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Resumen

Los Glomeromycota o HMA (hongos micorricicos arbusculares) establecen simbiosis
micorricicas arbusculares en las raices de la mayoria de las plantas y estan distribuidos
en todo tipo de ambientes. Estos hongos contribuyen a la nutricion mineral de sus
hospedantes v a la conservacion del suelo, entre algunas de sus funciones de gran
importancia ecosistémica. Sin embargo, es poco lo que se conoce de su diversidad a
nivel global v en particular en América Latina. En este trabajo se estudid la diversidad de
los HMA de la Puna argentina, mediante la aplicacién de métodos moleculares de
muestras de suslos rizosféricos provenientes de cinco sitios, ubicados a diferentes
aliitudes vy cultivados con plantas de Sorghum bicolor (L) Moench; también se
analizaron muesiras de suelo nativo de la Puna. Para su caracterizacion, se exirajo el
ADN de las muestras y se utilizaron primers que permiten la aproximacion a nivel de
génerc de Glomeromycota, por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) v
electroforesis en gel de agarosa. Se probaron diferentes primers y combinaciones, asi
como diferentes enzimas Tag polimerasas, también se trabajd con distintas diluciones y
temperaturas de hibridacion. Finalmente, se logrd detectar la presencia de Acaulospora
y de un grupo de Funneliformis. Ademas, Funneliformis fue analizado estudiando el
polimorfismo conformacional de la cadena simple (SSCP), obteniéndose 45 genotipos
diferentes en todos los sitios analizados. Los resultados a parir de plantas tframpas v
suelo nafive no fueron idénticos sino complementarios enfre si. La técnica aplicada
arrojd resultados variables, éstos podrian ser propios de estas metodologias o atribuirse
a que la puesta a punfo de las mismas deberia reforzarse. A su vez estos resultados se
complementaron con los obtenidos en trabajos previos ufilizando métodos morfologicos.
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Introduccion

