praecox Rodeada de Mammillaria sp. y Opuntia sp. 

8 Prosopis laevigata Sin vegetación alrededor 

9 Parkinsonia praecox Sin vegetación alrededor 

10 Prosopis laevigata Sin vegetación alrededor 

11 Parkinsonia praecox Sin vegetación alrededor 

Cuadro 6.Algunas características de los sitios donde se tomaron las muestras  

 



  

Moreno Santillán Diana Daniela 

 
 

Página 34 

FASE DE LABORATORIO: 

Incremento del consorcio de HMA mediante colonización de plantas trampa: 

Con el fin de incrementar el consorcio de HMA, así como evaluar el potencial 

micorrízico, se inocularon plantas trampa de Prosopis laevigata, Parkinsonia praecox, 

Sorghum bicolor y Lactuca sativa con muestras de suelo en vasos de unicel de 1lt de 

capacidad (Figura 13). Los protocolos de escarificación y desinfección de las semillas 

se muestran en el Anexo I.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Las  plantas trampa se sembraron en vasos utilizando como sustrato inerte arena de río 

esterilizada y 150 gramos del suelo tomado del campo, en cada muestra se sembraron 

semillas de Sorghum bicolor (sorgo), Lactuca sativa (lechuga), Prosopis laevigata y 

Parkinsonia praecox (estas últimas sólo cuando la muestra estaba asociada a esa 

especie) (Cuadro 7). El sustrato se mantuvo húmedo hasta la germinación de las 

semillas, una vez establecidas las plántulas se regaron con solución Long Ashton 

(Anexo II) cada 8 días y cada tercer día con agua potable. 

 Las macetas se mantuvieron en una cámara de crecimiento con condiciones 

controladas: 28°C, 8 horas de luz y 8 de obscuridad, por un período de 3 meses. Al 

cabo, se midió porcentaje de micorrización mediante la técnica de tinción con azul 

tripano propuesta por Phillips y Hayman (Anexo III), con el fin de observar si la 

micorrización se había establecido y proceder con la extracción de DNA. 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Composición del sustrato para la colonización de 

plantas trampa. 
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Zona 

colecta 

Muestra de suelo utilizadas 

como sustrato 

No. 

Vaso 

Planta trampa 

Z
o

n
a

 A
 

1  

Parkinsonia praecox 

1 Parkinsonia praecox 

2 Sorghum bicolor 

3 Lactuca sativa 

2  

Prosopis laevigata 

4 Prosopis laevigata 

5 Sorghum bicolor 

6 Lactuca sativa 

3  

Parkinsonia praecox 

7 Parkinsonia praecox 

8 Sorghum bicolor 

9 Lactuca sativa 

4  

Prosopis laevigata 

10 Prosopis laevigata 

11 Sorghum bicolor 

12 Lactuca sativa 

5  

Parkinsonia praecox 

13 Parkinsonia praecox 

14 Sorghum bicolor 

15 Lactuca sativa 

6 

 Prosopis laevigata 

16 Prosopis laevigata 

17 Sorghum bicolor 

18 Lactuca sativa 

Z
o

n
a

 B
 

7  

Parkinsonia praecox 

19 Parkinsonia praecox 

20 Sorghum bicolor 

21 Lactuca sativa 

8  

Prosopis laevigata 

22 Prosopis laevigata 

23 Sorghum bicolor 

24 Lactuca sativa 

9  

Parkinsonia praecox 

25 Parkinsonia praecox 

26 Sorghum bicolor 

27 Lactuca sativa 

10  

Prosopis laevigata 

28 Prosopis laevigata 

29 Sorghum bicolor 

30 Lactuca sativa 

11  

Parkinsonia praecox 

31 Parkinsonia praecox 

32 Sorghum bicolor 

33 Lactuca sativa 

Cuadro 7. Relación de plantas trampa utilizadas para incrementar el consorcio micorrízico. 
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Extracción y cuantificación de esporas de HMA 

El número de esporas por 100 gramos de suelo fue determinado tanto en las muestras 

colectadas en el campo, como en el sustrato de las plantas trampa.  Para esto se 

probaron dos técnicas, en primer lugar la extracción de esporas se realizó mediante el 

método de aislamiento por gradiente de sacarosa propuesto por Walker en 

1997(Anexo IV) seguido de tinción con fucsina ácida (Anexo V) para evaluar el 

número de esporas viables. Adicionalmente, la extracción y conteo de esporas se 

probó con una modificación a la técnica de gradiente de sacarosa (Anexo IV-A), de 

modo que solo se obtienen las esporas viables. El conteo se realizó con ayuda del 

microscopio estereoscópico. 

 

Cuantificación de fosfato libre en suelo 

Se determinó la cantidad de fosfato en el suelo, así como en el sustrato de las plantas 

trampa mediante la técnica de cuantificación de fosfato libre por el método 

modificado de Taussky y Shorr (Wharton & McCarty, 1972), esta técnica se muestra en 

el Anexo VI. La cuantificación de este compuesto en el sustrato fue importante dado 

que las especies trampa debieron mantenerse en una condición deficiente de fosfatos 

para favorecer el establecimiento de la simbiosis.  

 

Extracción y amplificación de DNA 

Comprobada la micorrización de las plantas trampa se procedió a extraer  el DNA a 

partir de 150 mg de raíz, para esto se utilizó el sistema de extracción ZR Plant/Seed DNA 

KitTM siguiendo el protocolo sugerido por el proveedor (Anexo VII), fue necesario el uso 

del  sistema de extracción, ya que las raíces de las plantas y el suelo contienen 

compuestos fenólicos, polisacáridos y proteínas que inhiben  la reacción de PCR, 

(Katsuharu et al.,  2000). Las muestras fueron mantenidas a -10°C para su posterior 

amplificación mediante PCR.  

La reacción de PCR se realizó en un volumen de 50μl (5μl de Buffer (10X Tris HCl pH 8.5 

(NH4)2 SO4,0.2% Tween 20, MgCl2 3.0 mM,;) 1 μl de dNTP10mM, 1 U DNAPolimerasa 

(Taq Platinum invitrogen), 1 μl 10 mM de cada iniciador (VANS1 y NS21). El programa 

de amplificación constó de 40 ciclos (Anexo VIII) en un termociclador Marca CTR 

Corbette. 

Los productos de PCR fueron separados  por electroforesis en  gel de agarosa al 1% 

(Anexo IX), el gel se tiñó con bromuro de etidio (15 μg/ml) y fue visualizado en un 
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transiluminador de UV, finalmente se fotografío en un transiluminador equipado con 

cámara digital.  

El producto de PCR fue purificado directamente del gel (Anexo X) utilizando el kit 

Concert Rapid PCRTM, y secuenciado en un equipo ABI Prism 3100  de 16 capilares en 

el laboratorio de Secuenciación de DNA de la UBIPRO  en la FES-Iztacala. 

Los electroferogramas fueron analizados con el programa Chromas lite 2.1 y las 

secuencias comparadas en el banco de datos del NCBI (National Center of 

Biotechnology Information) para un análisis inicial de similitud (BLAST).  

Con el fin de realizar un análisis filogenético, se realizó un alineamiento múltiple 

(Apéndice III), con las secuencias obtenidas en este trabajo más las secuencias 

homólogas de HMA depositadas en los banco de información genética (Glomus 

intraradices X58725, Glomus proliferum AF213462,  Glomus fasciculatum Y17640.2,  

Glomus vesiculiferum L20824.1, Glomus sinuosum AJ133706.1, Glomus etunicatum 

Y17639.2, Glomus claroideum AJ276080.2, Acaulospora koskei AF231762, Acaulospora 

laevis AF074347,  Scutellospora dipurpurenscens AF131027, Scutellospora gilmorei 

AJ276094.2, Scutellospora projecturata AJ242729.1, Scutellospora calospora FJ009671.1, 

Scutellospora castanea AF038590.1, Scutellospora gregaria AJ871274., Scutellospora 

weresubiae AJ306444.1, Scutellospora pellucida Z14012.1, Scutellospora spinosissima 

AJ306437.1, Scutellospora cerradensis AB041344.1, Scutellospora reticulata AJ871272.1, 

Scutellospora heterogama NG017177.1, Scutellospora dipapillosa Z14013.1, Gigaspora 

albida Z14009.1, Gigaspora rosea X58726.1, Gigaspora margarita X58726, Gigaspora 

gigantea EF014362.1, Pacispora scintillans AJ619953.1, Endogone pisiformis X58724, 

Ambispora fennica AM268196.1), mediante el programa de CLUSTALW (Thompson et 

al.,  1997). Los alineamientos múltiples fueron editados con el programa de SEAVIEW 4.0 

(Gouy et al.,  2010) con el fin de comparar solo el fragmento de interés. Se realizaron 10 

alineamientos, los cuales fueron evaluados en el programa GENE.doc (Nicholas, K. & 

Nicholas, H., 1997) por el método de suma de pares (Reinert et al., 2000)  con el fin de 

obtener el mejor alineamiento para realizar el análisis filogenético. 

