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CLASIFICACION TAXONOMICA DE LA CEPA DE HONGO
MICORRIZOGENO ARBUSCULAR INCAM-2 COMO
Funneliformis mosseae, syn. Glomus mosseae

Taxonomic classification of the arbuscular mycorrhizal fungal strain
INCAM-2 as Funneliformis mosseae, syn. Glomus mosseae

Yakelin Rodriguez®, Yolande Dalpé y Sylvie Séguin

ABSTRACT. The strain INCAM-2 outstands among
arbuscular mycorrhizal fungal strains from the INCA’s
collection due to its economic and ecological significance.
It constitutes the base of bioproducts which are applied
in different agricultural systems and are extensively
commercialized at world level. This work aimed in
confirms the taxonomic classification previously done
of this strain through polyphasic taxonomy. For this, the
spore morphologic characteristics with major depth were
analyzed and other molecular protocols were used (rDNA
ITS region and V-H*-ATPasa). The results showed that
INCAM-2 strain is Funneliformis mosseae, syn. Glomus
mosseae. The spores distinguish by their big size, color
dark yellow to amber, the wall composed by three layers
(C1 hyaline mucilaginous, C2 hyaline and C3 laminated).
C1 stains reddish with Melzer’'s reagent. Subtending
hypha has a funnel shape and forms a recurved septum, the
pore is occluded. The phylogenetic analysis of obtained
sequences of both genes reveled a 98 % of homology
with some ecotypes of the same species registered in
the data bases of National Center of Biotechnologic
Information of the United States of America (NCBI).
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INTRODUCCION

La mayoria de las especies de HMA descritas
hasta el momento han sido caracterizadas sélo por
la morfologia de sus esporas debido a que muchas
de ellas no han podido ser cultivadas en macetas en
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RESUMEN. Dentro de la coleccion de cepas de hongos
micorrizogenos arbusculares (HMA) del INCA se destaca
por su importancia econdémica y ecologica la cepa INCAM-2,
al constituir la base de biopreparados que se aplican en
diversos sistemas agricolas y se comercializan ampliamente
a nivel mundial. El objetivo de este trabajo fue confirmar
la clasificacion taxondmica preliminar realizada de dicha
cepa, mediante taxonomia polifésica. Para ello se analizaron
con mayor profundidad las caracteristicas morfologicas de
las esporas y se utilizaron otros protocolos moleculares
(ITS del ADN ribosomal y V-H*-ATPasa). Los resultados
demostraron que la cepa INCAM-2 es Funneliformis
mosseae, syn. Glomus mosseae. Las esporas se distinguen
por su gran tamailo, su coloracion de amarillo oscuro a ambar,
la pared consta de tres capas (C1 hialina mucilaginosa,
C2 hialina y C3 laminada), donde C1 se tifie de rojizo con la
solucion de Melzer, la union de la hifa de sostenimiento a la
espora es en forma de embudo, presenta un septo curvo y el
poro esta ocluido. El analisis filogenético de las secuencias
obtenidas de ambos genes reveld que presentan un 98 %
de homologia con varios ecotipos de la misma especie
registrados en las bases de datos del Centro Nacional de
Informacién Biotecnoldgica de los Estados Unidos (NCBI).

Palabras clave: glomerales, caracterizacion molecular,
identificacion taxondmica, taxonomia polifasica

cultivos puros, en asociacion con plantas hospederas,
especiamente las que requieren nichos especificos (1, 2).
Sin embargo, el criterio basado solamente en su
morfologia no refleja la gran plasticidad fisiolégica y
diversidad genética de las poblaciones micorrizicas (3).

La aplicacion de técnicas moleculares ha
permitido un avance importante en los estudios
concemientes a la identificacion de estos hongos (4, 5).
En este sentido, una de las contribuciones mas
notables lo constituy6 la separaciéon de los mismos
en un phylum independiente: Glomeromycota (6). Por
esto la tendencia actual en estudios taxonémicos es la
aplicacion combinada de los métodos convencionales,
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en este caso morfoldgicos, con los moleculares, lo cual
se conoce como taxonomia polifasica (7).

