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RESUMEN

“Caracterizacion de la biodiversidad fungica de ecosistemas aridos de Baja

California, México”

Los hongos del suelo poseen un papel crucial en el funcionamiento de los
ecosistemas. Estan involucrados en procesos primari'os tales como reciclado de
nutrientes y degradacién de materia organica. Ademas pueden existir en cualquier
tipo de ambiente,” incluyendo los ecosistemas aridos. Estos ecosistemas,
dependiendo del tipo de sustrato que presenten, son muy ricos en microhabitats y
es ahi donde se dan las condiciones éptimas para el desarrollo de hongos. Debido
a que solo una pequefia fraccion de los hongos presentes en la tierra son
cultivables y una fraccion a(n mas pequefa desarrolla cuerpos fructiferos, las
técnicas convencionales’ de identificacion arrojan informacion limitada de la
composicion y dinamica de las comunidades de hongos en el suelo. Actuaimente,
fa extraccion y ampilificacion de ADN directamente de muestras del suelo han
permitido caracterizar la biodiversidad fungica sin utilizar medios de cultivo ni
observacion de cuerpos fructiferos. La regidn blanco en estudios de biodiversidad
es el ITS (espaciador interno transcripcional) del ADN ribosomal (ADNr), ya que
posee secuencias altamente variables, no codificantes, que acumula mutaciones
neutrales, adecuado para discernir entre especies de hongos cercanamente
relacionadas. Debido a que Baja California posee zonas aridas en mas del 50% de
su territorio y que la biodiversidad fingica del suelo es desconocida, se procedio a
caracterizar la biodiversidad flngica de ecosistemas &ridos de Baja California,
tomando muestras del suelo de ecosistemas aridos bien representados a lo largo
del estado con distintas caracteristicas climaticas. Se extrajo ADN gendmico de la
tierra y se amplificd la region ITS por PCR anidada utilizando cebadores
especificos para el subreino Dikarya. Se obtuvieron amplicones de interés en
todas las localidades muestreadas. Estos amplicones fueron clonados en un

plasmido y propagadas en bacterias con el fin de construir una genotéca. Las




t

colonias positivas fueron seleccionadas para extraer los plasmidos y diferenciar
las secuencias ITS utiizando andlisis de patrones de restriccion” para
" posteriormente enviar a secuenciar una muestra representante por cada patrén de
restriccién. Los patrones de restriccion y los filotipos obtenidos fueron utilizados
para determinar indices de diversidad, asi como para determinar filotipos por
patron y observar el parentesco de los filotipos por medio de la construccion de un
arbol filogenético. Los resultados obtenidos indicaron que la metodologia utilizada
presenta sesgos, por lo que- la biodiversidad fingica de Baja California
“seguramente esta siendo subestimada. Aun asi los resultados mostraron que la
biodiversidad de los ecosistemas aridos del estado es mucho mas amplia que la
descrita en anteriormente, que estaba basada en la observaciones de cuerpos
fructiferos. Asimismo se observd que la diversidad fangica muestra patrones de
distribucion geografica similares a los descritos en organismos superiores (p.e.
plantas), por lo menos para el estado de Baja California, habiendo filotipos
distintos para el mismo ecosistema al norte y sur del estado, asi como filotipos
tnicos para localidades con caracteristicas climaticas muy exclusivas y filotipos de
transicion entre ecosistemas aridos mediterraneos y desérticos. Por lo anterior se
concluyd que los hongos se distribuyen dependiendo de las caracteristicas

climaticas y biogeograficas de las localidades muestreadas.
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CAPITULO |
1. INTRODUCCION
1.1 Planteamiento del probiema -

La microbiota conformada por los microorganismos del suelo re;;resenta
una fraccion considerabie de la biomasa viva del planeta (Fierer et al, 2007). Se
estima que en la tierra, hay cerca de 10 kg de biomasa microbiana por hectarea
en suelos superficiales (Brady, 2002). Esta biomasa posee un papel crucial en el
funcionamiento de los ecosistemas va que estad involucrada en procesos, tales
como, el reciclaje de nutrientes, la descomposicién de materia orgénica y la
fijacion de nitrogeno, entre otros (Valinsky et al, 2002). A pesar de su importancia,
se conoce muy poco acerca de la distribucién de la microbiota y su relacién con el

resto de los componentes de los ecosistemas que habitan (Fierer et al, 2007).

Gran parte de estos microorganismos son ubicuos ya que poseen
distribucion cosmopolita (Perry et al, 2003). Pueden existir bajo cualquier
condicion ambientai, incluyendo ecosistemas extremos, como las zonas aridas.
Estas se distinguen por la escasez de lluvia, presentando precipitaciones anuales

que no sobrepasan los 254 mm de agua (Bhatnagar y Bhatnagar, 2005).

Baja California posee ecosistemas aridos en mas del 50% de su territorio,
en los cuales la precipitacion anual es de 100 a 200 mm de égua (INEGI: Instituto

Nacional de Estadistica y Geografia, México) (Figura 1).
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Figura 1. Mapa de climas de Baja California. Modificado de! Instituto Nacional de
" Estadistica y Geografia'

Basandose en el tipo de vegetacion, fisiografia y climatologia, se establecid
que en Baja California se pueden encontrar cince ecosistemas distintos
(Deigadillo, 1990}, de los cuales, cuairo son considerados como aridos segun la
clasificacion del INEGI. Estos ecosistemas son: “chaparral’, “matorral desértico”,
“matorral costero” y “marismas y dunas costeras”. Por la precipitacion y altas
~ temperaturas, las zonas éaridas de Baja California se aéemejan al desierto del
Sahara en Africa, que es considerado uno de los méas aridos del mundo (Goodall y

Perry, 1979).