Los gaps fueron utilizados como elementos informativos, para codificarlos como tales  

se utilizó el programa GapCoder (Young, N. & Healy, J., 2003). Finalmente se realizó el 

análisis filogenético por análisis de distancia  y parsimonia en PAUP* 4.0 (Swofford, D., 

2002).  

Con el fin de conocer el modelo más apropiado  para realizar el análisis de distancia, 

se utilizó el programa de Modeltest 3.6 (Posada, D., 2008). Los análisis filogenéticos con 

máxima parsimonia y distancia se realizaron con un Bootstrap de 1,000 réplicas. El árbol  

consenso, con soporte mínimo de 50%, fue editado mediante el programa Power Point 

de Office 2007. 
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RESULTADOS 

PORCENTAJE DE MICORRIZACIÓN: 

En todas las plantas trampa analizadas se estableció la simbiosis  al cabo de 90 días de 

establecidas las unidades experimentales. El cuadro 8 muestra los resultados de esta 

evaluación; el porcentaje total varía en un rango del 18% al 87%. En todas las plantas 

trampa se presenta colonización mediante vesículas y arbúsculos (Figura 14), siendo 

estos últimos los de mayor porcentaje.  

El porcentaje de colonización promedio por especie trampa se presenta en el Cuadro 

9 y la Figura 15. Las plantas de Prosopis laevigata mostraron el mayor porcentaje de 

colonización radical total con un 75%, en orden decreciente le siguen Parkinsonia 

praecox y Lactuca sativa con un 72% y por último Sorghum bicolor con un 62%. La 

colonización por arbúsculos fue abundante, al igual que en el porcentaje total, el 

mayor porcentaje corresponde a Prosopis laevigata con un 48%, seguido por Lactuca 

sativa, Parkinsonia praecox y Sorghum bicolor con un 41%, 38% y 34% respectivamente. 

Por último la colonización promedio de vesículas fue de un 45% para Prosopis 

laevigata, 40% para Parkinsonia praecox, seguido de Lactuca sativa con 36% y por 

Sorghum bicolor con un 33%. 

El análisis estadístico (ANOVA) sugiere las diferencias en el porcentaje de arbúsculos, 

vesículas y micorrización total entre especies trampa no son significativas.  
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Figura 14. A) Raíz no micorrizada teñida con azul tripano. B) Raíz de lechuga micorrizada teñida con azul 

tripano. C) Arbúsculo en raíz de mezquite. D) Arbúsculo en raíz de Sorgo.  E) Vesícula en raíz de palo verde. F) 

Vesícula en raíz de palo verde. 1000X 

A B 

C 

F E 

D 
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  Muestra  Arbúsculos  Vesículas Total 

ZONA A Muestra 1 1 Parkinsonia praecox 42 52 72 

2 Sorghum bicolor 40 37 67 

3 Lactuca sativa 47 56 87 

Muestra 2 4  Prosopis laevigata 54 40 72 

5 Sorghum bicolor 28 35 60 

6 Lactuca sativa 40 58 77 

Muestra 3 7 Parkinsonia praecox 33 50 77 

8 Sorghum bicolor 47 47 73 

9 Lactuca sativa 38 48 77 

Muestra 4 10 Prosopis laevigata 48 55 78 

11 Sorghum bicolor 7 12 18 

12 Lactuca sativa 37 30 68 

Muestra 5 13 Parkinsonia praecox 28 36 59 

14 Sorghum bicolor 42 40 33 

15 Lactuca sativa 53 25 72 

Muestra 6 16 Prosopis laevigata 65 48 83 

17 Sorghum bicolor 33 37 70 

18 Lactuca sativa 37 25 68 

ZONA B Muestra 7 19 Parkinsonia praecox 57 33 87 

2 Sorghum bicolor 32 25 87 

21 Lactuca sativa 38 18 62 

Muestra 8 22 Prosopis laevigata 25 47 73 

23 Sorghum bicolor 37 25 68 

24 Lactuca sativa 37 32 80 

Muestra 9 25 Parkinsonia praecox 38 32 70 

26 Sorghum bicolor 27 32 58 

27 Lactuca sativa 36 31 62 

Muestra 10 28 Prosopis laevigata 47 33 67 

29 Sorghum bicolor 42 43 83 

30 Lactuca sativa 50 40 80 

Muestra 11 31 Parkinsonia praecox 39 34 70 

32 Sorghum bicolor 41 37 64 

33 Lactuca sativa 37 28 59 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 8. Porcentaje arbúsculos, vesículas y micorrización total en las plantas 

trampa, al cabo de 90 días de colonización. 

Cuadro 9. Porcentaje de micorrización promedio de arbúsculos, vesículas  y micorrización total en las 

plantas trampa, al paso de 90 días de colonización. 

 Arbúsculos  Vesículas Micorrización total 

Prosopis laevigata 48 45 75 

Parkinsonia praecox 38 40 72 

Sorghum bicolor 34 33 62 

Lactuca sativa 41 36 72 
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Figura 15. Porcentaje de micorrización promedio de arbúsculos,  vesículas  y micorrización total en las plantas 

trampa, al paso de 90 días de colonización. 
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DENSIDAD y VIABILIDAD DE ESPORAS EN CAMPO 

Se obtuvo la densidad de esporas presentes en las muestras de suelo tomadas en el 

campo, utilizando la técnica de decantación para separar las esporas del suelo. 

Puede observarse que la abundancia de esporas es ligeramente superior en la rizósfera 

asociada a  P. praecox  y que esta especie presenta aproximadamente 25% más 

esporas en la zona perturbada.  

Se sabe que algunas esporas pueden carecer de viabilidad (Figura 16), así que se 

estandarizó el protocolo para distinguirlas  de las viables. Los resultados se incluyen en 

la Figura 17, en las muestras asociadas con Prosopis laevigata, se obtuvo una 

viabilidad del 53% en la zona A y 51% en la B (Figura 18), mientras que en suelo 

asociado a P. praecox se obtuvo un porcentaje de viabilidad del 48% en la zona A y 

64% en la zona B (Figura 19). Parece sugerir que P. praecox en condiciones 

perturbadas favorece el incremento de esporas en suelo aunque no existe una 

diferencia significativa entre ambas zonas. 
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Figura 16. Espora no viable (A) y espora viable (B) de acuerdo con la técnica de 

tinción  con Fuscina ácida. 400X 
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Figura 18. Esporas viables en la rizósfera de Prosopis 

laevigata en ambas zonas de estudio. 
Figura 19. Esporas viables en la rizósfera de 

Parkinsonia praecox  en ambas zonas de estudio. 

Figura 17. Esporas totales y viables  en 100gr de suelo de la rizósfera de Prosopis laevigata y 

Parkinsonia praecox. 

Prosopis laevigata Parkinsonia praecox 
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Alternativamente, se estandarizó el protocolo mediante el cual se aíslan 

exclusivamente las esporas con viabilidad de este modo se comprobó que el número 

arrojado por ambas estrategias es similar. De manera que en los ensayos posteriores 

solamente se utilizó esta segunda alternativa.  