Por otro lado, la cepa de HMA INCAM-2,
perteneciente a la coleccion del INCA, se considera una
de las mas promisorias dados los efectos beneficiosos
que se observan en las plantas con su inoculacion. Entre
estos se destaca el aumento de la tolerancia al déficit
hidrico (8), asi como el incremento del rendimiento y
un mejor estado nutritivo del tomate en condiciones de
suelo Ferralitico Rojo Lixiviado (9) y el favorecimiento de
la aclimatizacion de vitroplantas de papa (10).

En estudios previos se demostré que la cepa
INCAM-2 es Glomus mosseae (11). Este resultado se
basé en la caracterizacion morfoldgica de las esporas
y en la aplicacion de una técnica molecular sencilla
(12). En la misma se realizaron reacciones en cadena
de la polimerasa anidada (NESTED PCR), donde en la
segunda PCR se utilizdé un cebador taxén-especifico
discriminante para Glomus mosseae, conocido como
5,25 (12). Estos autores emplearon como marcador
la subunidad ribosomal mayor (LSU).

Asimismo se han utilizado con frecuencia para
estos fines los genes ribosémicos nucleares ITSy SSU
(13, 14). No obstante, en la actualidad, continuan las
investigaciones encaminadas al desarrollo de nuevos
protocolos moleculares menos engorrosos y que
permitan la identificacion certera de un mayor nimero
de especies de HMA. Entre estos resaltan los que se
basan en genes que codifican para proteinas, como es el
caso de la tubulina (15) y la V-H*-ATPasa vacuolar (16).

El objetivo de este trabajo fue confirmar la
clasificacion taxondmica de la cepa INCAM-2 como
Glomus mosseae, mediante el analisis detallado de
la morfologia de las esporas y el empleo de otros dos
protocolos moleculares.

MATERIALES Y METODOS

AISLAMIENTO Y SELECCION DE LAS ESPORAS DE HMA

Se analizaron esporas de la cepa de HMA
perteneciente a la coleccion del INCA, INCAM-2
(Glomus mosseae (Nicol. & Gerd.) Gerd. & Trappe
(17, 18)), que fueron extraidas de cultivos puros
sobre Sorghum bicolor L. (19), mediante la técnica
de Tamizado humedo (300 y 38 um) y centrifugacion
en gradiente de sacarosa (20), procediéndose al
aislamiento manual de esporas jovenes homogéneas
segun su apariencia al microscopio estéreo 70x
(Olympus SZ-PT), con auxilio de micropipeta.

CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Se examinaron 100 esporas para analizar sus
propiedades morfolégicas: color, forma y tamafo de
las esporas; numero, estructura, grosor y respuesta
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a distintas tinciones de las capas de la pared,
segun terminologia propuesta por Walker (21) y
Stirmer y Morton (22); caracteristicas de la hifa de
sostenimiento: forma, numero de capas de la pared
y grosor, poro. Para ello se realizaron preparaciones
permanentes con diferentes soluciones de montaje:
alcohol polivinilico-acido lactico-glicerol (PVLG) (23),
PVLG con solucién de Melzer (1:1, v/v) y PVLG con
azul de algododn (0,15 % en &cido lactico) (1:1, v/v).
La clasificacion de colores se realizé segun el cédigo
de la carta de colores de la coleccion internacional
del cultivo de hongos micorrizégenos arbusculares y
Vesiculo-Arbusculares (24). Se utilizé un microscopio
compuesto Nikon Eclipse 800, equipado con contraste
de interferencia diferencial Nomarski y las fotografias
se tomaron con una camara digital Nikon CoolPix
4 500, lo cual posibilitd ahondar mas en la morfologia
de las esporas.

CARACTERIZACION MOLECULAR

Extraccién de ADN. Las esporas se lavaron con agua
destilada y se secaron al aire. La extraccion de ADN
se realizé con la utilizacion de micro-pistilo plastico,
a partir de 26 esporas a las cuales se les afiadieron
25 pl de la solucion amortiguadora de extraccion del
juego de reactivos PreManUltra (Applied Biosystems).
Las esporas maceradas se incubaron a 90°C por 10
min, seguido por incubacién a temperatura ambiente
por dos minutos y centrifugacion a 15 000 rpm
(International Equipment Company Micromax) por
cinco minutos. El sobrenadante se colecté y diluyo
(1:10) en Tris-HCI 10 mmol.L" (pH 8).

