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IDENTIFICACION DE HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES ASOCIADOS
A LA RIZOSFERA DE Prosopis laevigata (Humb. & Bonpl. Ex. Willd) Y
Parkinsonia praecox (Ruiz y Pavén), EN ZAPOTITLAN SALINAS PUEBLA,
MEDIANTE HERRAMIENTAS MOLECULARES

Moreno Santilldn Diana Daniela.

Tutor: Dr. Elias Piedra Ibarra
RESUMEN

El 49.2% del territorio Mexicano estd formado por zonas dridas, como Zapotitldn Salinas
ubicado en la reserva de la bidsfera del Valle de Tehuacdn-Cuicatlédn en Puebla y
Oaxaca que alberga entre el 10y 11.4% de la flora mexicana de la cual 815 especies
vegetales son ufilizadas por los pobladores. Enfre ellas Prosopis laevigata conocido
como mezquite y Parkinsonia praecox o palo verde, son apreciadas como material
para construccién, 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 micorrizicos arbusculares (HMA), los cuales incrementan, la
captacion de agua disponible y la captacién de nutrientes minerales. El objetivo de
este trabajo es determinar los HMA asociados con la rizésfera de Prosopis laevigata y
Parkinsonia praecox que establecen la relacidon simbidtica con dichas plantas,
mediante la amplificacién por PCR, y posterior secuenciacion, de un fragmento del
genoma de los HMA que codifica la subunidad pequena del RNAr utilizando los
oligonucledtidos especificos (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 safiva)
para inducir la simbiosis y extraer el DNA de la raiz para conocer que hongos se
encontraban micorrizando las raices. Al paso de 90 dias se obtuvo un porcentaje de
micorrizacion promedio del 70%. Una vez establecida la simbiosis, se extrajo el DNA de
las raices de las plantas, para realizar la amplificacién utilizando los oligonucledtidos
especificos. Los productos de la amplificacién se separaron por electroforesis en un
gel de Agarosa-TBE al 1%, se obtuvieron bandas de 550pb para las 4 plantas,
adicionalmente se obtuvo ofra banda de entre 650 a 1000pb. Se realizd la purificacion
del producto de PCR directamente del gel de agarosa para su posterior
secuenciacion y comparacion 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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INTRODUCCION
ZONAS ARIDAS:

Las zonas dridas cubren el 54.3% de la superficie terrestre, en ellas, la evaporacion
potencial es mayor que las precipitaciones anuales (inferiores a 250mm; entre 250 vy
450mm en las zonas semidridas) provocando un alto grado de sequedad, por lo que
las especies vegetales que las habitan poseen adaptaciones fisioldgicas y
morfoldgicas que les permiten crecer en condiciones poco favorables (Cervantes,
2002; Monroy et al.,, 2007; Walter, 1977).

En la RepuUblica Mexicana, 25 estados estdn conformados por zonas dridas. Los estados
con mayor proporcién de zonas daridas 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,
Michoacdn, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinalog,
Tamaulipas, Tlaxcala, Yucatdn y Zacatecas (Cervantes, 2002). Las zonas dridas en el
territorio Mexicano se dividen segin su grado de sequia: 0.2% corresponde a zonads
hiper dridas, 17.6% a zonas subhUmedas secas, 23.7% a zonas semidridas y 28.3% a
zonas dridas. Los ecosistemas dridos y semidridos en México poseen una elevada
diversidad, de alrededor de 6,000 especies, de las cuales 60% son endémicas; la
vegetacién caracteristica estd constituida por matorrales xerdfilos, pastizales y bosques
espinosos (Figura 1) (Monroy et al., 2007; Rzedowski, 2006).

El matorral xerdfilo es abundante en la peninsula de Baja California, se encuentra
desde Chihuahua hasta Jalisco, Guanajuato, Hidalgo y el Estado de México,

prolongdndose hacia el sur a fravés de Puebla y Oaxaca (Cervantes, 2002).

Diversidad de ecosistemas

196.7 millones de hectéreas

Todos los tipos de vegetacion
excepto | os extremos frios

B Ecsqee ropical perenrifolio
_ | Beeque tropical subcad difdio
I EcsqLe fropical caclicifdio
B EBxge esdrom

_ | Pastizd

B watord serdilo

B Ecsqe de corfferas

| Vegetaddnacuatica ysibaoltica

Figura 1. Tipos de vegetaciéon en la Republica Mexicana
(Rzedowski, 2006).
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La vegetacion en las zonas dridas protege al terreno de la erosidon, favorece la
infiltracién del agua en el suelo, protege las cuencas hidrolégicas y contribuye a
regular y modificar los microclimas. Predominan las formas de vida arbustiva, con
plantas bajas, lefosas y muy ramificadas desde la base. Dentro de las familias
predominantes se encuentran las leguminosas, que ademds de proporcionar sombra y
proteccién 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 dridas y semidridas de nuestro pais han presentado senales de perturbacién
relacionadas con actividades humanas como la ganaderia, agricultura, extraccién de
lena, incendios, sobreexplotacidén de algunas especies y el sobrepastoreo (Monroy,
2007; CONABIO, 2008).
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CARACTERISTICAS 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 raiz principal llega a medir hasta 50m de profundidad y
sus raices laterales se extienden hasta los 15 m de radio. El tfronco es lenoso, sus ramas
fiernas 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 pequenas de color amarillo, hermafroditas, con 5 sépalos, 5 pétalos y 10
estambres. Florece desde febrero-marzo hasta abril-mayo. La fructificacién 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 diseminacién es zodfila y endozoica, es decir se

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

Reino Plantae

Phyllum Spermatophyta
Clase Dicotiledoneae
Superfamilia Leguminosae
Familia Mimosaceae
Género Prosopis

Especie Prosopis laevigata

Cuadro 1. Clasificacion taxondmica de
Prosopis laevigata.

Figura 2. Ejemplar de Prosopis laevigata en el
Valle de Zapotitldn Salinas Puebla.

P. laevigata es abundante en el valle de Tehuacdn-Cuicatldn Puebla pero también se
localiza en el centro y sur de México, en los estados de Guerrero, Querétaro, Estado de
México, Michoacdn, Morelos, San Luis Potosi, Veracruz, Nuevo Ledn, Aguascalientes,
Durango, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Coahuila, Chiapas, Tamaulipas, Zacatecas y
Oaxaca (Arias et al., 2000).

Desde las épocas prehispdnicas, el mezquite ha sido utilizado como un recurso natural
por los habitantes de las zonas dridas; para los Chichimecas el mezquite era una

planta bdsica para su alimentacion, mientras que en la sierra de El Pinacate se han
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encontrado metates que datan del ano 1200 a. de C. utilizados para hacer harina de
mezquite. En la actualidad, al ser el Unico representante arborescente en zonas de
clima seco, es apreciado como material para obtener lefia, carbdn, goma, materiales
para construccion, juguetes etc. lo que ha favorecido su desaparicion en amplias
extensiones (Cervantes, 2002; Rzedowski, 2006). Por otro lado, las hojas y frutos del
Mezquite son utilizados para la alimentacién del ganado caprino o para animales
domeésticos para lo que incluso se colectan y se almacenan para usarse en épocas de
sequia. Como se menciond, ésta planta se usa como combustible debido a la
duracién de la lefa y a la cantidad de calor que producen.

En el valle de Tehuacdn-Cuicatldn, la lefa representa una fuente importante de
energia doméstica, ya que 36% de la poblacién la utiliza como Unico combustible, 44%
utiliza lena y gas y sdlo 20% utiliza gas Unicamente. En el mezquite crece el
cocopache, un insecto de importancia gastrondmica para los habitantes del Valle de
Tehuacan-Cuicatldn (Arias et al., 2000; Garcia & Tapia, 2007). Debido a lo anterior,
esta especie tiene importancia econdmica, por lo que los pobladores la venden o
intercambian en los mercados regionales (Paredes et al., 2007).

La importancia ecoldgica del mezquite se debe, entre otras cosas, a que controla la
erosiéon del suelo, proporciona alimento y refugio a la fauna silvestre, forma islas de

recursos y actua como indicador de profundidad del manto fredtico (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 floracién
ocurre durante los meses de marzo y septiembre, aungue en la regién de Zapotitdn se
ha reportado una sincronia en la floracidén durante los meses de febrero y marzo. Las
flores se encuentran dispuestas en racimos por nudo, tienen pétalos pdlidos o amarillos.
Las semillas son oblongas y comprimidas, de color pardo. Las pldntulas de Parkinsonia
praecox, tienen poca necesidad de agua y soportan temperaturas de hasta -5°C.

Se distribuye desde México hasta el sur de Pery y Ecuador (Rogers, 1983 citado en:
Rosas, 2006; Garcia & Tapia, 2007).
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Reino Plantae
Phyllum Spermatophyta
Clase Dicotiledoneae

Superfamiliac  Leguminosae

Familia Caesalpinaceae
Género Parkinsonia
Especie Parkinsonia
praecox
Figura 3. Ejemplar de Parkinsonia praecox Cuadro 2. Clasificacion taxondmica de
en el Valle de Zapotitldn Salinas, Puebla. Parkinsonia praecox.

Al igual que el mezquite, esta especie estd ampliamente distribuida en las regiones
dridas y semidridas de nuestro pais. En el Valle de Tehuacdn-Cuicatldn estd especie
tiene importancia ecolégica y econdmica, entre éstos sobresale el uso de troncos vy
ramas como lena principalmente en hornos de pan, ya que su combustién produce un
olor dulce; las hojas, flores y frutos se utilizan como forrgje; los exudados, como su
“goma”, se usan como pegamento y algunos remedios medicinales, sin embargo el
uso mds importante del manteco consiste en que es cultivado por los habitantes de la
regiéon debido a que durante los meses de junio y agosto crece en su tallo una larva de
mariposa llamada “cuchamd”, la cual es un platilo muy apreciado en el Valle de
Tehuacdn-Cuicatldn. Su importancia ecoldgica es elevada, ya que desempeia una
funcién en la modificacién de ambientes extremosos, formando islas de fertilidad,
creando condiciones adecuadas para ofros componentes del ecosistema, finalmente
esta especie es clave para la reforestacion y rehabilitacién de suelos degradados.
(Davila et al., 1993 citado en: Labrada, 2005; Arias, 2000; Rosas 2006).
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ADAPTACIONES VEGETALES PARA ENFRENTAR DEFICIENCIA DE AGUA

En los ecosistemas semidridos, las comunidades vegetales se ven sometidas a
situaciones de elevado estrés hidrico, 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
caracteristicas 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 sequia, capacidad para establecer micorrizas vy
asociaciones con ofros microorganismos formando islas de fertilidad o islas de recursos,
etc. (Allen, 2007; Perroni, 2007).
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MICORRIZAS:

Una micorriza (mycos=hongo, rhiza=raiz) es la relacién simbidtica mutualista entre un
hongo vy las raices de una planta. Esta asociacién se ha observado en el 90% de las
plantas superiores y sélo algunas familias son las excepciones como las Cruciferas,
Ciperdceas y Quenopodidceas (Guzmdn & Farias, 2005; Honrubia, 2009; Martinez &
Pugnaire, 2009). Debido a que los hongos micorrizicos son heterdtrofos, obtienen sus
nutrientes (carbono y azucares simples) del hospedero, asi la planta suministra entre el
4 y 20% del carbono procedente de la fotosintesis. Por su parte la planta también
obtiene beneficios del hongo, por ejemplo, incrementa su capacidad para captar el
fosforo del suelo; experimentalmente se ha probado que la concentracion de P en los
micelios, es aproximadamente 1,000 veces la encontrada en la rizésfera, de esta
manera, se ha estimado que las hifas externas proporcionan 80% del fésforo y 25% del
nitrdbgeno requerido por la planta. Adicionalmente, se ha mostrado que la interaccién
entre el hongo y la planta facilita a la raiz la absorcién de agua y actia como control
biolégico contra agentes patégenos al competir por las raices del huésped (Azcon,
2000; De la Rosa & Monroy , 2006; Herndndez, 2003; Honrubia, 2009).