Con la densidad promedio de esporas viables en las muestras de campo (Figura 20), se 

hizo un análisis estadístico  (análisis de varianza con la prueba de T; valor de 

significancia de =0.05 y con un nivel de confianza del 0.95) comparando la zona A y 

B, (224 y 203 esporas promedio en 100gr respectivamente), los resultados sugieren que 

no existe diferencia significativa en este respecto.  

En 100gr del suelo asociado a la rizósfera de Prosopis laevigata se encontraron 239 

esporas viables en promedio para la zona A y 130 esporas en la zona B; el análisis 

estadístico (análisis de varianza con la prueba de T; valor de significancia de =0.05 y 

con un nivel de confianza del 0.95) no arrojó diferencia significativa. En la rizósfera de 

Parkinsonia praecox, se obtuvo un promedio de 210 esporas viables en la zona A y  253 

esporas viables en la zona B (Figura 21), al igual que en el caso anterior el análisis 

estadístico no arrojó diferencia significativa entre los valores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Promedio de esporas viables presentes en 100gr de suelo, en la zona A 

y zona B, en Zapotitlán Salinas, Puebla. 
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Cada muestra colectada en campo fue utilizada para inocular plantas trampa e 

incrementar el consorcio. Los resultados muestran que el número promedio más alto 

de esporas viables corresponde a Prosopis laevigata, seguida de Lactuca sativa 

Parkinsonia praecox y Sorghum bicolor (en orden decreciente) (Figura 22). Mediante el 

análisis estadístico (ANOVA) se observó que no hubo diferencia significativa entre el 

número de esporas en cada especie (Apéndice II). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 22. Número promedio de esporas viables obtenidas en las plantas trampa. 

Figura 21. Número promedio de esporas viables en 100gr de suelo, en la zona A y zona B, 

para Prosopis laevigata y Parkinsonia praecox  en Zapotitlán Salinas, Puebla. 
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Como se indicó, las muestras de suelo fueron utilizadas para inocular especies trampa 

durante un periodo de 90 días, al cabo de ese tiempo se contaron las esporas viables. 

Cabe indicar que el número de esporas viables en las tres especies utilizadas fue similar 

por lo que en la Figura 23 se muestra el número promedio. El análisis estadístico 

(prueba de t en dos poblaciones pareadas) comparando del número de esporas en 

muestras de campo y las correspondiente a las especies trampa indica que no existe 

diferencias significativas. Sin embargo es importante resaltar que el análisis estadístico 

presentó una media negativa, sugiriendo que la utilización de plantas trampa 

incrementó el número de esporas viables aunque no significativamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Número de esporas viables en campo y en plantas trampa. 
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FOSFATO LIBRE EN SUELO: 

En el cuadro 10 se muestran las concentraciones de fosfato libre encontrado en el 

suelo de campo, la diferencia entre la concentración de fosfato en la zona A y la zona 

B no fue estadísticamente significativa (análisis de varianza con la prueba de T en dos 

poblaciones pareadas, valor de significancia =0.05 y nivel de confianza del 0.95) La 

concentración de fósforo es baja de acuerdo con Montaño en el 2000 quien reportó  

un suelo deficiente en fosfatos con concentraciones de 12.7 y 19.2 ppm. 

Adicionalmente, se muestra la concentración de ese compuesto en el sustrato tras el 

periodo durante el cual se mantuvieron las plantas trampa, como puede observarse el 

tratamiento favoreció que la concentración de ese compuesto disminuyera. La 

diferencia en este respecto fue significativa estadísticamente (análisis de varianza con 

la prueba de T en dos poblaciones pareadas, valor de significancia =0.05 y nivel de 

confianza del 0.95). Al disminuir la concentración de fosfato se pretendió favorecer el 

establecimiento de la simbiosis (Cuadro 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
P libre en 100gr de suelo,  

muestras de campo 

P libre en 100gr de suelo, 

muestras de suelo de 

plantas trampa 

Zona A 

7.5 ppm 4.72ppm 

11.8 ppm 4.3 ppm 

12.9 ppm 5.1 ppm 

14.1 ppm 5.1 ppm 

6.2 ppm 3.7 ppm 

14 ppm 5.1 ppm 

Zona B 13.1 ppm 3.7 ppm 

9.8 ppm 4.5 ppm 

11.3 ppm 3.6 ppm 

7.9 ppm 4.1 ppm 

12.4 ppm 3.8 ppm 

Cuadro 10. Fosfatos libres en 100gr de suelo, representados en ppm 
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EXTRACCIÓN Y AMPLIFICACIÓN DEL DNA DE HONGOS MICORRÍZICOS 

ARBUSCULARES: 

 

Se extrajo el DNA de las 33 especies trampa micorrizadas en laboratorio, en el Cuadro 

11 se muestra la relación entre el porcentaje de micorrización y la presencia de DNA  

(550 pb aproximadamente) producto del PCR realizado con los cebadores VANS1-

NS21. 

La separación por electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de la 

amplificación evidenció la presencia, en algunos casos, de dos fragmentos uno de 550 

y otro de más de 650 pb (Figura 24).  

El fragmento delimitado por los oligonucleótidos según Simon et al., 1991 tiene un 

tamaño de 550pb, por otro lado, el fragmento mayor sólo se obtuvo en algunos casos 

y en una concentración baja, por lo que solamente se purificó el fragmento de 550pb 

(Figura 25) y se procedió a su secuenciación.  
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Zona  

colecta 

Muestra de suelo Unidad Especie trampa Colonización  

% 

Producto 

de PCR de  

550pb 

Z
o

n
a

 A
 

Muestra 1  

Parkinsonia 

praecox 

1 Parkinsonia praecox 72 + 

2 Sorghum bicolor 67 + 

3 Lactuca sativa 87 + 

Muestra 2  

Prosopis laevigata 

4 Prosopis laevigata 72 + 

5 Sorghum bicolor 60 + 

6 Lactuca sativa 77 + 

Muestra 3  

Parkinsonia 

praecox 

7 Parkinsonia praecox 77 + 

8 Sorghum bicolor 73 + 

9 Lactuca sativa 77 + 

Muestra 4  

Prosopis laevigata 

10 Prosopis laevigata 78 + 

11 Sorghum bicolor 18 - 

12 Lactuca sativa 68 - 

Muestra 5  

Parkinsonia 

praecox 

13 Parkinsonia praecox 59 + 

14 Sorghum bicolor 33 + 

15 Lactuca sativa 72 + 

Muestra 6 

 Prosopis 

laevigata 

16 Prosopis laevigata 83 + 

17 Sorghum bicolor 70 - 

18 Lactuca sativa 68 + 

Z
o

n
a

 B
 

Muestra 7  

Parkinsonia 

praecox 

19 Parkinsonia praecox 87 - 

20 Sorghum bicolor 87 - 

21 Lactuca sativa 62 - 

Muestra 8  

Prosopis laevigata 

22 Prosopis laevigata 73 + 

23 Sorghum bicolor 68 + 

24 Lactuca sativa 80 + 

Muestra 9  

Parkinsonia 

praecox 

25 Parkinsonia praecox 70 + 

26 Sorghum bicolor 58 + 

27 Lactuca sativa 62 + 

Muestra 10  

Prosopis laevigata 

28 Prosopis laevigata 67 + 

29 Sorghum bicolor 83 - 

30 Lactuca sativa 80 - 

Muestra 11  

Parkinsonia 

praecox 

31 Parkinsonia praecox 70 + 

32 Sorghum bicolor 64 - 

33 Lactuca sativa 59 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 11. Relación entre la  colonización de la raíz en plantas trampa y presencia del 

amplicon esperado (550pb) 
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   MPM      C        1          2        3   

 
                          A 

650pb 

550pb 

    MPM    C         4         5        6         7          

 
B 

650pb 

550pb 

    MPM      8       9 

 
C 

650pb 

550pb 

   MPM     10        11       12      13        14       15 

 
D 

 

550pb 

   MPM     16      17        18       19       20       21 

 
E 

550pb 
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650pb 

550pb 

                                         

 

 

 

 

 

 
                                     MPM       28      29      30        31       32      33        

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

G 

                       G 
 

 

 

 

   MPM      22       23       24       25        26       27       

 
                                    F 

Figura24. Productos de PCR con oligonucleótidos VANS1-NS21 y DNA de raíces de 

plantas trampa. Para el caso del grupo control se utilzó el cebador 18S para planta. 