Todas las amplificaciones se realizaron en
termociclador (Biometra TProfessional). Las
polimerasas y los cebadores fueron proveidos por
Invitrogen. La informacion referente a los cebadores
utilizados aparece en la tabla
Anadlisis de ITS del ADN ribosomal. Se realizé
una amplificacion cuya mezcla de reaccion contenia
1x de solucién amortiguadora Fermentas Tag (20 mmol.L"
Tris (pH 8,4) y 50 mmol.L"* KCI), 0,25 mmol.L-" de
cada dNTP, 1 mmol.L-" de cada cebador (GLO2A y
GLOZ2R), 0,4 unidades de Fermentas Taq polimerasa,
3 mmol.L" de MgCl,y 1 uL de ADN gendémico 1-5 ng.uL",
en un volumen final de 10 uL (16). Se ejecuto el
programa: 3 min a 94°C, 38 ciclos de 30 seg a 94°C,
60 seg a 50°C, 90 seg a 72°C, con un ciclo final de
7mina72°C (16). Los productos de la PCR se clonaron
con el uso del juego de reactivos TOPO TA Cloning®
(Invitrogen), empleando el vector pCR®4-TOPQO® y la
cepa de Escherichia coli (TOP10). La seleccion de
las colonias se realizé con kanamicina primero y con
ampicilina después. Luego se procedio a determinary
crecer las colonias con el inserto apropiado (650 pb),
purificandose los plasmidos con el juego de reactivos
GenElute™ Plasmid Miniprep (Sigma).



Cultivos Tropicales, 2014, vol. 35, no. 2, p. 27-33

abril-junio

Cebadores utilizados en la caracterizacion molecular de la cepa de HMA INCAM-2 y sus referencias

Cebador Secuencia nucleotidica (5°-3”) Gen amplificado Referencia
GLO2A CGT AAC AAG GTT TCC GTA GG ADNTr ITS 16
GLO2R GCG GGTACT CCTACCTGATT ADNTr ITS 16
GmossATP102722 CAATCG CTC TTA TCG TAG GCT GT V-H*-ATPasa Este trabajo *
GmossATPup1058 CGG TACTTT GTT CTG ATAAGA C V-H'-ATPasa 25
GmossATPup1104 AAC CTT CGATGAACC TTACCT V-H*-ATPasa 16
GintraATPup1104 GAC TTT TGA TGA ACC TTA CCT V-H'-ATPasa 16
GmossATP102663 GGA CGA CTTTAC GAACTT TTG V-H*-ATPasa 16
GintraATP102663 TCA CAA CTT TAC GAACTT TTG V-H'-ATPasa 16
GcoroATP102663 TGA CAA CTT TGC GAA CTT TTG V-H'-ATPasa 26

*Cebador nuevo disefiado con el programa Oligo6 (Molecular Biology Insights 2010) y suministrado por el laboratorio de micorrizas del

Institute Agriculture & Agri-Food Canada (AAC), Ottawa, Canada

Los dos protocolos se desarrollaron segun

instrucciones del fabricante para ADNr /TS.
Analisis de V-H*-ATPasa. Se utilizé un cebador nuevo
disefado y proveido por el laboratorio de micorrizas
del Instituto AAC: GmossATPlo2722, el cual fue
disefnado a partir de la secuencia del NCBI, AY193825.
Se realizaron tres PCRs utilizando las siguientes
combinaciones de cebadores: GmossATPup1058—
GmossATPlo2722; GmossATPup1104,
GintraATPup1104-GmossATPIlo2722 y
GmossATPup1058-GimcATPlo2663 (mezcla
equimolar de GmossATPl02663, GintraATPlo2663 y
GcoroATPIo2663), tal como se aprecia en la tabla.

La mezcla de reaccion de las PCRs contenia 1x
de solucion amortiguadora Titanium Taq (3,5 mmol.L"
MgCl,), 0,1 mmol.L"* de cada dNTP, 0,08 umol.L-" de
cada cebador; 0,5x Titanium Taq polimerasa y 1 uL
de ADN genémico 1-5 ng.uL™, en un volumen final
de 10 uL (16). Las amplificaciones se realizaron de
la siguiente forma: 3 min a 94°C, a continuacién 40
ciclos de 30 seg a 94°C, 45 seg a 58°C, 2 mina 72°C
y el ultimo ciclo fue seguido por una extension final de
7 mina 72°C (16).