La aparicién de las micorrizas (Glomeromycota) se remonta al Paleozoico junto con las
primeras plantas tferrestres, sugiriendo que la disponibilidad de nutrientes, agua,
minerales y materia orgdnica era inferior a la actual, por lo que la capacidad de las
plantas primitivas para establecer asociaciones micorrizicas fue esencial para la
colonizacién de aquellos paleoambientes. Los primeros registros fésiles de Glomales,
datan del Ordovicico (hace alrededor 500 millones de anios), sin embargo las primeras
evidencias de simbiosis provienen del Devdnico temprano ya que se encontraron
arbuUsculos con su tronco basal y ramificaciones bien conservadas en el interior de
células parenguimdticas de rizomas de Aglaeophyton major (Reyes, 2002; Honrubia,
2009).
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CLASIFICACION DE LOS HONGOS MICORRIZICOS:

La clasificacidon de los hongos micorrizicos fue realizada por primera vez por el
botdnico alemdn Frank B. en 1887 quién los dividié en dos grandes grupos: ectotroficos
y endotréficos. Sin embargo Harley y Smith propusieron una nueva clasificacion
(Cuadro 3) basada en las caracteristicas morfoldgicas de la infeccidn y en los taxones
de los simbiontes (Chung, 2005; Smith & Read 2008). Otros autores clasifican las
micorrizas dependiendo de las condiciones climdaticas y eddficas, por ejemplo los
hongos micorrizicos ericoides predominan en suelos hiUmicos de altas latitudes vy
altitudes, mientras que en el bosque de latitud media con acumulacién de hojarasca
predominan las ectomicorrizas y en suelos de bajas latitudes con altas tasas de
mineralizaciéon, presencia de herbdceas y plantas lefosas predominan los hongos

micorrizicos arbusculares (Martinez & Pugnaire, 2009).

Denominacion Denominacién Caracteristicas
cldsica actual
Ectotréficas Ectomicorrizas e Asociacion del 3 al 5% de las plantas.

Producen cuerpos fructiferos.
Basidiomycetes, Ascomycetesy
algunos Zygomycetes.

e Forman un verdadero manto de hifas

que recubre las raices

e El manto penetra en los espacios entre

las células corticales y desarrolla red de
Hartig
Endoftréficas Vesiculo- e Desarrollo mayoritario del hongo
Arbusculares dentro de la raiz.

e Hifas externas no formadoras de

manto.

e Micelio no septado, salvo en hifas

viejas.

e Hifas inter e infracelulares. Las
intercelulares no forman red de Hartig,
las infracelulares forman arbuUsculos y
vesiculas.

Rudimiento de manto.

Hifas inter e infracelulares.

No se forman vesiculas ni arbUsculos.

Forman manto.

Hifas intra e intercelulares, no forman

red de Hartig.

Forman manto y red de Hartig.

Haustorios intracelulares no

ramificados.

e Los micelios de los hongos pueden
formar ectomicorrizas con plantas
cercanas.

Orquideoides e La planta huésped tiene un periodo de
su ciclo de vida heterétrofo durante el
cual necssita ser infectada por un
hongo micorrizico para sobrevivir.

No forman manto nired de Hartig.
Sélo se presenta en la familia
Orguiddceas.

Ericoides

Arbutoides

Ectendotréficas Monotropoides

Cuadro 3. Clasificacion de Hongos Micorrizicos (Chung P., 2005)
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CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES
HMA):

La micorriza arbuscular es la mds abundante, se asocia con la mayoria de las plantas
terrestres especialmente con las que crecen en suelos dridos y semidridos, asi como en
suelos pobres en fésforo (Guzmdn & Farias, 2005).

Esta asociacion se ha reportado en mds de 200 familias de Briofitas, Pteridofitas,
Angiospermas y Gimnospermas; dentro de las cuales destacan las gramineas vy las
leguminosas (Guzmdn & Farias, 2005), incluso se ha considerado que los HMA podrian
representar el segundo componente mds grande en biomasa en muchos ecosistemas
terrestres. Como ya se menciond, los HMA al ser heterétrofos son simbiontes obligados
de las plantas y reciben entre 60 y 90% del carbono, pudiendo ser un suministro
importante del carbono de la comunidad (Azcén, 2000; Montano 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 clasificaciéon hecha en 1990

por Morton y Benny (Cuadro 4) (Guzmdn & Farias, 2005; Reyes, 2002)

Division: 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: Enfrophosphora (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. Clasificacion de los Hongos Micorrizicos Arbusculares (Guzmdn & Farias, 2005).
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Los HMA llevan ese nombre ya que colonizan intracelularmente la corteza de la raiz
por medio de estructuras llamadas arbuUsculos (Figura 4), los cuales se encargan del
intfercambio de nutrientes entre la célula vegetal y el hongo. Algunos géneros de
micorriza arbuscular también forman dentro de las células de la raiz estructuras
llamadas vesiculas (Figura 5) compuestas principalmente por lipidos, estas son
consideradas reservorios de nutrimentos para el hongo (Azcén, 2000; Aguilera et al.,
2008). El sistema micorrizico estd formado por un conjunto de hifas que se ramifican
dentro y fuera de la raiz. El micelio o hifas en el suelo forman una red que se
interconecta a las raices de otfras plantas y permiten mayor flujo de agua y nutrimentos
entre las raices de estas. Asi, los beneficios de los HMA no se restringen a incrementar el
tamano y produccidon de semillas a través de la incorporacion de P, sino que
contribuyen a dar estructura y estabilidad al suelo, reduciendo la erosidon y mejorando

la capacidad de retencidn del agua por el suelo (Montano et al., 2008).

Figura 4. ArbUsculo de HMA, tincidn por Figura 5. Vesicula de HMA, tincidn por
azul tripano, 1000X azul tripano, 1000X
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PROCESO DE LA COLONIZACION:

Como ya se menciond, los HMA son endomicorrizas que colonizan intfracelularmente a
las células corticales y epidérmicas de la raiz, sin llegar al sistema vascular ni a los
meristemos (Bago et al., 2000; Guzmdan & Farias, 2005). Se propagan a fravés 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 atraccion quimica a la superficie de la raiz mds proxima
y la penetra. La colonizaciéon también puede darse por trozos de micelio activo que se
ramifica para desarrollar la infeccidn (Aguilera et al.,, 2008; Bago et al., 2000; Sdnchez
et al, 2000).

La hifa se diferencia formando el apresorio a partir del cual se desarrollan
ramificaciones infectivas cortas, que penetran la raiz. Asi el hongo se infroduce
forzando el camino entre las células epidérmicas. En el interior de la raiz las
ramificaciones infectivas se diferencian formando los arbuUsculos y vesiculas. Los
arbusculos no atraviesan las membranas celulares de la planta, sino que la invaginan
formando una interface donde se da el infercambio entre el hongo y la planta.

En algunos géneros de HMA, las hifas intraradicales forman vesiculas intercelulares
(Figura 6) (Aguilera et al., 2008; Herndndez, 2003).

Hifa intraradical

Arbusculo

=g

Esporas viables /

Espora
germinada

Vesicula

-

| — l\-‘-

Células epidérmicas %

de laraiz

mmr

Células corticales

Figura 6. Representacion esquemdtica de la Colonizaciéon de HMA
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IDENTIFICACION DE HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES:

La identificacidon de HMA se realiza mediante la caracterizacion morfoldégica de las
esporas y el uso de claves taxondmicas. Sin embargo, por estos medios solo se puede
conocer la diversidad en el suelo, mds no las especies que estdn llevando a cabo la
simbiosis, ya que la colonizacién no estd necesariomente relacionada con la
esporulaciéon sino que depende de la especie del hongo, de la planta y de las
condiciones ambientales (Clapp et al., 1995; Katsuharu et al, 2000; Martinez &
Pugnaire, 2009; Redecker, 2000). Por ejemplo, Merryweather & Fitter en 1998 reportaron
gue a pesar de la ausencia de esporas de Glomus en suelo, amplificaron secuencias
del DNA a partir de raices de Hyacinthoides non-scripta pertenecientes a Glomus.

Al no haber esporas, la Unica forma de identificar los HMA es por medio de las
estructuras intraradicales. Mediante estos medios la identificacion puede llegar a nivel
de familia por lo que actualmente se ha recurrido a técnicas moleculares para
complementar los estudios de taxonomia tradicional, ya que las técnicas moleculares
pueden revelar el taxa de los hongos que colonizan la raiz, usando oligonucledtidos o
cebadores especificos en la reaccién 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, raiz colonizada o bien de una
muestra de suelo (Clapp ef al., 1995; Merryweather & Fitter, 1998; Katsuharu et al., 2000;
Martinez & Pugnaire, 2009; Redecker, 2000).

En estudios con el genoma de HMA se han utilizado genes ribosomales y
oligonucledtidos especificos para secuencias nucleares de SSU rDNA, aprovechando
gue evolucionan lentamente y son de utilidad para estudios filogenéticos (Reddy et al.,
20095)
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REGION SSU-rRNA:

Los ribosomas en eucariontes se componen de cuatro moléculas de rRNA organizadas
en una subunidad mayor (Large Subunit rRNA LSU) vy 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 ef al., 2005).

Ribosomas Subunidades
ensamblados

Subunidad
mayor

ash subunidad
/ pequena
. (SSU)

Figura 7. Estructura general de los ribosomas en eucariontes , modificado de Lodish et al.,
2005.

80S

Para los HMA, se utiliza la regién del genoma que codifica SSU rRNA con varias copias
arregladas en tdndem y variaciones en la secuencia que pueden proveer informacion
flogenética (Clapp et al., 1999). Para amplificar una porcién del gen nuclear que
codifica 185 rDNA de la SSU en HMA, Simon et al., 1991 disenaron un cebador
especifico (VANS1). Utilizando ese cebador con el cebador universal NS21 (Figura 8) se
puede amplificar un fragmento de 185 de HMA auln en presencia de DNA vegetal o

bien de otros microorganismos u hongos micorrizicos (Cuadro 5).

Figura 8. Diagrama de la locacion relativa de los oligonucledtidos del gen nuclear que codifica para SSU. La regién
morada representa el fragmento amplificad por VANS1-NS21.

VANS1:GTCTAGTATAATCGTTATACAGG

NS21: AATATACGCTATTGGAGCTGG (Simon et al., 1991).
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Angiospermas Allium porum

Alnus glutinosa

Arabidopsis thaliana

Quercus agrifolia
Gimnospermas Abies concolor

Pinus ponderosa
Zygomicetes Endogone pisiformis

Mycotypha africana
Phycomyces blakesleeanus
Syncephalastrum racemosum

+ 4+ o+ 4
I

Ascomycetes Cenococcum geophilum
Neurospora tetrasperma
Tuber melanosporum

Basidiomycetes Boletus satanas
Dacrymyces palmatus
Telephora americana
Russula laurocerasi

+ o+ + + + + o+
1

Cuadro 5. Especificidad de VANS1 versus oligonucledtidos universales para la amplificaciéon de una
porcidn del gen SSU de eucariontes.
Universal primer: NS1-NS2; SS38-NS21. Tomado de Simon et al., 1991
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ANTECEDENTES

Simon et al., en 1991 diseharon un cebador especifico para amplificar una region 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 Ultimo inocularon puerro con Glomus
vesiculiferum para extraer el DNA a partir de la raiz. Amplificaron el DNA por PCR
utilizando tres pares de oligonucledtidos, dos universales (NS1-NS2; SS38-NS21) vy el
cebador especifico VANST con el cebador universal NS21. El juego VANS1-NS21
amplifica una banda de aproximadamente 550pb solamente cuando se usa DNA de
Hongos Micorrizicos Arbusculares (Glomus intraradices, Gigaspora margarita y Glomus
vesiculiferum), mientras que con los oligonucledtidos universales se amplificd DNA en

tfodos 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 micorrizacion y las raices colonizadas fueron procesadas para extraer DNA y realizar
PCR utilizando los oligonucledtidos VANS1-NS21. Obtuvieron una banda de 550pb en
las plantas micorrizadas, sin embargo también encontraron productos no especificos
de mayor tamano, aun en las plantas control. El resultado fue consistente aun cuando

el DNA correspondia a raices con 21% de micorrizacion.