Los carriles C corresponden con el control de reacción (oligonucleótidos 18S), la 

numeración de los carriles coincide con el cuadro 11 
 

650pb 

550pb 
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Las secuencias obtenidas fueron comparadas con las depositadas en las bases de 

datos (BLAST Basic Local Alignment Search Tool), con el fin de buscar secuencias 

homólogas y tener una aproximación a su identidad taxonómica. Las secuencias que 

mostraron identidad significativa se muestran en el Cuadro 12. 

 

 

Muestra No. de acceso  NCBI Organismo  Identidad Porcentaje de 

 identidad 

1PpA Y17640.2 Glomus fasciculatum 508/521 97 

 AF213462 Glomus proliferum 514/521 98 

 Y17648.3 Glomus manihotis 515/521 98 

 L20824.1 Glomus vesiculiferum 517/521 99 

 GU140042.1 Glomus intraradices 518/521 99 

2SbA Identidad incierta    

     

3LsA GU140042.1 Glomus intraradices 518/523 99 

 L20824.1 Glomus vesiculiferum 517/523 98 

 AJ852597.1 Glomus clarum 516/523 98 

 Y17648.3 Glomus manihotis 515/523 98 

 Y17640.2 Glomus fasciculatum 510/523 97 

7PpA Identidad incierta    

16PlA GU140042.1 Glomus intraradices  399/437 91 

 AF213462.1 Glomus proliferum 395/437 90 

 U36590.1 Glomus manihotis 394/437 90 

 AJ852597.1 Glomus clarum 398/437 91 

 AJ249715.1 Glomus coremioides 352/437 80 

18LsA GU140042.1 Glomus intraradices  509/529 96 

Figura25. Producto de 550pb purificado de algunas de las plantas trampa, en los carriles 1-2 y 8-11 se observa 

una buena recuperación de material de DNA, en los carriles 3-7 se observa poca recuperación. 

MPM  1      2      3      4      5       6     7           MPM    1          2          3         4 

550pb 
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 L20824.1 Glomus vesiculiferum 508/529 96 

 Y17640.2 Glomus fasciculatum 503/529 95 

 AJ852597.1 Glomus clarum 505/529 95 

 Y17648.3 Glomus manihotis 506/529 95 

22PlB AJ852597.1 Glomus clarum 329/390 84 

 AJ249715.1 Glomus coremioides 282/390 72 

 Y17648.3 Glomus manihotis 326/390 83 

 GU140042.1 Glomus intraradices  326/390 83 

 L20824.1 Glomus vesiculiferum 326/390 83 

23SbB GU140042.1 Glomus intraradices  410/528 77 

 L20824.1 Glomus vesiculiferum 412/528 78 

 AJ852597.1 Glomus clarum 410/528 77 

 U36590.1 Glomus manihotis 408/528 77 

 Y17640.2 Glomus fasciculatum 482/528 91 

24LsB GU140042.1 Glomus intraradices 403/527 76 

 Y17640.2 Glomus fasciculatum 397/527 75 

 L20824.1 Glomus vesiculiferum 490/527 92 

 U36590.1 Glomus manihotis 482/527 91 

 AJ852597.1 Glomus clarum 489/527 92 

27LsB GU140042.1 Glomus intraradices 479/543 88 

 L20824.1 Glomus vesiculiferum 478/543 88 

 AJ852597.1 Glomus clarum 477/543 87 

 Y17640.2 Glomus fasciculatum 469/543 86 

 Y17648.3 Glomus manihotis 476/543 87 

28PlB GU140042.1 Glomus intraradices 491/528 92 

 L20824.1 Glomus vesiculiferum 490/528 92 

 Y17640.2 Glomus fasciculatum 482/528 91 

 AJ852597.1 Glomus clarum 489/528 92 

 AF213462.1 Glomus proliferum 483/528 91 

 

 

 

Producto de esta comparación se obtuvieron secuencias homólogas y sometidas a 

alineamiento múltiple, una vez alineadas se utilizaron para realizar un análisis 

filogenético utilizando el método de máxima parsimonia evolutiva (Figura 26) y el 

modelo Jukes & Cantor (Figura 27) de distancia genética. 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 12. Secuencias depositadas en el Genebank con identidad significativa con las secuencias 

de HMA obtenidas en este trabajo.  



  

Moreno Santillán Diana Daniela 

 
 

Página 54 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Árbol filogenético sin raíz obtenido  con el modelo de máxima parsimonia, utilizando 236  sitios parsimoniosos 

informativos del amplicon VANS1-NS21. Bootstrap de 1,000 los clados con apoyo menor al 50 fueron colapsadas.  

Familia 

Acaulosporaceae 

Familia 
Gigasporaceae 

Familia  

Glomaceae 
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Figura 19. Árbol filogenético sin raíz obtenido con modelo de distancia genética Jukes-Cantor  

usando    541bp del fragmento VANS1-NS21. bootsrap de 1,000 repeticiones, las ramas con apoyo 

menor al 50 fueron colapsadas. 
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Los  árboles filogenéticos presentan una estructura general similar. Se puede observar 

que en ambos árboles algunas especies del género Scutellospora agrupan con 

especies del género Gigaspora, mientras que otras especies de Scutellospora (S. 

projecturata, S. Spinossissima, S. dipurpurescens) se separan. Por otro lado, se puede 

observar que tanto en el árbol por parsimonia como en el árbol por distancia, el 

género Glomus se encuentra bien diferenciado con excepción de Glomus sinuosum, 

Glomus claroideum y Glomus etunicatum que se encuentran separados del grupo; la 

distancia entre géneros se muestra en el cuadro 13. 

Las secuencias obtenidas de un fragmento de 18S rDNA en este trabajo agrupan con 

las secuencias del género Glomus recuperadas de la base de datos, dicho grupo 

comprende las especies Glomus intraradices, Glomus fasciculatum, Glomus proliferum 

y  Glomus vesiculiferum; también se observa que las secuencias obtenidas no se 

agrupan con una especie en particular.  

En ambos árboles las secuencias 1PpA y 16 PlA, 23SbB, 24LsB, 7PpA y 22PlB forman 

grupos independientes. 

 

 

 Glomus Scutellospora Acaulospora Gigaspora Endogone Pascispora 

Glomus  0.18 0.19 0.18 0.19 0.18 

Scutellospora   0.02 0.01 0.02 0.01 

Acaulospora    0.02 0.03 0.03 

Gigaspora     0.02 0.08 

Endogone      0.03 

Pascispora       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 13. Distancia entre géneros por el modelo de Jukes-Cantor 
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DISCUSIÓN 

PORCENTAJE DE MICORRIZACIÓN: 

Algunos autores han sugerido que en experimentos como el presente, el tiempo 

necesario para inducir la micorrización no debe ser menor a seis semanas, han 

probado que al término de este periodo la simbiosis se manifiesta en tinciones de raíz 

(Zezé et al., en 1997), por lo tanto en este trabajo las plantas se mantuvieron 90 días a 

partir de la germinación de las semillas. Las esporas de HMA provenientes de Zapotitlán  

Salinas en ambas zonas de estudio, resultaron ser inóculos exitosos ya que mostraron un 

alto grado de colonización de raíces ( =70%) al paso de los 90 días. Este porcentaje de 

micorrización es alto en comparación con un estudio realizado por Monroy et al., en 

2007, quienes colonizaron plantas trampa de Prosopis laevigata y Acacia farnesiana 

con muestras provenientes del Valle de Actopan en Hidalgo  obteniendo colonización 

promedio de 50% al paso de 330 días de inoculación; con este porcentaje de 

inoculación obtuvieron un mayor porcentaje de sobrevivencia de plantas micorrizadas 

cuando fueron transplantadas al campo, con relación a las no micorrizadas. Este 

resultado y los porcentajes de micorrización obtenidos en este trabajo sugieren que el 

consorcio micorrízico de Zapotitlán Salinas, puede provocar una respuesta similar en el 

caso de la reintroducción de especies vegetales nativas de la zona. 