Los productos de las PCR, en ambos casos,
fueron analizados mediante electroforesis en geles
de agarosa (1,5 %) en TAE que contenian bromuro de
etidio (0,05 uL.mL") y se us6 solucién amortiguadora
de corrida TAE 1x (Tris 40 mmol.L"' (pH 7,8), acido
acéticoy EDTA). Se afiadio 1 uL del marcador de peso
molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) 1 ug.uL".
Las corridas se realizaron a 60 voltios por 60 minutos
en equipo de electroforesis horizontal (BIORAD). Los
fragmentos de ADN fueron visualizados y fotografiados
bajo luz ultravioleta.

Analisis de las secuencias. La secuenciacion se
efectud con el juego de reactivos “Cycle Sequencing
BigDye Terminator” 3.1, en un secuenciador automatico
ABI 3100-Avant (Applied Biosystems/Hitachi), en el
laboratorio de Micologia de AAC. Las secuencias
obtenidas se editaron manualmente en SegMan (27) y
se compararon con las bases de datos del NCBl a través
del BLAST. Se seleccioné el modelo de trabajo en cada

29

caso. El valor del parametro Gamma y el logaritmo de
verosimilitud se estimaron por el método estadistico
de méaxima verosimilitud. Se utilizé el programa MEGA
5,0 (28) para alinear las secuencias seleccionadas y
construir los arboles filogenéticos correspondientes
mediante el método de distancia del vecino mas
cercano. Se empled el método de bootstrap con 1000
repeticiones como prueba de filogenia. En los arboles
filogenéticos se empled la nomenclatura y clasificacion
de los HMA propuesta por SchuBler y Walker (29).

RESULTADOS Y DISCUSION

CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Las esporas de la cepa INCAM-2 son de color
amarillo a ambar (0/30/100/0)-(0/20/80/0), poseen
forma globosa o subglobosa y tamafio entre 100-250 um
(Figura 1A-B). La pared de las esporas esta compuesta
por tres capas (Figura 1D-E), la C1 es hialina,
mucilaginosa, aparece frecuentemente degradada
en esporas maduras, de espesor entre 1,5-2,5 um.
C2 es hialina, rigida, con espesor de 0,8-1,6 um.
C3 es de color amarillo, laminada y presenta un
espesor de 3,2-6,4 um. La reaccion con la solucion
de Melzer es positiva (C1-rojizo; C3-amarillo claro).
C1 se tifie de azul oscuro en forma discontinua o de
parches con azul de algodén (Figura 1F). La hifa de
sostenimiento posee el mismo color de las esporas,
presenta forma de embudo, es en su mayoria curva, el
ancho en la base de la espora es 21-30 um (Figura 1A-
C). La pared de la hifa de sostenimiento es del mismo
color de la pared de la espora (hialino y amarillo), el
espesor en la base de la espora es entre 6-7,5 um, esta
compuesta por dos capas continuas con C1y C3dela
espora (Figura 1A-C). El poro esta cerrado al presentar
un septo curvo localizado de 0-32 um de la base de la
espora (Figura 1C). Las esporas se encuentran en forma
simple en el suelo (Figura 1A-B).
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C= capa de la pared de la espora
A-B= esporas maduras con unién de la hifa

hs= hifa de sostenimineto

se= septo curvo Barras de escala= 20 ym

PVLG C= unién de la hifa de sostenimiento con detalle de septo curvo

PVLG D-E= esporas jovenes aplastadas que muestran las capas de la pared (C1, C2 y C3) y su tincién con PVLG+Melzer

F= tincion azul oscuro discontinua con azul de algodon

DIC= microscopio de contraste de interferencia diferencial

Figura1. Imagenes de esporas de INCAM-2, a partir de cultivos en maceta

Al comparar las caracteristicas morfoldgicas de
las cepas analizadas con las que aparecen descritas
en el catalogo INVAM (24) se confirmo que INCAM-2
es Funneliformis mosseae (Nicol. & Gerd.) Walker &
Schiiler (29), syn. Glomus mosseae.