En 1999, Clapp et al., utilizaron el cebador VANS1, con un cebador especifico para la
familia Gigasporacea (VAGIGA) a partir de DNA de esporas aisladas de suelo en
campo y de raiz de Jacinto (Hyacinthoides nonscripta), obtuvieron secuencias
caracteristicas del género Scutellospora partiendo tanto de esporas como de raices.
Sin embargo, también obtuvieron secuencias mds relacionadas con el género Glomus
que con Scutellospora, a pesar de que las esporas fueron reconocidas
taxondmicamente en este género, por lo que concluyeron gque el polimorfismo en una
sola espora no solo estd restringido a la regidn 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
extraccion de DNA de éstos, en suelo vy raices de pasto. Utilizaron los oligonucledtidos
especificos VANS1-NS21 para amplificar una regién del gen SSU rDNA. Las secuencias
obtenidas corresponden a HMA, ya que obtuvieron una identidad del 5% con Glomus

intraradices
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En el 2000, Katsuharu et al., extrajeron DNA de raices de pasto silvestre chino
Miscanthus sinensis; lo amplificaron utilizando los oligonucledtidos especificos VANST-
NS21 en PCR directo, también lo usaron en PCR anidado, es decir realizaron una
primera reaccién con los oligonucledtidos universales SS38-NS21, seguidos por VANST-

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

En 2001 Yamato identificé hongos micorrizicos en la raiz de Sciaphila tosaensis
mediante PCR usando el cebador especifico VANS1, en conjuncién con los
oligonucledtidos especificos VAGLO para Glomus, VAACAU para Acaulospora vy
VAGIGA para Gigaspora y Scutelospora. Obtuvo un producto de 190pb con los
oligonucledtidos VANST-VAGLO, mientras que en combinacién con VAACAU vy
VAGIGA no hubo amplificaciéon por lo que concluyd que solamente el género Glomus

estaba colonizando la raiz.

En 2005, Camargo y Esperdn, evaluaron la distribucién y abundancia de esporas de
HMA en el Valle de Tehuacdn-Cuicatldn contrastando la heterogeneidad espacial en
islas de recursos formadas por especies de Mimosa vs dreas abiertas, asi como la
heterogeneidad estacional (temporada de lluvias vs temporada de sequia).
Reportaron mayor nUmero de espora durante la estacién de lluvias y en el suelo de las

islas de recursos formadas por Mimosa en relacién con dreas abiertas.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la diversidad de Hongos Micorrizicos Arbusculares asociados con la rizdsfera
de P. lgevigata y P. praecox, mediante la amplificacion y secuenciacién del

fragmento que codifica la subunidad pequena del IDNA.

OBJETIVOS PARTICULARES

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

Determinar el porcentaje de colonizacion de los HMA en Prosopis laevigata y
Parkinsonia praecox.

Micorrizar plantas de Prosopis laevigata y Parkinsonia praecox en condiciones de
invernadero.

Micorrizar plantas frampa en condiciones de invernadero.

Incrementar poblaciones de HMA del Valle de Zapotitldn Salinas, Puebla

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

HIPOTESIS

El consorcio de hongos micorrizicos arbusculares obtenido de la rizdsfera de mezquite y
palo verde en Zapotitldn Salinas Puebla coloniza eficientemente especies trampa al
paso de 90 dias, permitiendo la extraccion y amplificacién de fragmentos de su
genoma de manera que utilizando la reaccidén en cadena de la polimerasa con los
oligonucledtidos VANS1T 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

AREA DE ESTUDIO:

El Valle de Tehuacdn-Cuicatldn pertenece a la regién xerofitica mexicana en el reino
neotropical, una de las 17 provincias floristicas existentes en México (Figura 9)
(Rzedowski, 2006).

* 1.Califormia
2.la Guadalupe
% 3SierraMadre Occidental
[m— % 4.SierraMadre Oriental
% A\ &.Serranias Meridionales
é.Serranias Transistrmicas
* 7.Baja California
* 8.Planicie Costera del Noroeste
2.Alfiplanicie
% 10.Planicie Costera del Noreste
* 11.valle de Tehuacan-Cuicatian
* 12.Costa Pacifica
% 13.5slas Revillagigedo
14.Depresion del Balsas
K 1550conusco
16.Costa del Golfo de méxico
17.Peninsula de Yucatdn oo

Figura 9. Regiones floristicas de México, modificado de Rzedowski 2006.

Se encuentra en la porcién Sureste del Estado de Puebla y comprende una porcién
del norte del estado de Oaxaca hasta Cuicatlan.

El clima varia de drido al subdrido, la precipitacion 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, Cuicatldn, Tehuacdn, Tepelmeme y Zapotitldn (Reyes et al.,
2000); en este Ultimo es donde se llevd acabo el estudio.

La comunidad de Zapotitldn Salinas, es la cabecera municipal de Zapotitldn 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 precipitacidon de 400-450 mm.

Los suelos son someros, pedregosos y halomérficos, con diferentes estados de
alcalinidad vy salinidad. El tipo de vegetacion es matorral espinoso, conformado por
comunidades vegetales como el mezquital, el matorral espinoso, la ftetechera, el

cardonal, el izotal, el chaparral, la selva baja caducifolia y la tetechera candelillar.
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Predominan las angiospermas con 161 familias, 863 géneros y 2521 especies, las
familias mds importantes son: Cactaceae, Asteraceae y Fabaceae, predominando los
géneros Opuntia, Neobuxbaumia, Acacia, Mimosa, Viguera y Verbesina. Las
principales actividades de la poblacién son la agricultura de temporal, recoleccién de
lena y de ofros recursos, el trabajo como jornaleros y pastoreo de chivos. Presenta
graves problemas de deforestacion, migracidén y cambio de uso de suelo. (Ddavila et
al., 2001; Garcia & Tapia, 2007; Paredes, et al., 2007).

Figura 10. Area 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 perturbacion dentro del Jardin Botdnico
Helia Bravo.

La Zona A (Figura 11), presenta menos perturbacién que la B (Figura 12), la cuadl
demuestra erosion hidrica, edlica y menor cobertura vegetal.

En ambas zonas se colectaron muestras de suelo rizosférico (entendido como el
volumen de suelo influenciado inmediatamente por las raices) de plantas juveniles de
Prosopis laevigata y Parkinsonia praecox (Cuadro 6) de 0-20cm de profundidad, se
fomaron de 3 a 4 repeticiones por muestra. Las muestras se depositaron en bolsas de
polietileno y fueron almacenadas en hielo hasta su fraslado al laboratorio donde se

almacenaron a 4°C.

Figura 11. Zona dentro del Jardin Botdnico Helia Bravo Figura 12. Zona dentro del Jardin Botdnico Helia
con menor grado de perturbacion (Zona A) Braco con mayor grado de perturbacion (Zona B)
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Especie de donde se | Caracteristicas

tomo la muestra

Prosopis laevigata Acompanada de la pldntula de Parkinsonia

praecox de la muestra 1

Prosopis laevigata Rodeada por Mamillaria sp., Parkinsonia

praecox, Prosopis laevigata y cardones.

Prosopis laevigata Rodeada de Mammillaria sp. y herbdceas

Prosopis laevigata Sin vegetaciéon alrededor

Prosopis laevigata Sin vegetaciéon alrededor

Cuadro é.Algunas caracteristicas de los sitios donde se tomaron las muestras
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FASE DE LABORATORIO:

Incremento del consorcio de HMA mediante colonizacién de plantas trampa:

Con el fin de incrementar el consorcio de HMA, asi como evaluar el potencial
micorrizico, se inocularon plantas trampa de Prosopis laevigata, Parkinsonia praecox,
Sorghum bicolor y Lactuca sativa con muestras de suelo en vasos de unicel de 11t de
capacidad (Figura 13). Los protocolos de escarificacion y desinfeccidon de las semillas

se muestran en el Anexo |.

50 gr de arena
de rio estéril.

—
) 150 grde suelo

de Zapotitlan.

— 500 grde arena

de rio estéril.

Figura 13. Composicién del sustrato para la colonizacion de
plantas trampa.

Las plantas trampa se sembraron en vasos utilizando como sustrato inerte arena de rio
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 Ultimas sélo cuando la muestra estaba asociada a esa
especie) (Cuadro 7). El sustrato se mantuvo hiumedo hasta la germinacién de las
semillas, una vez establecidas las pldntulas se regaron con solucidn Long Ashton
(Anexo ll) cada 8 dias y cada tercer dia con agua potable.

Las macetas se mantuvieron en una cdmara de crecimiento con condiciones
controladas: 28°C, 8 horas de luz y 8 de obscuridad, por un periodo de 3 meses. Al
cabo, se midid porcentaje de micorrizacidén mediante la técnica de tincién con azul
fripano propuesta por Phillips y Hayman (Anexo lll), con el fin de observar si la

micorrizacion se habia establecido y proceder con la extraccién de DNA.
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Muestra de suelo utilizadas Planta frampa
colecta como sustrato Vaso

Parkinsonia praecox
Sorghum bicolor
Lactuca sativa
Prosopis laevigata
Sorghum bicolor
Lactuca sativa
Parkinsonia praecox
Sorghum bicolor
Lactuca sativa
Prosopis laevigata
Sorghum bicolor
Lactuca sativa
Parkinsonia praecox
Sorghum bicolor
Lactuca sativa
Prosopis laevigata
Sorghum bicolor
Lactuca sativa
Parkinsonia praecox
Sorghum bicolor
Lactuca sativa
Prosopis laevigata
Sorghum bicolor
Lactuca sativa
Parkinsonia praecox
Sorghum bicolor
Lactuca sativa
Prosopis laevigata
Sorghum bicolor
Lactuca sativa
Parkinsonia praecox
Sorghum bicolor
Lactuca sativa

Cuadro 7. Relacién de plantas trampa utilizadas para incrementar el consorcio micorrizico.
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Extraccion y cuantificacion de esporas de HMA

El nUmero 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 extraccién de esporas se realizd mediante el
método de aislamiento por gradiente de sacarosa propuesto por Walker en
1997(Anexo V) seguido de tincién con fucsina dcida (Anexo V) para evaluar el
nUmero de esporas viables. Adicionalmente, la extraccidn y conteo de esporas se
probd con una modificacion a la técnica de gradiente de sacarosa (Anexo IV-A), de
modo gue solo se obtienen las esporas viables. El conteo se realizé con ayuda del

microscopio estereoscopico.

Cuantificacion de fosfato libre en suelo

Se determiné la cantidad de fosfato en el suelo, asi como en el sustrato de las plantas
tframpa mediante la técnica de cuantificacidn de fosfato libre por el método
modificado de Taussky y Shorr (Wharton & McCarty, 1972), esta técnica se muestra en
el Anexo VI. La cuantificacidon de este compuesto en el sustrato fue importante dado
gue las especies trampa debieron mantenerse en una condicidon deficiente de fosfatos

para favorecer el establecimiento de la simbiosis.

Extraccion y amplificacion de DNA

Comprobada la micorrizacion de las plantas trampa se procedié a extraer el DNA a
partir de 150 mg de raiz, para esto se utilizd el sistema de extraccion ZR Plant/Seed DNA
Kit™ siguiendo el protocolo sugerido por el proveedor (Anexo V), fue necesario el uso
del sistemma de extraccion, ya que las raices de las plantas y el suelo contienen
compuestos fendlicos, polisacdridos y proteinas que inhiben la reaccidén de PCR,
(Katsuharu et al., 2000). Las muestras fueron mantenidas a -10°C para su posterior
amplificacién mediante PCR.