Para los objetivos del presente trabajo, la micorrización promedio (70%) tras 90 días de 

la germinación fue suficiente para obtener DNA de los HMA; Di Bonito et al, reportaron 

que micorrización menores al 30% no asegura extracciones y amplificaciones exitosas.  
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DENSIDAD DE ESPORAS: 

 

El promedio de esporas en la zona A es 375 y 435 para la B, este resultado coincide 

con el reportado por  Camargo & Esperón en 2005  quienes encontraron en promedio 

568 esporas en 100 gr de suelo (de 440 hasta 1330 esporas) en cuatro municipios del 

Valle de Tehuacán-Cuicatlán. El número promedio de esporas viables es 235 en la 

zona A y 192 en la B. Así la densidad de esporas viables es baja comparada con el 

encontrado por Montaño en el 2000, quien reportó un rango de 2915 a 4411 esporas 

en 100gr de suelo de la rizósfera de Prosopis laevigata en un ambiente semiárido en el 

Valle de Actopan. Un factor que puede determinar la diferencia entre nuestros 

resultados y los obtenidos por Montaño 2000, es que la cobertura vegetal de su zona 

de muestreo era más diversa y abundante, y se encontraba en una zona con bajo 

índice de perturbación.  

De acuerdo con diversos autores, la esporulación puede variar de acuerdo a la 

especie de HMA y de la planta hospedera, de acuerdo con los resultados obtenidos se 

puede sugerir que P. praecox en condiciones perturbadas favorece el incremento de 

esporas en suelo a pesar de que no se encontró una diferencia significativa entre el 

número de esporas en la rizósfera de Prosopis laevigata y Parkinsonia praecox, lo cual 

puede explicarse considerando que ambas plantas pertenecen a la superfamilia de 

las leguminosas, y su función ecofisiológica es similar. 

 

El promedio de esporas encontradas en la rizósfera Prosopis laevigata fue mayor en la 

zona A, aunque como ya se mencionó no hay diferencia significativa. Resultados 

similares  fueron encontrados por Reyes et al., en el 2000, quienes reportaron que  la 

cantidad de microorganismos (incluyendo a los HMA) disminuye en la zona 

erosionada; estos autores consideran que la disminución en la cantidad de 

microorganismos puede ser relacionada con la cantidad de materia orgánica, la baja 

fertilidad del suelo y cambios físicos y químicos. 

El número de esporas en el suelo asociado a Parkinsonia praecox, es mayor en la Zona 

B, aunque no existió diferencia significativa, esto puede ser debido a que la distancia 

entre ambas zonas no es una distancia considerable y que por tanto las condiciones 

biológicas químicas y físicas no variación  al grado para ejercer presiones de selección 

diferenciales que se manifiesten en la diversidad de los consorcios micorrízicos. 

 

Durante el periodo evaluado el número de esporas no se incrementó 

significativamente en las plantas inoculadas y mantenidas en el laboratorio. Para 

explicarlo vale considerar que las esporas son la forma latente de los HMA de manera 
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que su ausencia se puede deber a las condiciones que favorecieron la colonización 

pero no la esporulación en las plantas trampa. Así, a pesar del bajo número de esporas 

el porcentaje de micorrización fue alto. Esta hipótesis está apoyada en conclusiones 

de diversos autores quienes indican que el número de esporas en el suelo no se 

relaciona con la presencia de los hongos en las raíces (Clapp et al.,  1995; Katsuharu et 

al.,  2000; Martínez & Pugnaire, 2009; Redecker, 2000; Merryweather & Fitter, 1998). De 

esta manera, a pesar que no hubo aumento significativo en el número de esporas o 

incluso disminución (muestra 4 de Prosopis,  y 7, 9 y 11 de Parkinsonia praecox) no 

podemos concluir que el inóculo no sea eficiente, vale la pena contrastar este 

resultado con el reportado por Monroy et al., quien utilizó un inoculó obtenido de 

plantas de mezquite y huizache con una densidad de 1500 esporas en 100gr de suelo y 

al paso de 11 meses obtuvo un 50% de micorrización.  
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EXTRACCIÓN Y AMPLIFICACIÓN DEL DNA DE HONGOS MICORRÍZICOS 

ARBUSCULARES: 

 

Como se mencionó en los resultados, las amplificaciones con los oligonucleótidos 

VANS1 Y NS21 produjeron fragmentos de distintos tamaños, frecuentemente en los 

geles sobresalía por su intensidad un fragmento de 550 pb. Un fragmento de ese 

tamaño ha sido reportado por diversos autores (Simon et al, 1991; Simon et al, 1992; Di 

Bonito et al., 1995; Redecker, 2000; Katsuharo et al., 2000) cuando trabajaron con DNA 

de plantas micorrizadas en esos trabajos demostraron que esa secuencia pertenece a 

HMA, por lo que la presencia de esa banda en nuestras amplificaciones fue 

considerada como evidencia de DNA de HMA. En este trabajo, como se mencionó, se 

amplificaron fragmentos de tamaño mayor (entre 650 y 1000 pb), los cuales 

corresponden con productos no específicos, este resultado concuerda con los 

obtenidos en los trabajos de Di Bonito et al., y Simon et al.,  quienes reportaron que al 

amplificar por PCR  con los oligonucleótidos VANS1-NS21 usando DNA de raíz 

obtuvieron productos no específicos de mayor peso. En el trabajo de  Simon et al,  

obtuvieron una sola banda de 550pb al amplificar DNA extraído de esporas, por otro 

lado, al utilizar DNA de raíz de puerro micorrizado con inóculos monoespecíficos,  el 

producto obtenido consistío de al menos dos bandas: de 600pb y 550pb, a pesar de 

que no secuenciaron el fragmento mayor, mencionan que extrajeron DNA a otros 

microorganismos del suelo y obtuvieron bandas tenues de varios tamaños. El inóculo 

utilizado en este trabajo fue colectado en el campo, y muy seguramente contiene 

diversos microorganismos que componen la rizósfera y establecen asociaciones con 

las raíces así que las bandas tenues en el producto de PCR pueden provenir de esos 

microorganismos. 

Adicionalmente, la secuencia del oligonucleótido específico fue sometido a 

comparación con las secuencias de la base de datos (Blast), el resultado indica que la 

secuencia de ese oligo tiene secuencias probablemente homólogas en (identidad de 

100%) genomas de diversos organismos (bacterias, hongos, plantas y humanos 

inclusive). Por estas razones se omitió la secuenciación de los  fragmentos no 

específicos.  

Debido a la existencia de múltiples bandas en los productos de PCR se optó por 

purificar la banda de 550 pb a partir del gel de agarosa, para eso se utilizó un sistema 

de purificación basado en membranas de silica gel. A pesar que los proveedores 

prometen una eficiencia de recuperación mayor al 95%, en nuestros casos la 

recuperación disminuyó entre 10 y 20 veces. Es probable que esta disminución en la 
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concentración del producto provocara que no se obtuviese una secuenciación 

eficiente en todos los casos.  

Las secuencias obtenidas se compararon con las depositadas en las bases de datos 

del NCBI, los resultados (Cuadro 11) indican que la identidad de estas secuencias es 

mayor con las correspondientes a HMA del género Glomus exceptuando a las 

muestras 2SbA y 7PpA para las cuales no se encontró identidad significativa. Dado que 

la identidad de estas secuencias es semejante con varias especies del género, este 

resultado se consideró no determinante, por lo que se consideró necesario realizar un 

análisis informático utilizando modelos evolutivos con los cuales se considera no 

solamente el número de residuos idénticos sino también su naturaleza. 

 

En los dendogramas obtenidos con modelos de distancia y máxima parsimonia, se 

puede observar una agrupación por familias (Acaulosporaceae, Pascisporaceae, 

Gigasporaceae y Glomaceae). Ambos árboles agrupan al género Scutellospora con 

Gigaspora debido a que ambos géneros corresponden a la familia Gigasporacea y la 

divergencia genética en entre estos géneros sea baja.  