La mayoria de las plantas forman asociaciones simbidticas, generalmente mutualistas,
con hongos en sus dérganos de absorcion denominadas micorrizas; siendo las micomizas
arbusculares (MA) las de mayor distribucion tanto por la diversidad de sus hospedantes
como por los ambientes que colonizan (Wang & Qiu 2006; Smith & Read 2008). Los
hongos micomicicos arbusculares (HMA) otorgan a sus hospedantes miltiples
beneficios en la mayoria de las asociaciones, especialmente favoreciendo a su nutricion
mineral mediante la movilizacion de nutrientes poco moviles o de escasa disponibilidad
en el suelo como el fasforo v el zinc, entre otros nutrientes, limitantes para su
crecimiento. Ademas les proporcionan otras wventajas tales como resistencia a
patdgenos, al estrés hidrico, aumento de la tasa fotosintética, produccion de sustancias
reguladoras del crecimiento, entre otras (Smith & Read 2008). Asimismo, los HMA
contribuyen a la conservacion del suelo por la formacion de agregados (Rillig &
Mummey 2006). La ubicacion taxondmica y sistematica tradicional de los HMA se basa
principalmente en caracteres morfoldgicos de sus esporas v de la colonizacion radical.
Las caracteristicas morfo-anatdmicas de las esporas y esporocarpos de estos hongos
junto con la ontogenia, permiten delimitar a las morfo-especies (Brundrett et al. 19596;
Smith & Read 2008). Sin embargo, la produccion y maduracion de esporas esta
condicionada por distintos factores ambientales como la temperatura, humedad, pH,
estacion del afio y caracteristicas del hospedante, que pueden modificar el niumero de
paredes, su espesor vy su coloracidn (Smith & Read 2008). Ademas, algunos HMA son
diméarficos, ya que pusden producir dos tipos diferentes de esporas asexuales: unas
similares a las representantes del género Acaulospora (acaulosporoides), a Gigaspora
(gigasporoides) y otras a Glomus (glomoides)
(httpifschuessler userweb_mwn.defamphylo; Goto & Maia 2006 en Stumer 2012; Kniger
et al. 2011b). Por otra parte, las esporas recolectadas directamente de los ambientes
naturales pueden estar degradadas o parasitadas por otros microorganismos alterando
asi su morfo-anatomia. Este inconveniente puede superarse por el empleo de las
llamadas “plantas trampas™ (PT), cultivo conjunto en maceta de plantas hospedantes
con HMA provenientes de suelos (hitpdinvam_cafwww.edu). Este método es
sumamente Ufil para el seguimiento de la ontogenia de esporas de numerosos HMA. Sin
embargo la utilizacion de PT presenta ciertas desventajas como el crecimiento exclusivo
vy excesivo de algunas especies vy la total ausencia de otras, que no crecen ni esporulan
en cultivo (De Souza, 2008). Es decir, los resultados de diversidad de comunidades de
HMA, pueden interpretarse solo parcialmente aplicando esta metodologia (De Souza,
2008 Stimer, 2012). Es extensa la lista de plantas hospedadoras utilizadas para el
cultivo de PT, asimismo, Sorghum bicolor puede considerarse un buen hospedante de
HMA ya que su patron fotosintético es del tipo C4 y por lo tanto, se presume como una
especie micdtrofa obligada con alta dependencia micorricica (Smith & Read, 2008).
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Desde el afio 2001, se han analizado filogenéticamente las secuencias de genes del
ADNr (Stimer, 2012). Asi, los HMA pasaron de constituir un orden (Glomerales)
perteneciente a Zygomycota (Morton & Benny 1990; Benfivenga & Morton 1994 entre
otros) a establecer un filum exclusive de los HMA, Glomeromycota (SchiBler et al
2001); inicialmente, con cuatro drdenes (Glomerales, Diversisporales, Paraglomerales y
Archeosporales). Esta clasificacion estd modificandose paulatinaments, yva que se
agregan nuevos taxones a nivel de clases, ordenes y familias (Schilfler & Walter 2010;
Oehl et al. 2011; Redecker et al. 2013). Actuaimente, los HMA estan representados por
aproximadamente 230 especies incluidas en Glomeromycota, la mayoria de ellas estan
caracterizadas solo anatdmica y morfologicamente y nunca fueron culiivadas en PT
(Kriger et al. 2011a; www.amf-phylogeny.com). Ademas, los resultados de estudios
ecoldgicos moleculares indicarian que las especies descriptas hasta el momento,
representan un escasa fraccion de la diversidad existente de los HMA (Opik et al.
2008). Globalmente, Kivlin et al. {(2011) proponen que la riqueza de especies real de los
HMA, analizando 14.961 secuencias publicadas de ADN, es seis veces mayor que la
estimada. Asi, los aportes desde la biologia molecular podrian complementar a los
estudios morfolégicos v permitir elaborar una descripcion mas profunda y precisa de la
diversidad de los HMA (Redecker et al. 2003; Stimer 2012). En el dltimo decenio, a
partir de técnicas derivadas de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se ha
precisado y ampliado el conocimiento de la diversidad rizosférica, incluyendo a los HMA.
En particular, s& mejoraron las técnicas moleculares que permiten la extraccion de ADN
de HMA directamente de muestras de suelo de campo, trampas o esporas (Hempel et
al. 2007; Yang et al. 2010) vy la caracterizacion de las especies probando nuevos primers
o cebadores especificos para PCR (Kriger et al. 2011a). Ademas, la utilizacion de
técnicas de fingerprinfing moleculares tales como el polimorfismo conformacional de
cadena simple (S5CF) permiten realizar estudios tendientes a determinar el impacto de
presiones ecologicas sobre la diversidad microbiana (Qing et al. 2007, Lugauskas et al.
2005). Esta técnica permite la caracterizacion de poblaciones, por la huella génica que
generan en geles de poliacrilamida debido a variaciones en las secuencias contenidas
en productos de PCR. Cabe destacar que hasta el momento, la informacion incluida en
estos estudios proviene predominantemente del Hemisferio Morte, mayoritariamente
Morte América y Europa, v existen escasos reportes provenientes del Hemisferio Sur, y
menos aln de Sudamérica (De Souza, 2008; Kivlin et al. 2011). En nuestro pais,
estudios preliminares han evidenciado variabilidad genética de HMA nativos de la
Provincia de Buenos Aires por la técnica de PCR-SSCP (Covacevich et al. 2012;
Thougnon Islas et al. 2014).

La Puna es un ambiente extremo, exclusivo de Sudamérica, cuyas caracteristicas
climaticas, edafologicas y biogeograficas la convierten en un area Unica (Cabrera &
Willink, 1980) v de gran interés por su Biodiversidad (Morrone 2001). En suelos
rizosféricos de la Puna, Lugo et al. (2008) describieron la diversidad de HMA vy
bacterias, analizando morfologicamente esporas de los HMA provenientes directamente
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de muestras de campo encontranon 10 morfo-especies a lo largo del gradiente altitudinal
estudiado. En este sentido, surge la necesidad de completar los estudios taxonomicos
tradicionales, con analisis moleculares de rufina v evaluar la potencialidad de la
combinacion de ambos tipos de determinaciones en la taxonomia de los HMA. Asi, el
objetivo de este trabajo fue caracterizar la diversidad de los HMA nativos de la Puna
argentina utilizando técnicas moleculares, aplicadas directamente a muestras de suslo
en PT.

Materiales y Metodos

El area de estudio perizenece a la Puna argentina, Provincia Punefia, en la region
fitogeografica del Dominio Andino-Patagdnico (Cabrera 1976) y estd ubicada entre los
2000 a 4500 metros sobre el nivel del mar (msnm). Las muestras analizadas fueron
recolectadas a lo largo del camino de lturbe (Jujuy) a Iruya (Salta) , en 5 sitios a
diferentes altitudes en la Puna argentina, L1: 23° 00" 685 — 65°22° 7.37°0 (3370
msnm),L2: 22°53" 35175 — 65" 16" 0,080 (3790 msnm), L3: 22°55507"S -
65°19°9 7°"0 (3570 msnm), L4: 22°53°23,3"5 — 65°14°56, 70 (3870 msnm) y L5:
22°509°28 4778 — 65°21732,377°0 (3404 msnm).