La reaccion de PCR se realizé en un volumen de 50ul (5ul de Buffer (10X Tris HCI pH 8.5
(NH4)2 SO4,0.2% Tween 20, MgClI2 3.0 mM,;) 1 ul de dNTP10mM, 1T U DNAPolimerasa
(Tag Platinum invitrogen), 1 pyl 10 mM de cada iniciador (VANST y NS21). El programa
de amplificacion constd de 40 ciclos (Anexo VII) 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 tind con bromuro de etidio (15 ug/ml) y fue visualizado en un
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fransiluminador de UV, finalmente se fotografio en un transiluminador equipado con
cdmara digital.

El producto de PCR fue purificado directamente del gel (Anexo X) utilizando el kit
Concert Rapid PCR™, y secuenciado en un equipo ABI Prism 3100 de 16 capilares en
el laboratorio de Secuenciacidon 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 (Natfional Center of
Biotechnology Information) para un andlisis inicial de similitud (BLAST).

Con el fin de realizar un andlisis flogenético, se realizd un alineamiento mdultiple
(Apéndice lll), con las secuencias obtenidas en este trabgjo mds las secuencias
homodlogas de HMA depositadas en los banco de informacién genética (Glomus
infraradices X58725, Glomus proliferum AF213462, Glomus fasciculatum Y17640.2,
Glomus vesiculiferum L120824.1, 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 AlJ242729.1, 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 NGO017177.1, Scutellospora dipapillosa Z714013.1, Gigaspora
albida 114009.1, Gigaspora rosea X58726.1, Gigaspora margarita X58726, Gigaspora
gigantea EF014362.1, Pacispora scinfillans AJé19953.1, Endogone pisiformis X58724,
Ambispora fennica AM268196.1), mediante el programa de CLUSTALW (Thompson et
al., 1997). Los alineamientos multiples 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 andlisis flogenético.

Los gaps fueron utilizados como elementos informativos, para codificarlos como tales
se utilizd el programa GapCoder (Young, N. & Healy, J., 2003). Finalmente se realizé el
andlisis flogenético por andlisis de distancia y parsimonia en PAUP* 4.0 (Swofford, D.,
2002).

Con el fin de conocer el modelo mds apropiado para realizar el andlisis de distancia,
se utilizé el programa de Modeltest 3.6 (Posada, D., 2008). Los andlisis filogenéticos con
mdxima parsimonia y distancia se realizaron con un Bootstrap de 1,000 réplicas. El arbol
consenso, con soporte minimo de 50%, fue editado mediante el programa Power Point
de Office 2007.
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RESULTADOS
PORCENTAJE DE MICORRIZACION:

En todas las plantas trampa analizadas se establecio la simbiosis al cabo de 90 dias de
establecidas las unidades experimentales. El cuadro 8 muestra los resultados de esta
evaluacion; el porcentaje total varia en un rango del 18% al 87%. En todas las plantas
frampa se presenta colonizacién mediante vesiculas y arbusculos (Figura 14), siendo
estos Ultimos los de mayor porcentaje.

El porcentaje de colonizacién promedio por especie tframpa se presenta en el Cuadro
9 vy la Figura 15. Las plantas de Prosopis laevigata mostraron el mayor porcentaje de
colonizacién radical total con un 75%, en orden decreciente le siguen Parkinsonia
praecox y Lactuca sativa con un 72% y por Ultimo Sorghum bicolor con un 62%. La
colonizacién por arbUsculos 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 Ultimo la colonizacién promedio de vesiculas fue de un 45% para Prosopis
laevigata, 40% para Parkinsonia praecox, seguido de Lactuca safiva con 36% y por
Sorghum bicolor con un 33%.

El andlisis estadistico (ANOVA) sugiere las diferencias en el porcentaje de arbusculos,

vesiculas y micorrizaciéon total entre especies trampa no son significativas.
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. ' X . “ lI y \
Figura 14. A) Raiz no micorrizada tefida con azul tripano. B) Raiz de lechuga micorrizada tefida con azul

fripano. C) ArbUsculo en raiz de mezquite. D) ArbUsculo en raiz de Sorgo. E) Vesicula en raiz de palo verde. F)
Vesicula en raiz de palo verde. 1000X
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L IMuesta | [ Arbisculos | Vesiculas | Total |
ZONA A ____-

Sorghum bicolor 40
____-
Prosopis laevigata 54
_ __-
Lactuca sativa

Muestra 2

Sorghum bicolor 47
_—__-
Muestra 4 Prosopis laevigata 48

Lactuca sativa

Sorghum bicolor 42
_—__-
Muestra 6 Prosopis laevigata 65

Lactuca sativa

Sorghum bicolor 32

22 Prosopis laevigata 25

_ __-
Lactuca sativa
_—__-

Muestra 8

Sorghum bicolor 27
_—__-
Muestra 10 Prosopis laevigata 47

Lactuca sativa

Sorghum bicolor 41

Cuadro 8. Porcentaje arbUsculos, vesiculas y micorrizacion total en las plantas
trampa, al cabo de 90 dias de colonizacién.

ArbUsculos Vesiculas Micorrizacion total
Prosopis laevigata 48 45 75
Parkinsonia praecox 38 40 72
Sorghum bicolor 34 33 62
Lactuca sativa 4] 36 72

Cuadro 9. Porcentaje de micorrizacién promedio de arbUsculos, vesiculas y micorrizaciéon total en las
plantas trampa, al paso de 90 dias de colonizacién.
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80% -

60% -

H Arbusculos

40% - M Vesiculas

Ld Micorrizacidn total
30% -

10% -

0% T T T T
Prosopis laevigata  Parkinsonia praecox Sorghum bicolor Lactuca sativa

Figura 15. Porcentaje de micorrizacion promedio de arbusculos, vesiculas y micorrizaciéon total en las plantas
frampa, al paso de 90 dias de colonizacién.
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DENSIDAD y VIABILIDAD DE ESPORAS EN CAMPO

Se obtuvo la densidad de esporas presentes en las muestras de suelo fomadas en el
campo, utilizando la técnica de decantacién para separar las esporas del suelo.
Puede observarse que la abundancia de esporas es ligeramente superior en la rizésfera
asociada a P. praecox Yy que esta especie presenta aproximadamente 25% mds
esporas en la zona perturbada.

Se sabe que algunas esporas pueden carecer de viabilidad (Figura 16), asi que se
estandarizd 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 Ay
64% en la zona B (Figura 19). Parece sugerir que P. praecox en condiciones
perturbadas favorece el incremento de esporas en suelo aungque no existe una

diferencia significativa entre ambas zonas.

Figura 16. Espora no viable (A) y espora viable (B) de acuerdo con la técnica de
tincidn con Fuscina Acida. 400X
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600 530

TOTALES VIABLES TOTALES VIABLES

M Prosopis laevigata M parkinsonia praecox

Figura 17. Esporas totales y viables en 100gr de suelo de la rizésfera de Prosopis laevigata y
Parkinsonia praecox.

Prosopis laevigata Parkinsonia praecox

HM70NAA HZONAB MZONAA LIZONAB
Figura 18. Esporas viables en la rizdsfera de Prosopis Figura 19. Esporas viables en la rizésfera de
laevigata en ambas zonas de estudio. Parkinsonia praecox en ambas zonas de estudio.

PAgina 43



Moreno Santilldn Diana Daniela

Alternativamente, se estandarizd el protocolo mediante el cual se aislan
exclusivamente las esporas con viabilidad de este modo se comprobd que el nUmero
arrojado por ambas estrategias es similar. De manera que en los ensayos posteriores
solamente se utilizd esta segunda alternativa.

Con la densidad promedio de esporas viables en las muestras de campo (Figura 20), se
hizo un andlisis estadistico (andlisis 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 Ay
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 rizésfera de Prosopis laevigata se encontraron 239
esporas viables en promedio para la zona A y 130 esporas en la zona B; el andlisis
estadistico (andlisis de varianza con la prueba de T; valor de significancia de =0.05y
con un nivel de confianza del 0.95) no arrojé diferencia significativa. En la rizdésfera de
Parkinsonia praecox, se obtuvo un promedio de 210 esporas viables en la zona Ay 253
esporas viables en la zona B (Figura 21), al igual que en el caso anterior el andlisis

estadistico no arrojé diferencia significativa entre los valores.

250

= = N

o Ul o

S o S
| | |

Promedic No. esporas 100gr
de suelo
i
o

ZONA A ZONA B

Figura 20. Promedio de esporas viables presentes en 100gr de suelo, en la zona A
y zona B, en Zapotitldn Salinas, Puebla.
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Promedio
Ne. esporas 100gr suelo

300

250

200

150

100

50

239

253

Prosopis laevigata

Parkinsonia praecox

M/ona A
L/ona B

Figura 21. NUmero promedio de esporas viables en 100gr de suelo, en la zona Ay zona B,
para Prosopis laevigata y Parkinsonia praecox en Zapotitidn Salinas, Puebla.

Cada muestra colectada en campo fue utilizada para inocular plantas trampa e

incrementar el consorcio. Los resultados muestran que el nimero promedio mds alto

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

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

andlisis estadistico (ANOVA) se observé que no hubo diferencia significativa entre el

numero de esporas en cada especie (Apéndice l).

250

200

150

100

50

No. de esporas 100grde suelo

T
L T
225 1
204
Prosopis Parkinsonia Sorghum
laevigata praecox bicolor

Lactuca safiva

Figura 22. NUmero promedio de esporas viables obtenidas en las plantas trampa.
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Como se indicé, las muestras de suelo fueron utilizadas para inocular especies trampa

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

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

por lo que en la Figura 23 se muestra el niUmero promedio. El andlisis estadistico

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

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

diferencias significativas. Sin embargo es importante resaltar que el andlisis estadistico

presentd una media negativa, sugiriendo que la utilizacién de plantas trampa

incrementd el nUmero de esporas viables aunque no significativamente.

Muestra 1

Muestra 2
Muestra 3
Muestra 4

ZONA A

Muestra 5

Muestra 6

Muestra 7

Muestra 8

Muestra 9

ZONA B

Muestra 10

Muestra 11

H CAMPO
i LABORATORIO

Figura 23. NUmero de esporas viables en campo y en plantas frampa.
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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 concentracién de fosfato en la zona Ay la zona
B no fue estadisticamente significativa (andlisis de varianza con la prueba de T en dos
poblaciones pareadas, valor de significancia =0.05 y nivel de confianza del 0.95) La
concentracién de fésforo es baja de acuerdo con Montano en el 2000 quien reportd
un suelo deficiente en fosfatos con concenfraciones de 127 y 19.2 ppm.
Adicionalmente, se muestra la concentracion de ese compuesto en el sustrato tras el
periodo durante el cual se mantuvieron las plantas frampa, como puede observarse el
tfratamiento favorecié que la concentracidn de ese compuesto disminuyera. La
diferencia en este respecto fue significativa estadisticamente (andlisis 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 concentracion de fosfato se pretendid favorecer el

establecimiento de la simbiosis (Cuadro 10).

P libre en 100gr de suelo,

P libre en 100gr de suelo,
muestras de suelo de
muestras de campo

plantas frampa

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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EXTRACCION Y AMPLIFICACION DEL DNA DE HONGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES:

Se extrajo el DNA de las 33 especies frampa micorrizadas en laboratorio, en el Cuadro
11 se muestra la relacion entre el porcentaje de micorrizacién y la presencia de DNA
(550 pb aproximadamente) producto del PCR realizado con los cebadores VANSI-
NS21.

La separacién por electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de la
amplificacién evidencid la presencia, en algunos casos, de dos fragmentos uno de 550
y otro de mds de 650 pb (Figura 24).