Se observa que las secuencias obtenidas en este trabajo no agrupan con secuencias 

de una sola especie de Glomus  si no que se incluyen en un grupo integrado por 

Glomus intraradices , Glomus fasciculatum, Glomus proliferum y Glomus vesiculiferum, 

de manera que este análisis nos permite confirmar que las secuencias corresponden 

con el género Glomus, aunque no establece su identidad específica.  

En los árboles filogenéticos elaborados con esta región del gen SSUrDNA, es notorio 

que tres especies del género Glomus (G. sinuosum, G. claroideum y G. etunicatum) se 

separan del grupo principal. Kramadibrata et al., trabajaron con un fragmento del gen 

SSU rDNA y realizaron un análisis filogenético mediante parsimonia y neighbour-joining 

reportando que Glomus etunicatum se separa de Glomus vesiculiferum y G. 

intradacices.  Estos resultados nos sugieren que el fragmento 18S de los HMA posee la 

suficiente información para establecer su naturaleza específica, no obstante, es 

necesario incrementar la información en la bases de datos acompañada de las 

evidencias utilizadas en su determinación taxonómica. 

 

En este trabajo se demostró que el fragmento de aproximadamente 550pb 

amplificado  con los oligonucleótidos VANS1 y NS21 corresponde con HMA, indican 

también que el género Glomus está en el suelo de Zapotitlán Salinas, y es quien 

establece la micorriza con las plantas trampa en el laboratorio. 

Beena et al., en el 2000, reportaron los géneros Acaulospora, Gigaspora, Sclerocystis y 

Glomus en zonas áridas, siendo este último el encontrado con mayor frecuencia; en 
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contraste Camargo y Esperón en 2005, determinaron la riqueza de especies de HMA 

en el suelo del Valle de Tehuacán-Cuicatlán, encontrando que Acaulospora y Glomus 

son los géneros dominantes. Monroy et al,  mencionan la posibilidad de que este 

género domine debido a que promueve el crecimiento y el establecimiento de las 

plantas hospederas, mientras que los géneros Gigaspora y Scutellospora se encargan 

de promover el desarrollo de la red hifal en ecosistemas maduros. Tomando en cuenta 

este supuesto, se podría explicar la presencia de Glomus en las raíces de las plantas 

trampa, ya que estas se inocularon desde la germinación y la simbiosis se estableció 

durante las primeras etapas del desarrollo de la planta, por lo que se favoreció la 

simbiosis con dicho género, es probable que al dejar pasar más tiempo de crecimiento 

de las plantas, se pueda encontrar el establecimiento de la simbiosis con otros HMA de 

acuerdo con las necesidades del hospedero. Martínez & Pugnaire, mencionan que se 

ha demostrado que las familias de HMA han evolucionado al grado de que sus 

funciones ecológicas son complementarias entre sí, ya que por ejemplo las Gigasporas 

son efectivas para incrementar la absorción del fosfóro por la planta, de la misma 

manera se ha demostrado que la productividad de una comunidad vegetal es mayor 

si interaccionan con más de una familia de HMA. 

 

Como ya se mencionó nuestros resultados no permitieron determinar la naturaleza 

específica de los  hongos que está establecieron la micorriza, así como saber si hay 

otro género de HMA estableciendo esta simbiosis en menor grado, por lo que se 

propone realizar en futuros trabajos una amplificación de un fragmento de DNA con el 

cebador específico para HMA VANS1, en conjunción con oligonucleótidos específicos 

para familias como VAGLO (Glomus), VAACAU (Acaulospora) y VAGIGA (Gigaspora y 

Scutellospora), de manera que se pueda ampliar la información obtenida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

Moreno Santillán Diana Daniela 

 
 

Página 63 

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, se puede concluir: 

 

 El tiempo necesario para inducir la micorrización es de 90 días en condiciones 

controladas. 

 Una micorrización promedio del 70%, es suficiente para obtener DNA 

proveniente de HMA. 

 El porcentaje de viabilidad de HMA en Zapotitlán Salinas es relativamente alto 

en ambas zonas de estudio. 

 El número de esporas viables encontradas durante la temporada de lluvias es 

bajo en comparación con los reportados por otros autores. 

 En zonas con mayor grado de perturbación se observa una disminución en 

cuanto a la densidad de esporas. 

 La comunidad de HMA provenientes de Zapotitlán Salinas es una comunidad 

con un gran potencial infectivo dado que un número bajo de esporas puede 

establecer la simbiosis de manera exitosa. 

 Los oligonucleótidos VANS-1NS21 amplifican una región de 550pb específica 

para HMA. 

 Las secuencias obtenidas en este trabajo, pertenecen al género Glomus, de 

acuerdo con los modelos evolutivos utilizados. 

 El género Glomus se encuentra en la rizósfera de Zapotitlán Salinas y es quien 

establece la simbiosis micorrízica con las plantas trampa. 

 

Este trabajo abona la propuesta del uso de herramientas moleculares en apoyo para 

la identificación taxonómica, ya que mediante estas se pudo establecer el género 

que coloniza a las plantas trampa.  

Sin embargo se abren muchos campos para la investigación, se propone que se 

determine si hay otros géneros de HMA colonizando la raíz o si solamente es el género 

Glomus el que se encuentra estableciendo la simbiosis. En caso de que el género 

Glomus sea el único que coloniza, tal vez se podría evaluar el impacto en el 

crecimiento y desarrollo de la planta en condiciones estresantes, lo cual es de suma 

importancia, ya que como diversos autores han propuesto, permitiría proyectos de 

conservación y restauración mediante la propagación de plantas originarias de 

Zapotitlán Salinas y promover su propagación en invernaderos de modo de promover 

el establecimiento de la simbiosis micorrízica con esporas de HMA provenientes de la 

zona ya que como en este estudio se demostró son cultivos con alto potencial 

infectivo además de que se ha reportado que hay mayor efecto si se utilizan como 
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inóculos esporas originarias de la zona de estudio que si se utilizan HMA aún de la 

misma especie pero de ecosistemas diferentes.  

Por otro lado valdría la pena investigar las respuestas fisiológicas de la planta a cada 

género de HMA, para poder realizar una evaluacin del éxito en la supervivencia en 

caso de la restauración vegetal. 
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ANEXOS 

ANEXO I  

ESCARIFICACIÓN Y DESINFECCIÓN DE SEMILLAS 

Materiales y Soluciones: 

 Vaso de precipitados  

 Ega-pack 

  H2SO4 concentrado 

 Hipoclorito 1:1 

 Hipoclorito 1:3 

 Agua destilada 

 

1. Colocar las semillas de Prosopis laevigata y Parkinsonia praecox durante 15 y 30 

minutos respectivamente. 

2. Neutralizar con bicarbonato, para posteriormente lavar en agua destilada. 

3. Para el caso de las semillas de Lactuca sp. y Sorghum sp. lavar en Hipoclorito 1:3 

durante 10 minutos para Lactuca sp. y en hipoclorito 1:1 durante 15 minutos para 

el caso de Sorghum sp. 

4. Lavar perfectamente en agua destilada. 

5. Todas las semillas se colocan en imbibición en agua durante toda la noche y 

perfectamente cerradas. 

6. Una vez en imbibición están listas para ser germinadas. 
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ANEXO II  

SOLUCIÓN MINERAL DE LONG ASHTON (6ppm de fósforo).  

KNO3 0.808gr 

Ca(NO3)24H2O 0.944gr 

NaH2PO4 4H2O 0.184gr 

MgSO4 7H2O 0.368gr 

MnSO4 4H2O 0.0022gr 

CuSO4 5H2O 0.00025gr 

ZnSO4 7H2O 0.00029gr 

H3BO3 0.00310gr 

NaCl 0.0059gr 

(NH4)Mo7O24 H2O 0.000088gr 

FeCl2 0.25gr  

Ácido cítrico 0.049  

Agua destilada 1000 ml 
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ANEXO III   

DETERMINACIÓN DE PORCENTAJE DE COLONIZACIÓN MICORRÍZICA VESÍCULO 

ARBUSCULAR EN RAÍCES (Phillips y Hayman 1970). 