En cada sitio aftitudinal se recolectaron 30 muestras de suelo a 1520 cm de
profundidad y se mantuvieron en la heladera a 4°C; se realizd un homogenizado por
cada nivel altitudinal de las 30 muestras de suelo, cada homogenizado (“suslo indculo™)
se utilizd para iniciar las plantas trampa (PT) v cultivar los HMA nativos. Para llevar a
cabo los cultivos de PT se utilizd como planta trampa a S. bicolor, las cariopisis fueron
esterilizadas con NaClO al 5% (Schulz et al. 1993) vy lavadas con abundante agua
estéril; posteriormente y para su germinacion, se ubicaron en cajas de Pefri en
condiciones de esterilidad durante 5 dias; una vez germinadas, se seleccionaron las
plantulas mas vigorosas para ser cultivadas en las PT siguiendo la metodologia de
Morton et al. (2004). Por cada sifio se cultivaron 3 macetas con 3 plantulas de 5. bicolor
cada una; en cada maceta se usd 2509 de suelo punefio como indculo v como suelo
soporte 200g de suelo punefio previamente pasteurizado mezclado con perita estéril en
una proporcion 2:1, respectivamente. Las condiciones de cultive de la PT simularon las
condiciones naturales en las gue cominmente crece S. bicolor (al aire libre, expuestas a
horas de luz vy oscuridad natural, variaciones de temperafura y alta radiacion solar
durante los meses de verano), evitando las precipitaciones como posibles fuentes de
contaminacién y fueron regadas esporadicamente con agua destilada. Transcurridos
dos meses de cultivo, las PT mostraron signos de insuficiencia nutricional, a partir de
este periodo se implementd el riego con solucion de Hoagland (Hoagland & Amon,
1950) libre de fosforo; una vez superado el déficit nutricional de las PT, se retomd el
regado normal con agua destilada. Posteriormente, se trasplantaron las PT a macetas
de 1,5L y se adiciond mas suelo soporte hasta completar el volumen de la maceta; en
estas condiciones, se cultivaron hasta los 4 meses. Para verificar la colonizacion radical



7 AACS [_'- —

w

XXV CONGRESO ARGENTINO DE LA CIENCIA DEL SUELO

“Ordenamiento Terrtorial: un desafio para la Ciencia del Suelo”
Rio Cuarto, 27 de Junio - 01 de Jufio de 2016

por HMA de las PT, las raices se clarificaron vy tifieron (Grace & Stribley 1991); éstas se
montaron en preparados semipermanentes con agua vy glicerina, en los que se
cuantificd, bajo microscopio optico a 40X, la intensidad de colonizacion segin 5
categorias: 1 (0-5%), 2 (6-25%), 3 (26-50%), 4 (51-75%), 5 (76-100%) (Kormanik &
McGraw 1982 en Rajapakse & Miller 1992).

La extraccion del ADN genomico total se realizd tanto del suelo-sustrato de las PT como
de las muestras de suelo nativo de la Puna sumadas al analisis, utilizando el kif de
extraccion kit Power Soi™ (MoBio, U5A) de acuerdo a las indicaciones del fabricante.
Para confirmar la integridad del ADN extraido, éste fue sometido a electroforesis en gel
de agarosa al 1%; las bandas se revelaron con 1,5uL de GelRed por cada 100mL de
solucion; se sembraron 5uL por cada muestra v 1pL de marcador 1Kb DNA Leader
Axygen; se ufilizéd TBE 1X como solucion buffer. La electroforesis se realizd a 120V,
durante ca. 60 minutos. La presencia de bandas bajo luz UV en los geles de agarosa se
considerd como resultados positivo, para cada muestra v par de primers utilizados. Por
otro lado, se cuantificd el contenide de ADN en 5uL por muestra y absorbancia 2600230
con el equipo Epoch (Biotech).

El ADN extraido a partir del suslo de las PT y de suelo nativo de la Puna se ufilizd para
amplificar, por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), regicnes del ADN
ribosomal de los HMA. Para ello se realizaron reacciones de PCR directas (en las que el
templado era el ADN extraido) y también del tipo PCR anidadas (nested PCR) en las
que en la segunda reaccion el templado era el amplificado de la primera reaccion. Las
condiciones de reaccion fueron: 3uL2ul (de ADN sin diluir y del templado de la primer
PCR diluido 1:10; 1:50; 1100, para la primera y segunda reaccion de PCR,
respectivamente), buffer 1,5mM con MgClz, aNTPs 0,25mM, primers 0,1-02mM, Tag
polimerasa 1,25mM y se trabajo con volimenes finales de 15 y 25yl para las primera y
segunda PCR, respectivamente. Para la mayoria de las reacciones se utilizo la enzima
GoTag® DNA Polymerase de Promega, también la enzima Tag DNA Polymerase de
Invitrogen vy para algunas muestras aisladas la Platinum® Tag DONA Polymerase de
Invitrogen. En todos los casos se emplearon las condiciones de reaccidn indicadas por
el fabricante vy las muestras se sembraron con sus respectivos negativos.