El fragmento delimitado por los oligonucledétidos segun Simon et al, 1991 tiene un
tamano de 550pb, por otro lado, el fragmento mayor sdlo se obtuvo en algunos casos
y en una concentracion baja, por lo que solamente se purificd el fragmento de 550pb

(Figura 25) y se procedid a su secuenciacion.
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Colonizacién Producto
de PCR de
550pb

Zona Muestra de suelo Unidad Especie trampa

colecta %

Muestra 1 1 Parkinsonia praecox 72 4
Parkinsonia 2 Sorghum bicolor 67 +
praecox
3 Lactuca sativa 87 s
Muestra 2 4 Prosopis laevigata 72 +
Prosopis laevigata 5 Sorghum bicolor 60 +
6 Lactuca sativa 77 +
Muestra 3 7  Parkinsonia praecox 77 +
Parkinsonia 8 Sorghum bicolor 73 +
~ praecox ;
) 9 Lactuca sativa 77 b
‘; Muestra 4 10 Prosopis laevigata 78 +
Prosopis laevigata 11 Sorghum bicolor 18 =
12 Lactuca sativa 68 -
Muestra 5 13  Parkinsonia praecox 59 +
Parkinsonia 14 Sorghum bicolor 33 +
praecox
15 Lactuca sativa 72 +
Muestra 6 16  Prosopis laevigata 83 +
Prosp pis 17 Sorghum bicolor 70 -
laevigata
18 Lactuca sativa 68 +
Muestra 7 19 Parkinsonia praecox 87 -
Parkinsonia 20  Sorghum bicolor 87 -
praecox
21 Lactuca sativa 62 -
Muestra 8 22 Prosopis laevigata 73 +
Prosopis laevigata 23 Sorghum bicolor 68 +
24 Lactuca sativa 80 +
- Muestra 9 25 Parkinsonia praecox 70 A
% Parkinsonia 26 Sorghum bicolor 58 +
praecox
I 27 Lactuca sativa 62 +
Muestra 10 28 Prosopis laevigata 67 +
Prosopis laevigata 29  Sorghum bicolor 83 -
30 Lactuca sativa 80 -
Muestra 11 31  Parkinsonia praecox 70 +
Parkinsonia 32 Sorghum bicolor 64 -
praecox -
33 Lactuca sativa 59 -

Cuadro 11. Relacion entfre la colonizacion de la raiz en plantas frampa y presencia del
amplicon esperado (550pb)
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MPM C 1 2 3 MPM  C 4 5 6 7

MPM 16 17 18 19 20 21

550pb
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G

Figura24. Productos de PCR con oligonucledétidos VANS1-NS21 y DNA de raices de
plantas trampa. Para el caso del grupo control se utilzd el cebador 18S para planta.
Los carriles C corresponden con el control de reaccién (oligonucledtidos 18S), la
numeracién de los carriles coincide con el cuadro 11
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Figura25. Producto de 550pb purificado de algunas de las plantas trampa, en los carriles 1-2y 8-11 se observa

Moreno Santilldn Diana Daniela

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

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

homologas y tener una aproximacién a su identidad taxondmica. 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
120824.1 Glomus vesiculiferum 517/521 99
GU140042.1 Glomus infraradices 518/521 99

2SbA Identidad incierta

3LsA GU140042.1 Glomus infraradices 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

16PIA GU140042.1 Glomus intfraradices 399/437 21
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 infraradices 509/529 96
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22PIB

23SbB

24LsB

27LsB

28PIB

L20824.1
Y17640.2
AJ852597.1
Y17648.3
AJ852597.1
AJ249715.1
Y17648.3
GU140042.1
120824.1
GU140042.1
L20824.1
AJ852597.1
U36590.1
Y17640.2
GU140042.1
Y17640.2
L20824.1
U36590.1
AJ852597.1
GU140042.1
L20824.1
AJ852597.1
Y17640.2
Y17648.3
GU140042.1
L20824.1
Y17640.2
AJB52597.1
AF213462.1

Glomus vesiculiferum
Glomus fasciculatum
Glomus clarum
Glomus manihotis
Glomus clarum
Glomus coremioides
Glomus manihotis
Glomus infraradices
Glomus vesiculiferum
Glomus infraradices
Glomus vesiculiferum
Glomus clarum
Glomus manihotis
Glomus fasciculatum
Glomus infraradices
Glomus fasciculatum
Glomus vesiculiferum
Glomus manihotis
Glomus clarum
Glomus infraradices
Glomus vesiculiferum
Glomus clarum
Glomus fasciculatum
Glomus manihotis
Glomus intraradices
Glomus vesiculiferum
Glomus fasciculatum
Glomus clarum

Glomus proliferum

508/529
503/529
505/529
506/529
329/390
282/390
326/390
326/390
326/390
410/528
412/528
410/528
408/528
482/528
403/527
397/527
490/527
482/527
489/527
479/543
478/543
4771543
469/543
476/543
491/528
490/528
482/528
489/528
483/528

26
95
95
25
84
72
83
83
83
77
78
77
77
21
76
75
92
21
92
88
88
87
86
87
92
92
21
92
21

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

de HMA obtenidas en este trabajo.

Producto de esta comparacion se obtuvieron secuencias homodlogas y sometidas a

alineamiento multiple, una vez dalineadas se utilizaron para realizar un andlisis

flogenético utilizando el método de mdxima parsimonia evolutiva (Figura 26) vy el

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

Familia

Acaulosporaceae

Episiformis

Afennica
Fseintillans
Sprojecturata

Sspinosissima

Sdipurpurescens,

Sgilmorei
Sweresubiae

Slospora
Scastanea
Sgregaria

Spell

Familia
Gigasporaceae

Figura 26. Arbol filogenético sin raiz obtenido con el modelo de méxima parsimonia, utilizando 236 sitios parsimoniosos
informativos del amplicon VANS1-NS21. Bootstrap de 1,000 los clados con apoyo menor al 50 fueron colapsadas.

10
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Sspinosissi
Sprojecturata

Sdipurpurescens

Figura 19. Arbol filogenético sin raiz obtenido con modelo de distancia genética Jukes-Cantor
usando 541bp del fragmento VANST-NS21. bootsrap de 1,000 repeticiones, las ramas con apoyo
menor al 50 fueron colapsadas.
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Los drboles filogenéticos presentan una estructura general similar. Se puede observar
que en ambos drboles algunas especies del género Scutellospora agrupan con
especies del género Gigaspora, mientras que ofras especies de Scutellospora (S.
projecturata, S. Spinossissima, S. dipurpurescens) se separan. Por otro lado, se puede
observar que tanto en el drbol por parsimonia como en el drbol por distancia, el
género Glomus se encuentra bien diferenciado con excepcidon 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 drboles las secuencias 1PpA y 16 PIA, 23SbB, 24LsB, 7PpA y 22PIB forman

grupos independientes.

Glomus Scutellospora  Acaulospora Endogone [eNeNelelge}
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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DISCUSION

PORCENTAJE DE MICORRIZACION:

Algunos autores han sugerido que en experimentos como el presente, el tiempo
necesario para inducir la micorrizacidbn no debe ser menor a seis semanas, han
probado que al término de este periodo la simbiosis s&e manifiesta en tinciones de raiz
(Zezé et al., en 1997), por lo tanto en este trabajo las plantas se mantuvieron 90 dias a
partir de la germinacion de las semillas. Las esporas de HMA provenientes de Zapotitldn
Salinas en ambas zonas de estudio, resultaron ser indculos exitosos ya que mostraron un
alto grado de colonizacién de raices (T=70%) al paso de los 90 dias. Este porcentaje de
micorrizacién es alto en comparaciéon con un estudio realizado por Monroy et al., en
2007, quienes colonizaron plantas frampa de Prosopis laevigata y Acacia farnesiana
con muestras provenientes del Valle de Actopan en Hidalgo obteniendo colonizaciéon
promedio de 50% al paso de 330 dias de inoculacién; con este porcentaje de
inoculacion obtuvieron un mayor porcentaje de sobrevivencia de plantas micorrizadas
cuando fueron transplantadas al campo, con relacién a las no micorrizadas. Este
resultado y los porcentajes de micorrizacién obtenidos en este trabajo sugieren que el
consorcio micorrizico de Zapotitldn Salinas, puede provocar una respuesta similar en el
caso de la reinfroduccién de especies vegetales nativas de la zona.

Para los objetivos del presente tfrabajo, la micorrizacién promedio (70%) tras 90 dias de
la germinacién fue suficiente para obtener DNA de los HMA; Di Bonito et al, reportaron

gue micorrizacidn 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 & Esperdn en 2005 quienes encontraron en promedio
568 esporas en 100 gr de suelo (de 440 hasta 1330 esporas) en cuatro municipios del
Valle de Tehuacdn-Cuicatldn. El nUmero promedio de esporas viables es 235 en la
zona Ay 192 en la B. Asi la densidad de esporas viables es baja comparada con el
encontrado por Montano en el 2000, quien reportd un rango de 2915 a 4411 esporas
en 100gr de suelo de la rizdsfera de Prosopis laevigata en un ambiente semidrido en el
Valle de Actopan. Un factor que puede determinar la diferencia entre nuestros
resultados y los obtenidos por Montano 2000, es que la cobertura vegetal de su zona
de muestreo era mds diversa y abundante, y se encontfraba en una zona con bajo
indice de perturbacién.

De acuerdo con diversos autores, la esporulacién 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 encontré una diferencia significativa entre el
numero de esporas en la rizdsfera de Prosopis laevigata y Parkinsonia praecox, lo cual
puede explicarse considerando que ambas plantas pertenecen a la superfamilia de

las leguminosas, y su funcién ecofisioldgica es similar.

El promedio de esporas encontradas en la rizdsfera Prosopis laevigata fue mayor en la
zona A, aungue como ya se mencioné no hay diferencia significativa. Resultados
similares fueron enconfrados por Reyes ef al., en el 2000, quienes reportaron que la
canfidad de microorganismos (incluyendo a los HMA) disminuye en la zona
erosionada; estos autores consideran que la disminucidn en la cantidad de
microorganismos puede ser relacionada con la cantidad de materia orgdnica, la baja
fertiidad del suelo y cambios fisicos y quimicos.

El nUmero de esporas en el suelo asociado a Parkinsonia praecox, s mayor en la Zona
B, aunque no existid diferencia significativa, esto puede ser debido a que la distancia
entre ambas zonas no es una distancia considerable y que por tanto las condiciones
biolégicas quimicas vy fisicas no variacion al grado para ejercer presiones de selecciéon

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

Durante el periodo evaluado el nimero de esporas no se incrementd
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 colonizacién
pero no la esporulacion en las plantas frampa. Asi, a pesar del bajo nUmero de esporas
el porcentaje de micorrizacién fue alto. Esta hipdtesis estd apoyada en conclusiones
de diversos autores quienes indican que el nimero de esporas en el suelo no se
relaciona con la presencia de los hongos en las raices (Clapp et al., 1995; Katsuharu et
al., 2000; Martinez & Pugnaire, 2009; Redecker, 2000; Merryweather & Fitter, 1998). De
esta manera, a pesar que no hubo aumento significativo en el niUmero de esporas o
incluso disminucion (muestra 4 de Prosopis, y 7, 9 y 11 de Parkinsonia praecox) no
podemos concluir que el indéculo no sea eficiente, vale la pena contrastar este
resultado con el reportado por Monroy et al., quien utilizd un inoculd 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 micorrizacion.
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EXTRACCION Y AMPLIFICACION DEL DNA DE HONGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES:

Como se menciond en los resultados, las amplificaciones con los oligonucledtidos
VANST Y NS21 produjeron fragmentos de distintos tamanos, frecuentemente en los
geles sobresalia por su intensidad un fragmento de 550 pb. Un fragmento de ese
tamano 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 frabajos 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 menciond, se
amplificaron fragmentos de tamano mayor (entre 650 y 1000 pb), los cuales
corresponden con productos no especificos, este resultado concuerda con los
obtenidos en los frabajos de Di Bonito ef al., y Simon et al., quienes reportaron que al
amplificar por PCR con los oligonucledtidos VANSI-NS21 usando DNA de raiz
obtuvieron productos no especificos de mayor peso. En el trabajo de Simon et al,
obtuvieron una sola banda de 550pb al amplificar DNA extraido de esporas, por otro
lado, al utilizar DNA de raiz de puerro micorrizado con indculos monoespecificos, el
producto obtenido consistio 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 tamanos. El indculo
utilizado en este frabajo fue colectado en el campo, y muy seguramente confiene
diversos microorganismos que componen la rizésfera y establecen asociaciones con
las raices asi que las bandas tenues en el producto de PCR pueden provenir de esos
microorganismos.