No obstante, en la observacién al microscopio
Optico la especie F. coronatum (Giovann.) Walker
& Schufler (29, 30) muestra elevada similitud a
F. mosseae, con la salvedad de la coloracién ambar
mas oscura de sus esporas, la uniéon de la hifa de
sostenimiento a la espora en forma de embudo mas
marcada en la mayoria de la poblacién, y que su pared
tiene soélo dos capas, aunque en ocasiones es dificil
la distincion debido a que en esporas maduras de
F. mosseae la C1 generalmente aparece degradada.
Las esporas de F. caledonium (Nicol. & Gerd.) Walker
& Schuller (17, 29) también se asemejan, pero esta
especie tiene una pared conformada por cuatro
capas con estructuras y fenotipos distintivos que la
diferencian de F. mosseae. Ademas, la union de la
hifa de sostenimiento a la espora es cilindrica y en
ocasiones ligeramente constrefida.
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Es valido destacar que en el presente trabajo, a
diferencia del realizado por otros autores (11), dentro
de las variables morfologicas se analizé con mayor
detalle la estructura de las capas de la pared de las
esporas y de la hifa de sostenimiento, particularizando
en el grosor de las mismas. En general, se estudiaron
todas las caracteristicas morfoldgicas de la hifa de
sostenimiento de las esporas de la cepa INCAM-2,
las que no habian sido evaluadas con anterioridad.
Se determind la respuesta a la tincién con azul de
algodén. Ademas, para el color se indico el cadigo
segun la carta de colores de la coleccion internacional
del cultivo de hongos micorrizégenos arbusculares y
vesiculo-arbusculares, lo cual facilita la comparacién
con esporas de especies similares.

CARACTERIZACION MOLECULAR

El analisis filogenético de las secuencias
obtenidas de ambos genes (Figura 2) sustenta
la caracterizacién morfoldégica de esta cepa y
corrobora que, en efecto, INCAM-2 es Funneliformis
mosseae, syn. Glomus mosseae, al presentar dichas
secuencias un 98 % de homologia con varios ecotipos
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de la misma especie registrados en las bases de
datos del NCBI, para los dos genes analizados.
Ademas, lacomparaciénde las secuencias de /TS mostré
un 90 y un 88 % de similitud con las de F. caledonium'y
F. coronatum, respectivamente, y la de V-H*-ATPasa,
un 93 % de homologia con las de F. caledonium y
G. multiforum Tadych & Blaszkowski.

La secuencia resultante de V-H*-ATPasa posee
1641 pb, mientras que las de ITS presentan 524
(tres clones), 521 y 517 pb. Las mismas fueron inscritas
en el NCBI bajo los numeros de acceso JQ178252 para
V-H*-ATPasa, y para los cinco clones analizados del
ADNr ITS fue del JQ178247 a JQ178251 (Figura 2).

Lo expuesto evidencia la importancia de realizar
la caracterizacion molecular para constatar la
identidad de las cepas de HMA, con lo cual se integran

los criterios morfolégico y molecular (taxonomia
polifasica). El analisis molecular realizado demostré
la efectividad de la aplicacién conjunta de dos
marcadores que se complementan, en este caso ITS
y V-H*-ATPasa, para identificar estos hongos. Esto
coincide con trabajos recientes donde se combinaron
los ITS y SSU (31, 32, 33, 34, 35), lo que resulta
pertinente cuando uno de los marcadores no separa
la especie descrita al nivel requerido. Asimismo, se
han combinado los tres genes ribosémicos nucleares
(SSU, ITS y LSU), estableciendo como un cddigo de
barra, para discernir entre especies muy cercanas
filogenética y morfolégicamente (13, 14).

Entre los genes ribosdmicos nucleares, el ITS
resuelve gran parte de las especies conocidas del
género Glomus (14). Esto justifica su seleccion en este

A 57 JQ178247 INCAM-2 clon3
56 JQ178248 INCAM-2 clon4
JQ178249 INCAM-2 clon8

" L JQ178251 INCAM-2 clon20
91 JQ178250 INCAM-2 clon14
66 FJ769294 Funneliformis mosseae
‘ 97 EF989114 Funneliformis mosseae
97 FN423687 Funneliformis coronatum
98 N GQ205090 Funnelifo‘rmis caledonium
99 L GQ205086 Glomus multiforum
JF692726 Glomus cubense
100 I JF692724 Glomus cubense
( 71 JF692725 Glomus cubense
AF 185662 Rhizophagus intraradices
‘ 99 GQ205083 Rhizophagus clarus
GQ205095 Claroideoglomus claroideum
—_
0,05
B 93 GQ205033 Funneliformis mosseae
GQ205035 Funneliformis mosseae
99 GQ205034 Funneliformis mosseae
95 JQ178252 INCAM-2
[— GQ205028 Funneliformis multiforum
= 98'GQ205029 Funneliformis caledonium