 

Material y Soluciones: 

 

 Cápsulas esterilizables 

 Portaobjetos 

 Cubreobjetos 

 Microscopio óptico 

 KOH 10% 

 H2O2 10% 

 HCL 10% 

 Lactoglicerol (Apéndice I) 

 Azul tripano 0.05% en lactoglicerol 

 Esmalte  

 Agua destilada 

 

 

Procedimiento: 

1. Para la tinción de las raíces, colocar raíces libres en cápsulas esterilizables en un 

vaso de precipitados y agregar KOH al 10% hasta cubrirlas. 

2. Calentar durante 10 minutos a 10 libras de presión (Clareo). 

3. Retirar el KOH y enjuagarlas raíces con agua destilada. 

4. Agregar H2O2 al 10% hasta cubrirlas durante 3 minutos y enjuagar las raíces con 

agua destilada (Blanqueo). 

5. Cubrir las raíces con HCl al 10% durante 3 minutos, posteriormente se retira el ácido 

(Acidificación). 

6. Sin enjuagar, se cubren las cápsulas con azul tripano 0.05% en lactoglicerol y se 

calienta a 10 minutos a 10 libras de presión (Tinción). 

7. Eliminar el colorante y decolorar las raíces con lactoglicerol limpio (Decoloración). 

8. Colocar 20 segmentos de raíz de aproximadamente 1cm, de forma paralela en el 

portaobjetos. 

9. Adicionar gotas de lactoglicerol y sellar las laminillas con esmalte. 

10. Observar al microscopio a 100x. 

11. Si un segmento tiene hifas, vesículas y / o arbúsculos, independientemente de la 

intensidad de micorrización, se le da el valor de uno para la evaluación total y por 

estructuras. 

12. Determinar la colonización endomicorrízica mediante las siguientes fórmulas: 
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ANEXO IV  

EXTRACCIÓN DE ESPORAS POR GRADIENTE DE SACAROSA 

 

 Vaso de precipitados de 1000 ml. 

 Tamiz de 600μ de apertura. 

 Tamiz de 45μ de apertura. 

 Tubos para centrífuga 

 Centrifuga 

 Microscopio estereoscópico. 

 Sacarosa al 60% 

 Sacarosa al 20% 

 

1. Colectar 100 gr de suelo en un vaso de precipitados de 1000 ml y agregar agua 

de la red potable. 

2. Agitar manualmente durante 5 minutos y dejar decantar hasta que el material 

más denso este en el fondo. 

3. Pasar el sobrenadante por dos tamices, el primero de una apertura de 600 μ y el 

segundo de 45 μ. 

4. Se repite dos veces el paso 2 y 3. 

5. Recuperar el material obtenido en el segundo tamiz y pasarlo a un tubo de 

centrifuga de 40ml de capacidad. 

6. Agregar 10ml de sacarosa al 60% y posteriormente 10ml de sacarosa al 20%, esto 

se hace lento para no romper el gradiente. 

7. Centrifugar durante 3 minutos a 3,500 rpm y extraer las esporas que quedan 

flotando. 

8. Observar al microscopio estereoscópico y contar en caja Petri. 
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ANEXO IV-A  

EXTRACCIÓN DE ESPORAS POR GRADIENTE DE SACAROSA CON MODIFICACIONES POR 

CHIMAL SÁNCHEZ. 

 

Material y Soluciones 

 Vaso de precipitados de 1000 ml. 

 Tamiz de 600μ de apertura. 

 Tamiz de 45μ de apertura. 

 Licuadora?? 

 Tubos para centrífuga. 

 Centrifuga. 

 Cajas de petri. 

 Microscopio estereoscópico. 

 Sacarosa al 50%. 

 Hexametafosfato de sodio al 5%. 

 

Procedimiento 

1. Se toman 100gr de suelo, se colocan en un vaso de precipitados de 1000 ml con 

agua de la red potable y  Hexametafosfato de sodio al 5%. 

2. Mezclar durante 5 minutos en licuadora y dejar reposar durante 30 segundos. 

3. Filtrar el sobrenadante a través de los tamices de  600μ y 45μ. 

4. Repetir los pasos del 1 al 3, tres veces más. 

5. Recuperar la muestra de suelo en el tamiz de 45μ en tubos de plástico con agua 

de la red potable y centrifugar a 2000 rpm durante 5 minutos y eliminar el 

sobrenadante ya que aquí se eliminan las esporas no viables y la materia orgánica 

6. Agregar sacarosa al 50% a la pastilla contenida en el tubo y centrifugar a 1000rpm 

durante 3 minutos y pasar el sobrenadante por el tamiz de 45μ  y enjuagar con 

agua de la red potable para eliminar la sacarosa y recuperar las esporas de HMA 

viables. 

7. Vaciar el contenido del tamiz de 45μ en una caja de petri cuadriculada para su 

conteo y observación en el microscopio. 
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ANEXO V  

PROTOCOLO DE VIABILDAD DE ESPORAS POR TINCIÓN CON FUCSINA ÁCIDA 

(KOUGH ET AL.,  1987; MODIFICADA POR SCHAFFER Y PETERSON, 1993 Y 

BRUNDRETT ET AL.,  1994), EN COMBINACIÓN CON LA TÉCNICA DE VIABILIAD DE 

ESPORAS DE HMA (AN Y HENDRIX,1988) 

 

Material y soluciones: 

 Tubos de ensaye. 

 Cajas de Petri 

 Solución azul de tetrazolio (Apéndice I) 

 Solución salina-formol (Apéndice I) 

 Ácido fucsínico/láctico (Apéndice I) 

 

Procedimiento: 

1. Lavar las esporas con agua destilada. 

2. Incubar en tubos de ensaye a temperatura ambiente durante toda la noche a 

obscuridad en solución de azul de tetrazolio. 

3. Enjuagar 3 veces con agua destilada. 

4. Fijar las raíces en una solución salina-formol por una hora en obscuridad y lavar las 

esporas con agua destilada. 

5. Acidificar las esporas en HCl al 1% por 5 minutos. 

6. Tinción de contraste por una hora en tubos de ensaye a 75ªC en estufa con ácido 

fucsínico/ácido láctico. 

7. Observar las esporas en microscopio estereoscópico, las esporas teñidas son las 

esporas viables. 
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ANEXO VI 

 TÉCNICA ANALÍTICA PARA CUANTIFICACIÓN DE FOSFATO LIBRE POR EL MÉTODO 

MODIFICADO DE TAUSSKY Y SHORR 

 

Materiales y reactivos: 

 Tubos de ensaye. 

 Gradilla de tubos de ensaye. 

 Tubos ependorf. 

 Pipetas de 10 ml. 

 Pipetas de 5 ml. 

 Pipetas de 1 ml. 

 Vaso de precipitados 100 ml. 

 Probeta de 50 ml. 

 Cronómetro. 

 Balanza analítica. 

 Espectofotómetro de luz visible. 

 Cubeta de vidrio 3 ml. 

 TCA 0.5 N (Apéndice I) 

 Reactivo de color (Apéndice I) 

 KH2PO4 1mM.  

  

Procedimiento: 

1. Pesar 0.1gr de muestra de suelo y colocarlas en tubos ependorf etiquetados y 

agregar 1ml de TCA al 0.5 N a cada tubo. 

2. Agitar en vortex durante 3 minutos. 

3. Centrifugar a 10,000 rpm durante 3 minutos; recuperar el sobrenadante y 

colocarlo en tubos de ensaye para su posterior lectura en el espectofotómetro, 

aforar a 1ml con agua destilada si fuera necesario. 

4. Elaborar una curva patrón con KH2PO4 como sigue: 

 Blanco: 2ml de TCA. 

 0.1 ml KH2PO4+1.9 ml TCA 

 0.2 ml KH2PO4+1.8 ml TCA 

 0.3 ml KH2PO4+1.7 ml TCA 

 0.4 ml KH2PO4+1.6 ml TCA 

 0.5 ml KH2PO4+1.5 ml TCA 

5. Adicionar 1 ml de reactivo de color a todos los tubos desfasados por 30 segundos 

para incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente. 