Adicionalmente, la secuencia del oligonucledtido especifico fue sometido a
comparacion con las secuencias de la base de datos (Blast), el resultado indica que la
secuencia de ese oligo tiene secuencias probablemente homdlogas en (identidad de
100%) genomas de diversos organismos (bacterias, hongos, plantas y humanos
inclusive). Por estas razones se omitié la secuenciacion de los fragmentos no
especificos.

Debido a la existencia de multiples bandas en los productos de PCR se optd por
purificar la banda de 550 pb a partir del gel de agarosa, para eso se utilizd un sistema
de purificaciéon basado en membranas de silica gel. A pesar que los proveedores
prometen una eficiencia de recuperacidn mayor al 95%, en nuestros casos la

recuperacion disminuyd entre 10 y 20 veces. Es probable que esta disminuciéon en la
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concentracién del producto provocara que no se obtuviese una secuenciacién
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 gque la idenfidad 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 encontrd identidad significativa. Dado que
la identidad de estas secuencias es semejante con varias especies del género, este
resultado se considerd no determinante, por lo que se considerd necesario realizar un
andlisis informdtico utilizando modelos evolutivos con los cuales se considera no

solaomente el nUmero de residuos idénticos sino tfambién su naturaleza.

En los dendogramas obtenidos con modelos de distancia y mdxima parsimonia, se
puede observar una agrupacién por familias (Acaulosporaceae, Pascisporaceae,
Gigasporaceae y Glomaceae). Ambos drboles agrupan al género Scutellospora con
Gigaspora debido a que ambos géneros corresponden a la familia Gigasporacea vy la
divergencia genética en enfre estos géneros sea baja.

Se observa que las secuencias obtenidas en este tfrabajo no agrupan con secuencias
de una sola especie de Glomus si no que se incluyen en un grupo integrado por
Glomus infraradices , Glomus fasciculatum, Glomus proliferum y Glomus vesiculiferum,
de manera que este andlisis nos permite confirmar que las secuencias corresponden
con el género Glomus, aungue no establece su identidad especifica.

En los drboles filogenéticos elaborados con esta regién 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 andlisis flogenético mediante parsimonia y neighbour-joining
reportfando que Glomus etunicatum se separa de Glomus vesiculiferum y G.
infradacices. Estos resultados nos sugieren que el fragmento 18S de los HMA posee la
suficiente informacion para establecer su naturaleza especifica, no obstante, es
necesario incrementar la informacién en la bases de datos acompanada de las

evidencias utilizadas en su determinacion taxondmica.

En este trabajo se demostrd que el fragmento de aproximadamente 550pb
amplificado con los oligonucledtidos VANST y NS21 corresponde con HMA, indican
también que el género Glomus estd en el suelo de Zapotitldn Salinas, y es quien
establece la micorriza con las plantas frampa en el laboratorio.

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

Glomus en zonas dridas, siendo este Ultimo el encontrado con mayor frecuencia; en
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contraste Camargo y Esperédn en 2005, determinaron la riqueza de especies de HMA
en el suelo del Valle de Tehuacdn-Cuicatldn, 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 podria explicar la presencia de Glomus en las raices de las plantas
frampa, ya que estas se inocularon desde la germinacién y la simbiosis se establecid
durante las primeras etapas del desarrollo de la planta, por lo que se favorecid la
simbiosis con dicho género, es probable que al dejar pasar mds tiempo de crecimiento
de las plantas, se pueda encontrar el establecimiento de la simbiosis con otros HMA de
acuerdo con las necesidades del hospedero. Martinez & Pugnaire, mencionan que se
ha demostrado que las familias de HMA han evolucionado al grado de que sus
funciones ecoldgicas son complementarias entre si, ya que por ejemplo las Gigasporas
son efectivas para incrementar la absorcion del fosféro por la planta, de la misma
manera se ha demostrado que la productividad de una comunidad vegetal es mayor

si inferaccionan con mds de una familia de HMA.

Como ya se menciond nuestros resultados no permitieron determinar la naturaleza
especifica de los hongos que estd establecieron la micorriza, asi como saber si hay
otro género de HMA estableciendo esta simbiosis en menor grado, por lo que se
propone realizar en futuros trabajos una amplificacion de un fragmento de DNA con el
cebador especifico para HMA VANST, en conjuncién con oligonucledtidos especificos
para familias como VAGLO (Glomus), VAACAU (Acaulospora) y VAGIGA (Gigaspora y

Scutellospora), de manera que se pueda ampliar la informacién obtenida.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

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

% El tiempo necesario para inducir la micorrizacion es de 90 dias en condiciones
controladas.

% Una micorrizacion promedio del 70%, es suficiente para obtener DNA
proveniente de HMA.

% El porcentaje de viabilidad de HMA en Zapotfitldn Salinas es relativamente alto
en ambas zonas de estudio.

% El nUmero de esporas viables encontradas durante la temporada de lluvias es
bajo en comparacion con los reportados por ofros autores.

% En zonas con mayor grado de perturbacién se observa una disminucion en
cuanto a la densidad de esporas.

% La comunidad de HMA provenientes de Zapotitldn Salinas es una comunidad
con un gran potencial infectivo dado que un nUmero bajo de esporas puede
establecer la simbiosis de manera exitosa.

% Los oligonucledtidos VANS-1NS21 amplifican una regién de 550pb especifica
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 rizésfera de Zapotitldn Salinas y es quien

establece la simbiosis micorrizica con las plantas trampa.

Este frabajo abona la propuesta del uso de herramientas moleculares en apoyo para
la identificacidon taxondmica, ya que mediante estas se pudo establecer el género
que coloniza a las plantas trampa.

Sin embargo se abren muchos campos para la investigacion, se propone que se
determine si hay otros géneros de HMA colonizando la raiz o si solamente es el género
Glomus el que se encuentra estableciendo la simbiosis. En caso de que el género
Glomus sea el Unico que coloniza, tal vez se podria 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, permitiria proyectos de
conservacién y restauracion mediante la propagacién de plantas originarias de
Zapotitldn Salinas y promover su propagacion en invernaderos de modo de promover
el establecimiento de la simbiosis micorrizica con esporas de HMA provenientes de la
zona ya que como en este estudio se demostrd son cultivos con alto potencial

infectivo ademds de que se ha reportado que hay mayor efecto si se utilizan como
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indculos esporas originarias de la zona de estudio que si se utilizan HMA adn de la
misma especie pero de ecosistemas diferentes.

Por otro lado valdria la pena investigar las respuestas fisioldgicas de la planta a cada
género de HMA, para poder realizar una evaluacin del éxito en la supervivencia en

caso de la restauracion vegetal.

Pagina 64



Moreno Santilldn Diana Daniela

REFERENCIAS

Aguilera, G.L.; Olalde, P.V.; Arriaga, M.R. & Contreras, R.A. (2008). “Micorrizas
arbusculares”. Ciencia Ergo Sum, Universidad Auténoma del Estado de México. 14(3)-
300-306.

Allen, M.F. (2007). “Mycorrhizal fungi: Highways for waterand nutrients in arid soils”.
Vadose Zone Journal 6:291-297.

Arias, A.; Valverde, M. & Reyes, J. (2000). “Las plantas de la regidén de Zapotitldn Salinas,
Puebla”. Instituto Nacional de Ecologia. ppé3.

Azcdn, R. (2000). “Papel de la simbiosis micorrizica y su interaccién con otros
microorganismos rizosféricos en el crecimiento vegetal y sustentabilidad agricola”.
CSIC. Granada, Espana.

Bago, B.; Azcédn, C.; Shachar, Y. & Pfeffer, P. (2000). “El micelio externo de la micorriza
arbuscular como puente simbidtico entre la raiz y su entorno”. Ecologia, Fisiologia y
Biotecnologia de la Micorriza Arbuscular. pp. 78-92.

Beena, K.R.; Ravirgja, A.B. & Sridhar, K.R. (2000). “Diversity of arbuscular mycorrhizal
fungi on the coastal sand dunes of west coast of India”. Current Science 79: 1459-1466.

Camargo, R. S. & Esperdn, R. M. (2005). "Effect of the spatial and seasonal soil
heterogeneity over arbuscular mycorrhizal fungal spore abundance in the semi-arid
Valley of Tehuacdn-Cuicatldn, México”. Rev. Biol. Trop. 53(3-4):339-52

Cervantes, R. (2002). "Plantas de importancia econdédmica en las zonas dridas vy
semidridas de México". México, D.F. Instituto de Geografia UNAM. 155 pp.

Chelius, M. K. & Triplett, E. W. (1999). Rapid detection of arbuscular mycorrhizae in roots
and soil of an intensively managed turfgrass system by PCR amplification of small
subunit rIDNA. Mycorrhiza 9:61-64.

Chung, P. (2005). "Hongos micorrizicos comestibles. Opcidn productiva aplicada a las
plantaciones forestales”. INFOR . 55p.

Clapp. J.P.; Fitter, AH. & Young, J.P. (1999). “Ribosomal small subunit sequence
variation within spores of an arbuscular mycorrhizal fungus, Scutellospora sp.” Molecular
Ecology 8:915-921.

Clapp, J.P.; Young, J.P.; Merryweather, JW. & Fitter, A.H. (1995). “Diversity of fungal

symbionts in arbuscular mycorrhizas from a natural community”. New Phytologist
130:259-265.

PAgina 65



Moreno Santilldn Diana Daniela
Dr. Piedra Ibarra Elias

CONABIO.(2008)."<http://www.conabio.gob.mx/institucion/cooperacion_internacional
/doctos/dbt_mexico.html>.

Ddavila, P.; Arizmendi, M.; Valiente, A.; Villasenor, L.; Casas, A. & Lira, R. (2001).
“Biological Diversity in the Tehuacdn-Cuicatldn Valley, México"”. Biodiversity and
Conservation. 11:421-422.

De la Rosa, J. & Monroy, A. (2006). “Mosaicos de vegetaciéon para la restauracion
ecolégica en una zona semidrida”. Revista Especializada en Ciencias Quimico-
Bioldgicas, 9(2):96-100.

Di Bonito, R.; Elliott, M.L. & Des Jardin, E.A. (1995). “Detection of an Arbuscular
Mycorrhizal Fungus in roots of different plant species with the PCR"”. Applied and
Enviromental Microbiology 61(7):2809-2810.

Garcia, M. M. & Tapia, M. M. (2007). “Aspectos demogrdficos de Prosopis laevigata y
Parkinsonia praecox, especies utilizadas como lefia en Colonia San Martin, Zapotitldn
Salinas, Puebla”. Tesis de Licenciatura. Facultad de Estudios Superiores Iztacala. pp.83

Gouy, M.; Guindon, S. & Gascuel, O. (2010). “SeawView versidn 4: a multiplatform
graphical user interface for sequence alignment and phylogenetic tree building”.
Molecular Biology and Evolution 27(2):221-224.

Guzmdn, G.S. & Farias, L.J. (2005). “Biologia y regulacion molecular de la micorriza
arbuscular”. Avances en investigaciéon agropecuaria 9(2): 17-31.