En las reacciones de amplificacion directas (amplificacion a pariir del ADN extraido), se
emplearon los primers ITS T2 /ITS4; también se realizaron reacciones de amplificacion
con el par de primers FMG/GIGAS.BR (De Souza et al. 2004). En las reacciones
anidadas, se utilizd el par de primers NS5 /ITS4 (White et al. 1990); el producto de
amplificacion fue el templado de una segunda serie de PCRs, con los pares de primers
GLOM 1310 ATS4, ACAUGG0/ITS4 NSH/GIGA 58 R (Redecker 2000) vy
PARA1IMIINTSA (Hijn 2006). Siguiendo la misma estrategia de FPCHRs anidadas, se
utilizé para la primera serie de reacciones, el par de primers LSU 0061/LSU 0599
(Kjeller & Rosendahl 2000); en la segunda serie se incluyd el par de primers LSU RK4f
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ILSU RK7r (Kjaller & Rosendahl 2000; Stukenbrock & Rosendahl 2005 a y b). Para
ambas reacciones se aplicaron las condiciones de amplificacion previamente publicadas
por Kjeller & Rosendahl (2000); ademas, a efectos de evitar doble bandeo, se
incrementd en 1°C la temperatura de annealing. El producto de esta dlitima reaccion de
PCR se analizd mediante la estrategia de SSCP (Kjsller & Rosendahl 2000; Simon et
al. 1993 Stukenbrock & Rosendahl 2005 a y b). Para confirmar las amplificaciones de
las reacciones de PCR, los productos de amplificacion fueron sometidos a electroforesis
en gel de agarosa como se indicd anteriormente para confirmar la integridad del ADN,
peroe aplicando un marcador 100ph.

Ademas, se analizd graficamente la imagen obtenida mediante el revelado del gel
S5CP, se cuantificd el nimero de bandas observadas en cada muestra (variable
Riqueza de bandas); las bandas se compararon cualitativamente entre si mediante el
calculo de la distancia recomrmida por banda y su intensidad. Asi, la medicion de los
recomidos se realizd con el programa Corel DRAW Graphics suite X6, para la
cuanfificacion se consideraron como iguales las bandas que difirieron en distancias de
+/- 2 mm.

Resultados

Las raices de los hospedantes utilizados como “trampas™ previamente procesadas,
fueron observadas microscopicamente y se determing la colonizacion radical por los
HMA en las PT comrespondientes a todos los sitios (L1, L2, L3, L4 y LS), observandose
una colonizacion escasa entre un 0y 5% (categoria 1)

De acuerdo a los resultados de cantidad v pureza del ADN cuantificado por el equipo
Epoch, se observd que el ADN extraido se mantuvo dentro del rango de 7,6 a 12,9
ngful. La cuantificacion de la pureza arrojd valores de absorbancia 260280 que
oscilaron entre 0,6 v 2,11.

De las PCR directas (prmers ITS T21T%4 v FMG/GIGAS.BR), no se registraron
resultados positivos para ninguno de los sitios, tanto cuando el material genético provino
de suelo nativo como de PT.

& partir del ADN obtenido de las PT, en |as reacciones anidadas en las que se utilizo el
par de primers NS5/1T54 en |a primera sere de amplificacion, se obtuvieron resultados
positivos en al menos una repeticion de cada uno de los sitios muestreados, ufilizando
Tag ONA Polymerase, mientras que no se obtuvieron resultados positivos cuando se
utilizd la enzima GoTag® DNA Polymerase.

De la segunda serie de reaccion de PCR, a pariir de la realizada con los primers
NS5/1TS4, se obtuvieron resultados positivos de al menos una repeticion de los sitios
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correspondientes a L1, L2, L3 y L5 cuando se ufilizd el par de primers ACAU1660/1TS4
y la enzima Tag ONA Polymerase, por el confraric no amplificaron con la GoTag® DNA
Polymerase. Esto confirma la presencia del género Acaulospora en estos sitios. En
cuanto a las reacciones con los pares de primers NS&/GIGA 5.8R, GLOM 1310/I1TS4 v
PARA1313ITS4 no se obtuvieron resultados positivos con las dos enzimas utilizadas. A
partir de suelo nativo de la Puna, no se logro la identificacion de familias v géneros con
las combinaciones de primers antes mencionadas.

Cuando se analizd con ADN procedente de PT, se obtuvieron resultados positivos en
todas las muestras para la primera serie de reaccion (primers universales LSU
0061/LSU 0599), empleando la enzima Tag ONA Polymerase (para detectar Hongos en
general). Sin embargo v a pesar que se realizaron varias reaccionas de PCR incluyendo
modificaciones tales como: disminucién en la concentracién de primers, aumento de la
temperatura de annealing en 1 °C vy utilizacion de otro termociclador, se obtuvieron
dobles bandas en todas las muestras amplificadas, en las que la banda superior
corresponderia al tamanfio de banda esperado.