6. Al paso de 10 minutos, leer la absorbancia a 600 nm. 

7. Graficar concentración contra U Abs para construir la curva patrón e interpolar 

las concentraciones de la muestra problema. Considerar el volumen empleado 

para la determinación y la cantidad de muestra para expresar la concentración 

final. 
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ANEXOVII  

PROTOCOLO DE EXTRACCIÓN ZR PLANT/SEED DNA KITTM 

 

1. Antes de empezar, se debe preparar la columna IV-HRC, se retira la base, y 

centrifugar a 8,000Xg, durante 3 minutos, esto con el fin de eliminar polisacáridos y 

polifenoles. 

2. Añadir 150mg de raíz y moler en mortero en 750μl de Buffer de lisis y agitar en 

vortex durante 1 minuto. 

3. Centrifugar a 10,000Xg durante un minuto y transferir el sobrenadante al tubo IV 

Spin Filtre y centrifugar a 7,000 rpm durante un minuto. 

4. Añadir 1,200μl de Plant/Seed DNA Binding Buffer al filtrado en el tubo colector y 

mezclar. 

5. Transferir 800μl de la mezcla a la columna IIC en un tubo de colección y 

centrifugar a 10,000Xg durante 1 minuto. 

6. Eliminar el eluido y repetir el paso anterior. 

7. Añadir 200μl DNA-Pre Wash Buffer al la columna IIC en un nuevo tubo de 

colección y centrifugar a 10,000Xg durante 1 minuto.   

8. Añadir 500μl Plant/Seed DNA wash buffer a la columna IIC y centrifugar a 10,000Xg 

durante 1 minuto. 

9. Transferir la columna IIC a un tubo de colección nuevo y añadir 100μl de DNA 

elution Buffer directamente sobre la columna y centrifugar a 10,000xg durante 30 

segundos. 

10. Transferir el eluido de DNA al tubo previamente preparado IV-HRC y centrifugar 

exactamente a 8,000xg durante un minuto. 
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ANEXO VIII   

 PROGRAMAS DEL TERMOCICLADOR  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 18S  VANS1-NS21 ITS1-ITS4 

Desnaturalización inicial 95ºC - 5 min. 95ºC - 5 min. 95ºC - 5 min. 

Desnaturalización 95ºC – 50 seg. 95ºC – 50 seg. 95ºC – 50 seg. 

Alineamiento 50ºC – 50 seg. 47ºC – 50 seg. 53ºC—50 seg. 

Amplificación 72ºC –1.30 min 72ºC –1.30 min 72ºC –1.30 min 

Extensión final 72ºC – 5 min 72ºC – 5 min 72ºC – 5 min 
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ANEXO IX 

GEL DE AGAROSA 1% 

 

Material y reactivos 

 Matraz Erlenmeyer 50ml 

 Probeta 50ml 

 Horno de microondas 

 Balanza analítica 

 Agua destilada 

 TBE 10X 

 Agarosa 

 Bromuro de etidio      

 

Procedimiento: 

1. Para preparar 20 ml de gel de agarosa, pesar 0.2gr de Agarosa y colocarla en un 

matraz Erlenmeyer. 

2. Agregar 18ml de agua destilada y 2ml de TBE 10X, para disolver la agarosa, 

calentar durante 20 segundos en el horno de microondas. 

3. Ya que se disolvió se deja enfriar sin que se solubilice y se agregan 3µl de bromuro 

de etidio. 

4. Mezclar y vaciar sobre una lámina de acrílico con un peine para que se formen los 

pozos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 Moreno Santillán Diana Daniela 

Dr. Piedra Ibarra Elías     
 

Página 81 

ANEXO X 

PURIFICACIÓN DE DNA A PARTIR DEL GEL DE ELECTROFORESIS 

 

Materiales y soluciones: 

 Tubos eppendorf 

 Bisturí 

 Papel aluminio 

 Lentes de acrílico 

 Vortex 

 Buffer QG 

 Wash Buffer 

 Columnas de fibra de vidrio

 

Procedimiento: 

1. Colocar el gel en el transiluminador sobre papel aluminio para evitar la 

degradación del DNA. 

2. Cortar el fragmento del gen donde aparece la banda y colocarlo en un tubo 

eppendorf estéril. 

3. Adicionar 3 volúmenes de Buffer QG y agitar en vortex hasta disolver el gel. 

4. Pasar el contenido a una membrana de fibra de vidrio y centrifugar a 6,000 rpm 

durante 1 minuto (repetir este paso 2 veces). 

5. Posteriormente adicionar 350µl de Wash buffer con etanol al 70% y centrifugar a 

6,000rpm durante 1 minuto (repetir este paso 2 veces). 

6. Secar la membrana dando un spin de 1 minuto a máxima potencia. 

7. Ya seca la membrana, adicionar 40µl de agua desionizada bidestilada estéril y 

pasar la columna a un tubo nuevo y dejar reposar durante 3 minutos. 

8. Bajar el DNA centrifugando a 13,000 rpm durante 4 minutos. 

9. Correr electroforesis. 
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APÉNDICES 

Apéndice I 

 

Ácido fucsínico/láctico: 

 85% Ácido láctico. 

 6.3% Glicerina. 

 6.3% Agua destilada. 

 0.01% Ácido fuscínico. 

 

Lactoglicerol: 

 Ácido láctico       500ml 

 Glicerol                 500ml 

 Agua destilada   500ml 

 

Solución azul de tetrazolio: 

 30% Agua destilada. 

 25% Buffer Tris 0.2M pH 7.4 

 25% Azul de tetrazolio.  

 10% MgCl2. 

 10% Ácido succínico. 

 

Solución salina-formol 

 Formaldehido 10%. 

 90% Agua destilada. 

 0.9% NaCl. 

 

REACTIVO DE COLOR: 

 Disolver 2gr de FeSO4 en 36ml de agua destilada. 

 Agregar 4ml de molibdato de amonio al 16% en H2SO4 10N 

 

TCA 0.5N: 

 8.17 gr de ácido tricloroacético. 

 Disolver en agua destilada y aforar a 100 ml. 
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Apéndice II 

ANÁLISIS DE VARIANZA 

     Origen de las 

variaciones 

Suma de 

cuadrados 

Grados de 

libertad 

Promedio de los 

cuadrados F Probabilidad 

Valor crítico 

para F 

Entre grupos 0.06853364 3 0.02284455 2.09637449 0.12243294 2.93402989 

Dentro de los 

grupos 0.31601788 29 0.01089717 

   

       Total 0.38455152 32         

 

Cuadro 13. ANOVA del porcentaje de arbúsculos en plantas trampa a los 90 días de 

colonización. 

 

Cuadro 14. ANOVA del porcentaje de vesículas en plantas trampa a los 90 días de colonización. 

 

 

ANÁLISIS DE VARIANZA 

     Origen de las 

variaciones 

Suma de 

cuadrados 

Grados de 

libertad 

Promedio de los 

cuadrados F Probabilidad 

Valor crítico 

para F 

Entre grupos 881.906061 3 293.968687 1.55238506 0.22217898 2.93402989 

Dentro de los 

grupos 5491.60909 29 189.365831 

   

       Total 6373.51515 32         

Cuadro 15. ANOVA del porcentaje de micorrización total en plantas trampa a los 90 días de 

colonización. 

 

 

ANÁLISIS DE VARIANZA 

     Origen de las 

variaciones 

Suma de 

cuadrados 

Grados de 

libertad 

Promedio de los 

cuadrados F Probabilidad 

Valor crítico 

para F 

Entre grupos 6547.63636 3 2182.54545 0.57102458 0.63859383 2.93402989 

Dentro de los 

grupos 110842.545 29 3822.15674 

   

       
Total 117390.182 32         

 

Cuadro 16. ANOVA del número de esporas viables en plantas trampa. 

 

ANÁLISIS DE VARIANZA 

     Origen de las 

variaciones 

Suma de 

cuadrados 

Grados de 

libertad 

Promedio de los 

cuadrados F Probabilidad 

Valor crítico 

para F 

Entre grupos 1350.54409 3 450.181365 2.92407969 0.05052436 2.93402989 

Dentro de los 

grupos 4464.74138 29 153.956599 

   

       Total 5815.28547 32         
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