Herndndez, L.; Castillo, S. & Guadarrama, P. (2003). “Hongos Micorrizégenos
arbusculares del Pedregal de San Angel”. Facultad de Ciencias UNAM. pp13-28.

Honrubia, M. (2009). “Las micorrizas: una relacion planta-hongo que dura mds de 400
millones de anos”. Anales del Jardin Botdnico de Madrid. Vol. 66S1. pp 133-144.

Katsuharu, S.; Aya N. & Kazuo S. (2000). “DNA Extraction from Arbuscular Mycorrhizal
roots of Miscanthus sinensis Anderss. Collected in the Native Grassland”. Grassland
Science 46 (2):182-184.

Kramadibrata, K.; Walker, C.; Schwarzott, D. & Schibler A. (2000). “A new species of
Scutellospora with a colied germination Shield”. Annals of Botany 86: 21-27.

Labrada, A. G. (2005). “Propagacién in vifro de Parkinsonia praecox (Ruiz & Pavdn)
Hawkins (Caesalpiniaceae) del Valle de Zapotitldn Salinas, Puebla™.
Tesis de licenciatura. Universidad Nacional Auténoma de México. 55pp.

Lodish, H.; Berk A.; Matsudaira, P.; Kaiser, C.; Krieger, M.; Scott, M.; Zipursky, S. & Darnell,

J. 2006. "Biologia Celular y Molecular” 5%d. Buenos Aires, Argentina. Editorial Médica
Panamericana. 973 p.

Pagina 66



Moreno Santilldn Diana Daniela
Dr. Piedra Ibarra Elias

Martinez, L.B. & Pugnaire, F.l. (2009). “Interacciones entre las comunidades de hongos
formadores de micorrizas arbusculares y de plantas. Algunos ejemplos en los
ecosistemas semidridos”. Ecosistemas 18(2): 44-54.

Merryweather, J. & Fitter, A. (1998). “The arbuscular mycorrhizal fungi of Hyacinthoides
non-scripta”. New Phytol. 138:177-129.

Monroy, A.A.; Estevez, T.J.; Garcia, S.R. & Rios, G.R. (2007). “Establecimiento de plantas
mediante el uso de micorrizas y de islas de recursos en un matorral xerdfilo
deteriorado”. Bol. Soc. Méx. 80:49-57.

Montano, A.N. (2000)."Potencialidad de los Hongos Micorrizégenos Arbusculares de las
islas de fertilidad de Mezquite (Prosopis laevigata) de dos agostaderos semidridos del
valle de Actopan, México Central. Un enfoque ecoldégico para recuperar la
vegetacién”. Tesis de licenciatura. Facultad de Estudios Superiores Zaragoza. UNAM.

159pp.

Montano, A.N.; Camargo, R.S.; Garcia, S.R. & Monroy, A.A. (2008). “Micorrizas
arbusculares en ecosistemas dridos y semidridos”. Mundi-Prensa SA de CV, Instituto
Nacional de Ecologia-SEMARNAT, UAM-Iztapalapa, FES-Zaragoza-UNAM. Mexico,
Distrito Federal.

Montoya, A. R.; Padilla, R. J. & Standford C. S. (2003). “Valoracién de la calidad y
fragilidad visual del paisaje en el Valle de Zapotitldn Salinas, Puebla (México). Boletin
de la A.G.E 35:123-126.

Nicholas, K. B. & Nicholas, H.B. Jr. (1997). “GeneDoc: a tool for editing and annotating
multiple sequence alignments”: Distributed by the author.

Paredes, F. M.; Lira, S. R. & Ddvila, A. P. (2007) “Estudio etnobotdnico de Zapotildn
Salinas, Puebla”. Acta Botdnica Mexicana. 79:13-61.

Perroni, V.Y (2007). “Islas de Fertilidad en un ecosistema semidrido: Nutrimentos en el
suelo y su relacion con la diversidad vegetal”. Tesis de doctorado, Instituto de Ecologia,
A.C. Xalapa, Veracruz. 100pp.

Posada D. (2008). “jModelTest: Phylogenetic Model Averaging". Molecular Biology and
Evolution. 25: 1253-1256.

Reddy, S.R.; Pindi, P.K. & Reddy, S.M. (2005). "Molecular methods for research on
arbuscular mycorrhizal fungi in India: Problems and prospects”. Current Science

89(10):1699-1709.

Redecker, D. (2000). “Specific PCR oligonucledtidos to identify arbuscular mycorrhizal
fungi within colonized roofts”. Mycorrhiza. 10:73-80

Pagina 67



Moreno Santilldn Diana Daniela
Dr. Piedra Ibarra Elias

Reyes, I. (2002). "Asociaciones bioldgicas en el suelo: La micorriza arbuscular (MA)".
Departamento de Biologia. Division de CBS. UAM-I. 44:5-10.

Reyes, Q. C.; Ferrera, C. R.; Alarcén, A. & Rodriguez Z. S. (2000). “Microbiologia de la
relacion de nodricismo entre leguminosas arbdreas y Neobuxbaumia tetetzo en suelos
no erosionados y erosionados en Zapotitldn Salinas, Puebla”. Ecologia, Fisiologia vy
Biotecnologia de la Micorriza Arbuscular. Mundi Prensa, México pp 56-58.

Reinert, K.; Stoye, J. & WIll T. (2000). “An interative method for faster sum-of-pairs multiple
sequence alignment”. Bioinformatics 16(%):808-214.

Rosas, L. R. (2006). “Aspectos etnobotdnicos y demogrdficos de Parkinsonia praecox
(Ruiz & Pavén) Hawkins, especie Util de Zapotitldn Salinas, Puebla”. Tesis de Maestria en
Ciencias Biolégicas, Universidad Nacional Auténoma de México. 73pp.

Rzedowski, J. (2006). “Vegetacién de México". 1ra. Edicién digital, Comisién Nacional
para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad. México

Sdnchez, M.; Ramirez, P. & Torrescano, N. (2000). “Micorriza arbuscular y Rhizobuim
presentes en leguminosas establecidas en suelo andosol”. Ecologia, Fisiologia vy
Biotecnologia de la Micorriza Arbuscular. pp46-55.

Simon, L.; Lalonde, M. & Bruns, T. (1991). “Specific amplification of 18S fungal ribosomal
genes from Vesicular-Arbuscular Endomycorrhizal Fungi colonizing roots”. Applied and
Environmental Microbiology 58(1):291-295.

Simon, L.; Lévesque, R.C. & Lalonde M. (1992). “Rapid Quantitation by PCR of
Endomycorrhizal Fungi Colonizing Roots”. PCR Methods and Applications 2:76-80.

Smith, S.E. & Read, D.J. (2008) En: Imhof, S. (2009). “Arbuscular, ecto-related, orchid
mycorrhizas- three independent

structural lineages towards mycoheterotrophy: implications for classificatione.
Mycorrhiza 19:357-363.

Swofford, D. L. (2002). “PAUP*. Phylogenetic Analysis Using Parsimony (*and other
methods). Version 4. Sinauer Associates, Sunderland, Massachusetts.

Syzmon, Z.; Katarzyna, T.; Merope, M. & Reto, S. (2008). “Response of endangered plant
species to inoculation with arbuscular mycorrhizal fungi and soil bacteria”. Mycorrhiza
19:113-123.

Thompson, J. D.; Gibson, T. J.; Plewniak, F.; Jeanmougin, F. & Higgins,D.G. (1997).

“The ClustalX windows interface: flexible strategies for multiple sequence

alignment aided by quality analysis tools.” Nucleic Acids Research, 25:4876-4882.

Walter, H. (1977). "Zonas de vegetacion y clima”. Omega. Barcelona. 256pp.

Pagina 68



Moreno Santilldn Diana Daniela
Dr. Piedra Ibarra Elias

Wharton, D. & McCarty R. (1972). “Experiments and methods in Biochemistry. Mc Millan
pub. New York.

Yamato, M. (2001). “Identification of a mycorrhizal fungus in the roots of achlorophyllous
Sciaphila tosaensis Makino (Triuridaceae)”. Mycorrhiza 11:83-88.

Young, N. D. & Healy, J. (2003). “GapCoder automates the use of indel characters in
phylogenetic analysis” Biomedcentral Bioinformatics 4:6.

Zezé, A.; Sulistyowati, E.; Ophel, K. K.; Barker, S. & Smith, S. (1997). “Interesporal genetic
variation of Gigaspora margarita, a vesicular arbuscular mycorrhizal fungus, revealed
by M13 minisatellite-primed PCR”. Applied and Environmental Microbiology. 63(2):676-
678.

Pagina 69



Moreno Santilldn Diana Daniela
Dr. Piedra Ibarra Elias

ANEXOS

ANEXO |
ESCARIFICACION Y DESINFECCION DE SEMILLAS

Materiales y Soluciones:

¥ ¥ X H X K

—_

Vaso de precipitados
Ega-pack

H2SO4 concentrado
Hipoclorito 1:1
Hipoclorito 1:3

Agua destilada

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

Neutralizar con bicarbonato, para posteriormente lavar en agua destilada.

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.

Lavar perfectamente en agua destilada.

Todas las semillas se colocan en imbibicion en agua durante toda la noche vy
perfectamente cerradas.

Una vez en imbibicién estdn listas para ser germinadas.
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ANEXO ||

SOLUCION MINERAL DE LONG ASHTON (6ppm de fésforo).
KNOs 0.808¢r
Ca(NOs3)24H20 0.944gr
NaH2PO4 4H20 0.184gr
MgSO47H20 0.368gr
MnSQO4 4H20 0.0022gr
CuSO4 5H20 0.00025gr
InSO4 7H20 0.00029gr
H3sBOs 0.00310gr
NaCl 0.005%¢r
(NH4M07024 H20 0.000088gr
FeCl2 0.25gr
Acido citrico 0.049
Agua destilada 1000 ml
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ANEXO Il
DETERMINACION DE PORCENTAJE DE COLONIZACION MICORRIZICA VESICULO
ARBUSCULAR EN RAICES (Phillips y Hayman 1970).

Material y Soluciones:

¥ ¥ X X K

Cdpsulas esterilizables ¥ HCL 10%

Portaobjetos * Lactoglicerol (Apéndice 1)
Cubreobjetos % Azul fripano 0.05% en lactoglicerol
Microscopio dptico *  Esmalte

KOH 10% * Agua destilada

H202 10%

Procedimiento:

1.

12.

Para la tincidon de las raices, colocar raices libres en cdpsulas esterilizables en un
vaso de precipitados y agregar KOH al 10% hasta cubrirlas.

Calentar durante 10 minutos a 10 libras de presion (Clareo).

Retirar el KOH y enjuagarlas raices con agua destilada.

Agregar H202 al 10% hasta cubrirlas durante 3 minutos y enjuagar las raices con
agua destilada (Blanqueo).

Cubrir las raices con HCI al 10% durante 3 minutos, posteriormente se retira el dcido
(Acidificacion).

Sin enjuagar, se cubren las cdpsulas con azul tripano 0.05% en lactoglicerol y se
calienta a 10 minutos a 10 libras de presidon (Tincién).

Eliminar el colorante y decolorar las raices con lactoglicerol impio (Decoloracién).
Colocar 20 segmentos de raiz de aproximadamente 1cm, de forma paralela en el
portaobjetos.

Adicionar gotas de lactoglicerol y sellar las laminillas con esmalte.

. Observar al microscopio a 100x.

. Si un segmento tiene hifas, vesiculas y / o arbusculos, independientemente de la

intensidad de micorrizacion, se le da el valor de uno para la evaluacion total y por
estructuras.