En la segunda serie de reaccion (par de primers LSU RK4fLSU RK7r), no se obtuvo
producto de amplificacion en las primeras reacciones utilizando la enzima de Promega.
Luego de algunos intentos (com disminucion de la temperatura de annealing en 1°C y
utilizacion de enzima de Invitrogen y aumento en 5 en el ndmero de ciclos) se logrd la
amplificacion de todas las muestras de PT. En esta reaccion se obtuvo un doble bandeo
en el que la banda inferior coresponderia al tamafo de amplificade esperado. Por esta
razon, se siguieron intentando reacciones de amplificacion (incluyendo aumento de 1°C
de temperatura de annealing); si bien, se obtuvo la amplificacion de todas las bandas,
estos amplificados no presentaron un producto con tamano de banda definido. La
repeticion de la misma reaccion de PCR ammojo resultados similares.

Del analisis de los suelos nativos de la Puna se obtuvieron resultados negatives de las
reacciones anidadas LSU 0061/LSU 0599 aunque no se observan bandas en esta
reaccion, si las hubieron en la segunda con LS RK4f/LSU RKTmr en las muestras L1
¥ L5 cuando se utilizd la enzima Platinum® Tag DNA Polymerase.

El andlisis de las muestras se suelos natives punefios v de las PT mediante geles de
S3CF (a partir de los amplificados de |las reacciones anidadas LSU 0061/LSU 0599 v
LSU RK4fiILSU RKTmr y se utilizd Plafinum® Tag DNA Polymerase), solo mostrd un
patron de bandas definido para los suelos nativos de los sitios L1 v LS. Por el contrario,
no se registrd ningun patron de bandas definido para las muestras provenientes de PT
para ninguna de las reacciones de PCR realizadas.

El analisis de los patrones obtenidos de los suelos nativos, determind una Rigueza de
bandas de 25 bandas para el sitio L1 v 32 bandas en el sitio L5. Ademas se detectaron
bandas con diferente localizacion en el gel para los sitios L1 y L5 Se detectaron
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coincidencias de 12 joci entre los sitios v un total de 45 genotipos diferentes de HMA
punefios. A su vez se observd que las bandas comespondientes a L5 fueron mas
intensas que |as de L1.

Discusion

Se determind la colonizacion radical por los HMA en raices de las PT comespondientes
a todos los sitios (L1, L2, L3, L4 y L&), esto verifico |a viabilidad de los HMA procedentes
de la Puna. Sin embargo, en estas muestras la frecuencia de colonizacion micorricica
detectada fue baja (enitre 0-5%). Si bien no siempre hay una relacion directa entre la
frecuencia de colonizacion radical de los HMA y la abundancia sus propagulos (hifas,
esporas y raices colonizadas senescentes) en el suelo rizosférico (Smith & Read 2008)
en particular para representantes del género Gigaspora (Camprubi et al. 2010), se
podria inferir que en este estudio la baja colonizacion de las PT podria indicar bajo
contenido de propagulos de HMA vy por lo tanto, de su ADN en la muestra. Asi, es
probable que las muestras analizadas tuviesen escaso material genético de HMA y por
lo tanto, esto habria dificultado su localizacidn por los primers genéricos vy su posterior
amplificacion. Por otro lado, existen evidencias sobre un valor minimo efectivo del 50%
de colonizacion por HMA para la extraccion de ADN de HMA (Covacevich comm. pers.);
es decir, 10 veces mayor que el detectado en las PT de la Puna.

La estimacion de la pureza mediante la absorbancia 260/280 resultd variable dentro del
rangc 0,6 a 2,11. Algunas muestras presentaron valores bajos lo gue indicaria
contaminacion con proteinas, ofras se acercaron a los valores optimos (1,8-1,9) (van
Peli-Verkuil et al. 2010). Aungue la consideracion de estos valores en la evaluacidn de
la calidad del ADM es de gran popularidad, cabe mencionar que existen
cuestionamientos sobre este test (Sambrook & Russell 2001). Sin embargo, no se
puede descartar que los valores bajos de absorbancia 260/280 hayan condicionado los
resultados obtenidos en las reacciones de PCR. Por otro lado, se pudo constatar la
presencia de ADN en fodas las muestras v sin signos visibles de degradacion mediante
la observacion de bandas definidas (luego de la siembra del ADN extraido en geles de
agarosa). Por estas razones, se considerd que el ADN extraido era ufilizable para las
PCRs.