JF510464 Glomus cubense
—!—7 GQ205026 Rhizophagus clarus
94 GQ303448 Rhizophagus intraradices

GQ205030 Claroideoglomus claroideum

—

0,02

Se utilizaron las secuencias nucleotidicas de ADNr /TS (A) y V-H*-ATPasa (B) obtenidas de la cepa INCAM-2 y otras relacionadas
provenientes del NCBI. Como raiz se utilizé una secuencia de la especie Claroideoglomus claroideum. Los modelos de trabajo empleados
fueron Jukes-Cantor (A) y reversible de tiempo general + G (B). Como prueba de filogenia se utilizé el método de bootstrap con
1000 repeticiones, los porcentajes se indican en los nodos (>50 %). La escala indica la sustitucién de nucleétido por sitio.
Se utilizé el Programa MEGA 5,0

Figura 2. Arboles filogenéticos construidos mediante el método de distancia del vecino mas cercano
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estudio, demostrando ser eficaz, lo que concuerda con
trabajos recientes (32, 33, 34,), donde se describen
nuevas especies de HMA a partir de este marcador.
Aunque no se debe obviar la desventaja de su gran
variabilidad intra-especifica e intra-espora para estos
hongos en particular, lo cual implica necesariamente
realizar el protocolo de la clonacion que es largo y muy
engorroso en términos de manipulacién, dificultando el
procedimiento de identificacion. Los cebadores de ITS
especificos de Glomus utilizados aqui: GLO2A-GLO2R
(16), fueron ensayados anteriormente con éxito en la
identificacion de dos especies nuevas (23, 34), lo cual
en conjunto con los resultados de este trabajo avalan
su utilidad para este género.

Por su parte, el marcador V-H*-ATPasa ofrece la
ventaja de presentar una sola secuencia para cada
especie (26), indicando que no es necesario clonar, lo
cual explica su seleccién en este trabajo y demuestra
que su implementacion en la identificacion molecular
de los HMA contribuye a disminuir los costos, reducir
el tiempo y a simplificar el proceso. Este marcador ya
habia sido utilizado en la taxonomia de los HMA con
resultados satisfactorios; sin embargo, se considera
novedoso para este fin pues solo ha sido implementado
en dos estudios recientes (16, 23), donde en uno de
ellos demostro ser eficaz en la identificacion de una
nueva especie: Glomus cubense (23).

El cebador nuevo de V-H*-ATPasa informado en
este estudio resultd util, al menos, para la especie F.
mosseae, aunque no se descarta su funcionalidad para
otras especies de la familia Glomeraceae. Ademas,
permitié amplificar un fragmento del gen de talla mayor
(1641 pb) respecto al amplicon de 1468 pb que revelo
la previa secuenciacion de este gen (26), por lo que
se recomienda su aplicacion en la identificacion de
otras especies.

Resulta util disponer de un marcador de facil
aplicacion, como es el V-H*-ATPasa que permita
discriminar entre especies cercanas de Glomerales,
si se considera que este orden constituye el de mayor
representacion en los ecosistemas y, en la mayoria de
los casos, las diferencias morfolégicas entre algunas
de las especies son muy sutiles (13, 14, 36). Esto
valida la ventaja de su uso, en comparacién con los
marcadores ribosémicos, por lo que es conveniente
continuar trabajando en el disefio de nuevos cebadores
que funcionen en un mayor nimero de especies.

La estrategia desarrollada para la secuenciacion
de los fragmentos de V-H* -ATPasa sientan las bases
para el disefio de cebadores especificos tanto de la
cepa estudiada como de otras, los cuales pudieran ser
empleados en el monitoreo y en la identificacion de
las mismas en los agrosistemas donde se aplican los
productos a base de estas cepas.
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