Determinar la colonizacién endomicorrizica mediante las siguientes férmulas:
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PORCENTAJE DE = MNumero de seamentos colonizados X 100
COLONIZACION TOTAL Mimero de segmentos totales

PORCENTAIE DE = _ Nimero de segmentos con vesiculas X100
COLONIZACION POR Mimero de segmentos totales
VESICULAS
PORCENTAJE DE = _Nimero de segmentos con arbusculos X100
COLONIZACION POR Mimero de segmentos totales
ARBUSCULOS
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ANEXO IV
EXTRACCION DE ESPORAS POR GRADIENTE DE SACAROSA

¥ ¥ ¥ *

—_

Vaso de precipitados de 1000 ml. % Centrifuga

Tamiz de 600u de apertura. % Microscopio estereoscodpico.
Tamiz de 45u de apertura. % Sacarosa al 60%

Tubos para centrifuga % Sacarosa al 20%

Colectar 100 gr de suelo en un vaso de precipifados de 1000 ml y agregar agua
de la red potable.

Agitar manualmente durante 5 minutos y dejar decantar hasta que el material
mds denso este en el fondo.

Pasar el sobrenadante por dos tamices, el primero de una apertura de 600 u vy el
segundo de 45 .

Se repite dos veces el paso 2y 3.

Recuperar el material obtenido en el segundo tamiz y pasarlo a un tubo de
centrifuga de 40ml de capacidad.

Agregar 10ml de sacarosa al 60% y posteriormente 10ml de sacarosa al 20%, esto
se hace lento para no romper el gradiente.

Cenftrifugar durante 3 minutos a 3,500 rom y exiraer las esporas que quedan
flotando.

Observar al microscopio estereoscédpico y contar en caja Petri.
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ANEXO IV-A
EXTRACCION DE ESPORAS POR GRADIENTE DE SACAROSA CON MODIFICACIONES POR
CHIMAL SANCHEZ.

¥ ¥ X R H*

Material y Soluciones

Vaso de precipitados de 1000 ml. Centrifuga.
Tamiz de 600u de apertura. Cajas de petri.
Tamiz de 45u de apertura. Microscopio estereoscédpico.

Licuadora<e? Sacarosa al 50%.

¥ ¥ X H KX

Tubos para centrifuga. Hexametafosfato de sodio al 5%.

Procedimiento

1.

o M 0D

Se toman 100gr de suelo, se colocan en un vaso de precipitados de 1000 ml con
agua de lared potable y Hexametafosfato de sodio al 5%.

Mezclar durante 5 minutos en licuadora y dejar reposar durante 30 segundos.
Filtrar el sobrenadante a través de los tamices de 600u y 45u.

Repetir los pasos del 1 al 3, tres veces mds.

Recuperar la muestra de suelo en el tamiz de 45u en tubos de pldstico con agua
de la red potable y cenfrifugar a 2000 rom durante 5 minutos y eliminar el
sobrenadante ya que aqui se eliminan las esporas no viables y la materia orgdnica
Agregar sacarosa al 50% a la pastilla contenida en el fubo y centrifugar a 1000rpm
durante 3 minutos y pasar el sobrenadante por el tamiz de 45u y enjuagar con
agua de la red potable para eliminar la sacarosa y recuperar las esporas de HMA
viables.

Vaciar el contenido del tamiz de 45u en una caja de pefri cuadriculada para su

conteo y observacién en el microscopio.
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ANEXO V

PROTOCOLO DE VIABILDAD DE ESPORAS POR TINCION CON FUCSINA ACIDA
(KOUGH ET AL, 1987, MODIFICADA POR SCHAFFER Y PETERSON, 1993 Y
BRUNDRETT ET AL., 1994), EN COMBINACION CON LA TECNICA DE VIABILIAD DE
ESPORAS DE HMA (AN Y HENDRIX,1988)

Material y soluciones:

¥ ¥ ¥ H*

Tubos de ensaye.

Cajas de Petri

Solucién azul de tetrazolio (Apéndice 1)
Solucién salina-formol (Apéndice 1)

Acido fucsinico/I&ctico (Apéndice 1)

Procedimiento:

1.
2.

Lavar las esporas con agua destilada.

Incubar en tubos de ensaye a temperatura ambiente durante toda la noche a
obscuridad en solucidn de azul de tetrazolio.

Enjuagar 3 veces con agua destilada.

Fijar las raices en una solucidn salina-formol por una hora en obscuridad vy lavar las
esporas con agua destilada.

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

Tincién de contraste por una hora en tubos de ensaye a 75°C en estufa con dcido
fucsinico/dcido lactico.

Observar las esporas en microscopio estereoscodpico, las esporas tenidas son las

esporas viables.
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ANEXO VI
TECNICA ANALITICA PARA CUANTIFICACION DE FOSFATO LIBRE POR EL METODO
MODIFICADO DE TAUSSKY Y SHORR

L. e S s

Tubos de ensaye.

Tubos ependorf.

Vaso de precipitados 100 ml.

Materiales y reactivos:

Cronémetro.
Gradilla de tubos de ensaye. Balanza analitica.
Espectofotdmetro de luz visible.
Cubeta de vidrio 3 ml.

TCA 0.5 N (Apéndice |)

Pipetas de 10 ml.
Pipetas de 5 ml.
Pipetas de 1 ml. Reactivo de color (Apéndice |)

KH2PO4 TmM.

O T S

Probeta de 50 ml.

Procedimiento:

1.

o

VY V V V V VvV &

Pesar 0.1gr de muestra de suelo y colocarlas en tubos ependorf etiquetados y
agregar Iml de TCA al 0.5 N a cada tubo.

Agitar en vortex durante 3 minutos.

Cenftrifugar a 10,000 rom durante 3 minutos; recuperar el sobrenadante y
colocarlo en tubos de ensaye para su posterior lectura en el espectofotdmetro,
aforar a 1ml con agua destilada si fuera necesario.

Elaborar una curva patrén con KH2PO4 como sigue:

Blanco: 2ml de TCA.

0.1 ml KH2PO4+1.9 mI TCA

0.2 ml KH2PO4+1.8 mI TCA

0.3 ml KH2PO4+1.7 mI TCA

0.4 ml KH2PO4+1.6 mI TCA

0.5 ml KH2PO4+1.5 mI TCA

Adicionar 1 ml de reactivo de color a fodos los fubos desfasados por 30 segundos
para incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente.

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

Graficar concentracion contra U Abs para construir la curva patrén e interpolar
las concentraciones de la muestra problema. Considerar el volumen empleado
para la determinacion y la cantidad de muestra para expresar la concentracion

final.

Pagina 77



Moreno Santilldn Diana Daniela
Dr. Piedra Ibarra Elias

ANEXOVII
PROTOCOLO DE EXTRACCION ZR PLANT/SEED DNA KIT™

Antes de empezar, se debe preparar la columna IV-HRC, se refira la base, y
centrifugar a 8,000Xg, durante 3 minutos, esto con el fin de eliminar polisacdridos y
polifenoles.

Anadir 150mg de raiz y moler en mortero en 750ul de Buffer de lisis y agitar en
vortex durante 1 minuto.

Cenftrifugar a 10,000Xg durante un minuto y transferir el sobrenadante al tubo IV
Spin Filtre y centrifugar a 7,000 rom durante un minuto.

Anadir 1,200ul de Plant/Seed DNA Binding Buffer al filtrado en el tubo colector y
mezclar.

Transferir 800ul de la mezcla a la columna IIC en un tubo de coleccidon vy
centrifugar a 10,000Xg durante 1 minuto.

Eliminar el eluido y repetir el paso anterior.

Anadir 200ul DNA-Pre Wash Buffer al la columna lIC en un nuevo tubo de
coleccién y centrifugar a 10,000Xg durante 1 minuto.

Anadir 500ul Plant/Seed DNA wash buffer a la columna lIC y centrifugar a 10,000Xg
durante 1 minuto.

Transferir la columna IIC a un tubo de coleccion nuevo y anadir 100ul de DNA
elution Buffer directamente sobre la columna y centrifugar a 10,000xg durante 30

segundos.

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

exactamente a 8,000xg durante un minuto.
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18S VANS1-NS21 ITS1-1TS4
Desnaturalizacion inicial 95°C - 5 min. 95°C - 5 min. 95°C - 5 min.
Desnaturalizacién 95°C - 50 seg. 95°C - 50 seg. 95°C - 50 seg.
Alineamiento 50°C - 50 seg. 47°C - 50 seg. 53°C—50 seg.
Amplificacién 72°C -1.30 min 72°C -1.30 min 72°C -1.30 min
Extension final 72°C - 5 min 72°C — 5 min 72°C - 5 min
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ANEXO X
GEL DE AGAROSA 1%

Material y reactivos

*  Matraz Erlenmeyer 50ml % Agua destilada
* Probeta 50ml % TBE 10X

% Horno de microondas * Agarosa

K )

Balanza analitica Bromuro de etidio

Procedimiento:

1. Para preparar 20 ml de gel de agarosa, pesar 0.2gr de Agarosa y colocarla en un
maftraz 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 disolvid se deja enfriar sin que se solubilice y se agregan 3ul de bromuro
de etidio.

4. Mezclar y vaciar sobre una I&dmina de acrilico con un peine para que se formen los

pOZOs.
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ANEXO X
PURIFICACION DE DNA A PARTIR DEL GEL DE ELECTROFORESIS

Materiales y soluciones:

.

Vortex
Buffer QG
Wash Buffer

Tubos eppendorf
Bisturi

Papel aluminio

L

Lentes de acrilico Columnas de fibra de vidrio

Procedimiento:

1.

Colocar el gel en el tfransiuminador sobre papel aluminio para evitar la
degradacién del DNA.

Cortar el fragmento del gen donde aparece la banda y colocarlo en un fubo
eppendorf estéril.

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

Pasar el contenido a una membrana de fibra de vidrio y centrifugar a 6,000 rom
durante 1 minuto (repetir este paso 2 veces).

Posteriormente adicionar 350ul de Wash buffer con etanol al 70% y centrifugar a
6,000rpm durante T minuto (repetir este paso 2 veces).

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

Ya seca la membrana, adicionar 40ul de agua desionizada bidestilada estéril y
pasar la columna a un tubo nuevo y dejar reposar durante 3 minutos.

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

Correr electroforesis.
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Acido fucsinico/lactico:
85% Acido lactico.

6.3% Gilicerina.

6.3% Agua destilada.

0.01% Acido fuscinico.

Lactoglicerol:

Acido lactico  500m
Glicerol 500ml
Agua destilada  500ml

Solucién azul de tetrazolio:

30% Agua destilada.

25% Buffer Tris 0.2M pH 7.4
25% Azul de tetrazolio.
10% MgCla.

10% Acido succinico.

Solucién salina-formol
Formaldehido 10%.
90% Agua destilada.
0.9% NaCl.

REACTIVO DE COLOR:

Disolver 2gr de FeSO4en 36ml de agua destilada.
Agregar 4ml de molibdato de amonio al 16% en H25O4 10N

TCA 0.5N:

8.17 gr de dcido tricloroacético.

Disolver en agua destilada y aforar a 100 ml.

Moreno Santilldn Diana Daniela
Dr. Piedra Ibarra Elias
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Apéndice ||
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 0.06853364 3 0.02284455 2.09637449  0.12243294  2.93402989
Denfro de los
Qrupos 0.31601788 29 0.01089717
Total 0.38455152 32

Cuadro 13. ANOVA del porcentgje de arbusculos en plantas trampa a los 90 dias de
colonizacion.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad 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

Cuadro 14. ANOVA del porcentaje de vesiculas en plantas trampa a los 90 dias de colonizacién.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Enfre grupos 881.906061 3 293.968687 1.55238506  0.22217898  2.93402989

Dentro de los
Qgrupos 5491.60909 29 189.365831
Total 6373.51515 32

Cuadro 15. ANOVA del porcentaje de micorrizacién total en plantas frampa a los 90 dias de
colonizacion.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Enfre grupos 6547.63636 3 2182.54545 0.57102458  0.63859383  2.93402989

Denfro de los
grupos 110842.545 29 3822.15674
Total 117390.182 32

Cuadro 16. ANOVA del nUmero de esporas viables en plantas frampa.
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