En cuanto al kit de extraccion utilizado, si bien funciond eficientemente en trabajos
previos del grupo dirgido por la Dra. F. Covacevich v en ecosistemas semiaridos (Hom
et al. 2014), se conoce que el método de extraccion recomendado por el fabricante
puede fallar para algunas divisiones de hongos v que la eficacia de los métodos de
extraccion varia debido a diferentes factores tales como los taxones analizados y el tipo
de suelo o sustrato (Young et al. 2015). Asi, no existe una regla general para lograr el
exito de exiraccion del ADN fingico v en particular de los HMA; por ello, otros autores
{Lauber et al. 2008; Liang et al. 2008; Young et al. 2015) incorporaron a la metodologia
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modificaciones enfocadas en aumentar la lisis celular (p. gj. aumento &l tiempo de lisis,
temperatura y tiempo de congelacidn, uso de nitrdgeno liquide, entre otfras) vy por ende
incrementar la disponibilidad del ADN para su extraccion. Los valores obtenidos en la
cuantificacion de ADW se mantuvieron denfro del rango de 7.6 a 12,9 ng/pL. Estos
valores fueron menores a los hallados por 1a extraccion de ADN en muestras de suelo
de la Provincia de Buenos Aires por Covacevich et al. (resultados no publicados). Hay
que considerar sin embargo, que el contenido de ADM resultante de la extraccion
corresponde al gendmico de todos los representantes de la biota de la muestra, no
siendo especifico para HMA. Si bien estos valores en general no se informan, otros
autores registraron que la cantidad de ADN de HMA es en general baja en las muesiras,
incluso menor al 10% comparada con ofros Fila filngicos v ademas, no se relaciona con
la riqueza de taxones (Young et al. 2015). De tal manera, ¥ aun siendo los porcentajes
de colonizacion de las PT bajos, si el sustrato hubiera contenide propagulos de HMA
suficientes, el ADN de los mismos se hubiera extraido v los primers genéricos hubieran
detectado los diferentes géneros de HMA. Futuros trabajos deberian considerar
incorporar modificaciones que maximicen la lisis celular de las muestras tendientes a
extraer mayor cantidad de ADN de los HMA.

De las PCR realizadas a partir de los primers universales NS5/TS4, puede destacarse
que se hayan obtenido resultados positivos mediante las reacciones de amplificacion del
ADMN extraido solo a partir de PT de todos los sitios muestreados v que no se obtuvieron
amplificaciones a partir de suelo nativo, ello indicaria que el ADN extraido presentd la
calidad necesaria para ser amplificado por reacciones de PCR, solo en el caso de las
PT. En esta reaccion se utilizaron primers generales para Eucariotas (White et al. 1990)
que constituyen un pasc previo para la deteccion de los HMA. Si bien se conocen los
efectos inhibidores sobre la extraccion del ADN del suelo por las sustancias humicas
({Persoh et al. 2008), en nuestro caso el sustrato suelo de las PT fue el mismo que en las
muestras de suelo native, ya que se ufilizd éste como susirato de cultivo: es decir, la
extraccion diferencial de ADN entre PT y suelo nativo no pueden explicarse por la
presencia de acidos himicos. La extraccion exitosa de ADN eucariota a partir del
sustrato de las PT podria deberse a que este tipo de cultivo haya estimulado el
crecimiento vegetativo de los organismos que se encontraban en quiescencia o con baja
actividad en las muestras de suelos nativos originales conservado en heladera a 4°C.

De las reacciones anidadas a parir de los amplificados por los primers NSS/ITS4, los
resuliados positivos obtenidos en los sitios L1, L2, L3 ¥ L5 con el par de primers
ACAUMGE0ITS4 para discriminar Acaulosporaceae sensu stricto (Redecker 2000,
evidenciaria de la presencia de esta familia en todos los niveles altitudinales estudiados
excepto a 3870 msnm (L4). Ademas, estos primers permiten la amplificacion de
regiones del genoma las especies Acawospora laevis v Acawlospora spinosa (Redecker
2000). Esto también podria considerarse como la confimacion molecular de la
presencia de ambas especies en los sitios mencionados, las que habian sido también



7 AACS [—I. Nr

-

XXV CONGRESO ARGENTINO DE LA CIENCIA DEL SUELO

“Ordenamiento Territorial un desafio para la Ciencia del Suelo”™
Rio Cuarto, 27 de Junio - 01 de Julio de 2016

regisiradas por métodos morfoldgicos previamente por Lugo et al. (2008) en los sitios
denominados L3 y L1 respectivamente. En este sentido, la estrategia molecular utilizada
estaria confirmando la presencia de la familia Acaulosporaceae v 1as especies A. lagvis
¥ A. spinosa en los sitios L1 y L3, Ademas que se amplia su distribucion a 3790 msnm
(L2} v a 3404 msnm (L5), en los que estos taxones no se hallaban determinados por los
métodos morfoldgicos. Sin embargo, futuras estrategias de clonado v secuenciamiento
deberian ser conducidas para confirmar los resuliados obtenidos en este estudio.

Por su parte, no se obtuvieron amplificaciones positivas visibles con los pares de
primers NS5/GIGA 5.8R v GLOM 1310/ITS4 en ninguna de las muesiras analizadas. Se
conoce que el primer par de primers amplifica para la familia Gigasporaceae y el
segundo para el “grupo Glomus mosseae [ infraradices” en el que s incluye a
Sclerocystis sinuosa (Redecker 2000), actualmente considerados en géneros distintos
(Funneliformis mosseae v Rhizophagus intraradices, respectivaments) en Schibler y
Walker (2010). Esto no se corresponderia con los resultados morfoldgicos hallados por
Lugo et al. (2008) que si encontraron especies de Gigasporaceas y Sclerocysiis sinvosa
(=Glomus sinvosum). Si hien se desconocen las causas de estos resultados negativos
aplicando las hemramientas moleculares, se podria especular que, a pesar de habitar en
los sitios analizados representantes de Gigasporaceae y Sclerocystis sinvosa (Lugo et
al. 2008), es probable que su abundancia en la muestra de las PT fuese escasa y su
ADN no pudo ser amplificado por los primers especificos. Esta falta de deteccion
mediante técnicas moleculares podrian adjudicarse a fallas en la maceracion o lisis
celular previas a la extraccion de ADN y éstas se deberian a la dificultad para romper las
paredes celulares de espesores importantes de las Gigasporaceas (que fluctian entre 3
a 47 ym) v en el caso de S sinvosa, se sumaria su extenso peridio (de 6 a 60 pm)
formado por hifas de paredes anchas al igual que las que poseen las esporas (1.5a 5
hasta 12.5 pm) (Schenck & Perez 1990, Lugo et al. 1945).

Por otro lado, tampoco se obtuvieron amplificaciones positivas visibles con los pares de
primers PARA1313/TS4 tanto de PT como de suelo nativo; si bien las posibles causas
podrian ser las ya indicadas (por ejem. la baja colonizacion y abundancia de propagulos
de HMA en los suelos estudiados, los inhibidores existentes en el suelo, etc.), este
resultado si se comesponderia con las determinaciones de taxonomia clasica en los que
no se registrd la presencia de Paraglomus en las muestras analizadas morfoldgicamente
en la Puna (Lugo &t al. 2008).

En cuanto a las PCR directas destinadas a amplificar también parte de la region 185 e
ITS; mediante la ufilizacion de los primers ITS T20T%4 v FMG/GIGAS.8R, no se
obtuvieron resultados positivos en ninguno de los sitios estudiados. Es decir, no se
confirmod la presencia de Scufellospora casfanea (Hiji et al. 1999) ni de otros
representantes (p. e)., Gigaspora spp., Scutellospora s5pp.) de la familia Gigasporacease
(De Souza et al. 2004). Asi, los métodos moleculares no detectaron estos taxones que
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si fueron registrados con determinaciones morfoldgicas vy anatomicas de los HMA
punefios realizadas previamente en los sifios analizados, en los que hallaron
representantes de los géneros Scutellospora v Gigaspora (Lugo et al. 2008).

Las reacciones a partir de los primers LSU 0061/LSU 0599, a pesar de haber observado
doble bandeo, indicarian nuevamente ADN extraido de calidad tal que permite su
amplificacion por reacciones de PCR. En la segunda serie de reacciones anidadas en
las gue se utilizd el par de primers LSU REK4fILSU RK7r que amplifica para
representantes de Funnelformis (Kjaeller & Rosendahl 2000; Stukenbrock & Rosendahl
2005 a y b), no se obtuvo producto de amplificacion en las reacciones de rutina cuando
se frabajo con templados procedentes de PT; para lograr amplificar el material, se
debieron incluir modificaciones que dieron como resultado amplificados con doble
bandeo, éste probablemente indique inespecificidad en la amplificacion en al menos una
banda o signos de degradacion. Estos productos de amplificacion no presentaron la
calidad necesaria para los analisis de variabilidad genética por SSCP programados. Aun
asi, podria decirse gue al haberse obtenido amplificaciones positivas, se confirmaria la
presencia de HMA pertenecientes al grupo de especies de Funnefliformis va
mencionadas (Kjaller & Rosendahl 2000; Stukenbrock & Rosendahl 2005 a v b) en
todas las muestras de PT analizadas. Asi, se sumarian este grupo de especies de HMA
a los resultados obifenidos mediante técnicas taxonomicas clasicas por Lugo et al
{2008), quienes registraron previamente en los suelos pufienos a Glomus sp., G.
aggreqgatum, G. ambisporum vy G. sinvosum, actualmente denominado Sclerocystis
sinuosa (Schibler y Walker 2010).

Cuando se realizd la amplificacion anidada en las muestras de ADN proveniente de
suelo nativo, solo se logrd amplificar las muestras correspondientes a los sitios L1 y L5.
Si bien esto confirmaria la presencia de representantes del grupo de especies de
Funneliformis (Kjeller & Rosendahl 2000; Stwukenbrock & Rosendahl 2005 a y b) en
esios sitios, no puede afimarse que en los restantes (L2, L3 v L4) no existan
representantes de éstos taxones de HMA ya que en las PT de esos mismos sitios si
pudieron detectarse por idenfificacion morfoldgica. Entonces, seria probable que la
cantidad del material genético de estos HMA no fuera la necesaria para que la
extraccion eficiente del ADN en los sifios donde no fueron detectados, impidiendo su
amplificacion por la reaccion de PCR. Ademas, se comprobd que la pureza del ADN
extraido en L2, L3 y L4 (estimada mediante la absorbancia 260/280) fue escasa segln
los parametros utilizados por van Pelt-Verkuil et al. (2010). Esto reforzaria ain mas la
hipotesis del bajo contenido generalizado del ADN de los HMA para fodo este estudio.

El mayor nimero de handas obtenido en e gel SSCF se evidencid en el sitio LS
comparado con el L1. También se detectd coincidencia de 12 joci en L1 y L5, lo que
demuestra que existen taxones que se encuentran en ambos sitios. Aunque las bandas
se visualizaron en un solo gel de todos los realizados, el mayor namero de bandas en
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L5 podria indicar un mayor grado de polimorfismo yfo mayor ndmero de taxones en este
sitio de estudio, lo que podria ser indicative de mayor diversidad de los HMA del género
Funneliformis en el sitio LS. Sin embargo, la confirmacion por corte de bandas y
secuenciamiento seria el paso a seguir para confirmar estos resultados.

Dehido a que en general no se lograron todas las amplificaciones esperadas y teniendo
en cuenta que las PCRs fueron realizadas en diferentes condiciones, empleando tres
Tag polimerasa diferentes vy realizando distintas diluciones, nos lleva a infenr que el
ADM de los HMA de las muestras procedentes de PT v del suelo nativo de la Puna
presentd una abundancia menor a la minima necesaria para su deteccidn v
amplificacion. Ofra posible explicacion es que |as muesiras analizadas fueran
resistentes a la lisis celular v por ello, seria necesario implementar ajustes al método de
extraccion aqui utilizado.

Conclusiones

En los suelos de la Puna estudiados, los resultados de las metodologias moleculares
obtenidos a partir de cultivos trampa no fueron idénticos sino que complementarios a los
hallados a parir de suelo nativo, demostrando gque los métodos utilizados en este
trabajo muestran variabilidad. Asi, los resultados moleculares se complementaron con
los obtenidos por métodos morfoldgicos, sumando nuevas especies a las previamente
registradas mediante la metodologia morfo-anatomica vy ampliando la distribucion de
otras. De esta manera, se sugiere el abordaje de métodos complementarios para los
estudios ambientales tendientes a ampliar &l conocimiento sobre a taxonomia de HMA.
Los resultados obtenidos indicarian que la mayor representatividad de HMA en el
volumen total de las muestras procesadas, podria resultar en una mayor cantidad de
ADN de Glomeromycota en la cantidad total extraida. Esfo podria permifir mayor
eficiencia en la defeccion de los primers especificos para géneros de HMA a través de la
reaccion en cadena de la polimerasa, siendo el primer pasoc en la confirmacion
molecular de géneros de HMA de muestras ambientales. Por lo tanto, mayor esfuerzo
en la multiplicacion de los propagalos de HMA asi como en la extraccion de ADN de
estructuras de dificil lisis, permitiria arribar a resultados mas exitosos.
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un desafio para la Ciencia del Suelo

Carmen G. Cholaky y ]ase M. Cisneros (Comp.)

El XXV Congreso Argentino de la Giencia del Suelo cuyo lema es Ordenamiento Territorial: un desafio
para la Genda del Suelo, se ha organizado con el objetivo de instalar en las agendas cientificas, acade-
micas y politicas la necesidad de estudiar, proponery ejecutar acciones para ordenar las actividades en
el territorio aprovechando las muiltiples funciones del sistema suelo: producir, conservar, recuperar,
acumular y depurar entre las mds relevantes.

En este sentido, la presente obra sintetiza los principales avances logrados de la disciplina en nuestro
Pais. Dichas contribuciones estan organizadas y presentadas en los siguientes campos tematicos:
Fisica, Quimica y Fisico-quimica de Suelos; Biologia de Suelos; Fertilidad de Suelos y Nutricion Vegetal;
Manejo, Conservacion y Ordenamiento de Suelos y Aguas. Riego y Drenaje; Geénesis, Clasificacion,
Cartografiay Mineralogia del Suelos; Contaminadién del Suelo y Calidad del Medio Ambiente y Educa-
cién, Extensidn y Transferencia de la Ciencia del Suelo.

Esta obra esta destinada a docentes, investigadores, estudiantes y profesionales quienes hacen de la
Ciendia del Suelo su quehacer cotidiano. También esta dirigida a todos aquellos que, directa o indirec-
tamente, usufructian de los servicios del suelo: productores agropecuarios, organismos piblicos
nacionales, provinciales y municipales, empresas de servicios agropecuarios, agroindustrias, asocia-
ciones profesionales, civiles y piblico en general.
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