Los ecosistemas aridos aparentan poseer poca biodiversidad debido a la

falta de agua, la cual limita las actividades biclégicas. Sin embargo, existe una

' www.inegi.gob.mx



gran cantidad de microhabitats ocupados por microorganismos_; es ahi, donde
éstos &esarrollan sus ciclos vitales (Mueller, 2004). Los microhabitats se forman
por la yuxtaposicion c_le agregados de suelo y los espacios de aire que quedan
entre agregados. Los microorganismos tienden a adherirse a la supertficie de
dichos agregados (Daniel, 2005) y es ahi donde se dan las condiciones
adecuadas para su crecimiento y desarrollo, gracias a ia presencia de humedad,
nutrientes y materia organica en descomposicion®. Por lo tanto, la presencia de
microhabitats 'en un ecosistema depende del tipo de suelo y del tamaﬁo de
agregados que los conforma (Daniel, 2005). .Los ecosistemas aridos en su
mayoria poseen suelos formados por grandes particulas como arenas y gravas®.
Estas particulas forman agregados de gran tamafio unidos por hifas y compuestos
organicos, que a su vez, producen un suelo poco compacto repleto de espacios
vacios, donde se dan las condiciones 6ptimas para el desarrollo de microhabitats,
ya que permite el filirado de agua al subsuelo y por lo tanto la retencion de
humedad y precipitacién de nutrientes?. Cada microhabitat posee caracteristicas
especificas, por lo que los microorganismos que lo habitan han adaptado su
metabolismo para poder sobrellevar fas condiciones ambientales que soportan.
Por lo anterior, existen microorganismos altamente tolerantes, con metabolismos
especializados y eso aumenta las probabilidades de especiacion simpatrica dentro
de una misma zona (Binga et al, 2008). Por lo mismo, la bioprospeccion de

microorganismos de ecosistemas extremos, incluidos los aridos, ha experimentado

? http:/imww.soilhealth.com
* http://mww.ucmp.berkeley.edu



un gran auge en los dltimos afios y se han identificado microorganismos que
poseen genes que codifican para enzimas que actualmente son utilizadas en ia

“industria farmacéutica y biotecnolégica (Binga et al, 2008; Satyanarayana, 2005;).

- Se ha comprobado que la microbiota es la encargada de mantener la
integridad de los; ecosistemas (Whitford, 1996), debido a que esta involucrada en
" todos los ciclos biogeoguimicos y es la encargada de fa formacion de nuevo suelo,
asf como de mantener la permeabilidad del sustrato y proporcionar caracteristicas
de paisaje (Bhatnagar y. Bhatnagar, 2005). A pesar de su importancia ecoldgica y
sus repercusiones médicas e igdustriales, la biodiversidad de la microbiota ha sido

la menos explorada en el mundo (Satyanarayana, 2005).

De la microbiota del suelo, la biodiversidad procariota ha sido la mas
estudiada en suelos alrededor del mundo (Fierer et al, 2008; Hartmann y Widmer,
2006; Bhatnagar y Bhatnagar, 2005; Rainey et al 2005). Mientras que, la
biodiversidad eucariota, especificamente la del reino Fungi, perrmanece aln
escasamente estudiada a pesar de gue se sabe, que en ecosistemas deserticos la
biomasa microbiana esta dominada por hongos (Jeewon, y Hyde, 2007; Borneman
y Hartin, 2000) y que la estabilidad a largo plazo de los ecosistemas, depende en
gran parte, de las actividades llevadas a cabo por ellos (Cannon, 1999). Los
hongos en ecosistemas aridos, han sido en la mayoria de los casos ignorados, a
pésar de que se ha sugerido que la riqueza flngica, especiﬁbamente fas

micorrizas, influencian la biodiversidad de flora en un ecosistema (van der Heijden



et al, 1998) y que estimulan y mantienen el proceso de crecimiento en plantas
liberando nutrientes y otra_s moléculas (Liesack y Stackebrandt, 1992). A la vez, sé
ha comprobado que un suelo no impactad'o‘posee una comunidad de hongos bien
desarrollada y se cree que ésta, esta directamente relacionada con la supresion
detl desarrolio de hongos patoégenos para plantas y humanos (Alabouvette, 1990).
En el ecosistema existen actividades que son practicamente exclusivas de
hongos, p.e. la descomposicion completa de la lignina, la ruptura de moléculas
complejas como la celulosa y los taninos (Cannon, 1999), la produccién de resinas
que mantienen unidos los agregados de suelo' (Bhatnagar y Bhatnagar 2005) y el
ser alimento para muchos invertebrados (Shaw, 1992). Por ofro lado, de los
escasos estudios en hongos, la mayoria estan enfocados a micorrizas y hongos
patogenos de humanos y plantas ya conocidos, dejando a un lado a los hongos
degradadores de materia organica los cuales poseen importantes funciones en los
ecosistemas (Ryberg, 2009). Se ha sugerido que la pérdida de una sola especie
fungica en un ecosistema podria tener repercusiones ecolégicas a macro escala
especialmente debido a la reaccion en cadena que llevaria a la interrupcion de
interacciones entre organismos. De hecho, se ha sﬁgerido que los perfiles de la
comunidad flngica se modifican significativamente en respuesta a minimas
perturbaciones en el ambiente (Jones, 1998).

Se estima que existen cerca de 1.5 millones de especies fungicas de las
cuales solo se han descrito menos del 5% (Hawksworth y Rossman, 1997) y sé

cree que ésta cifra aiin subestima la verdadera cantidad de especies fingicas en



el mundo (Persoh y Rambold, 2003). La principal causa de la falta de informacién
en la éaracterizacién de la ciiversidacl fungica, ha .sido la dependencia de tecnicas
basadas en medios de cultivo, a pesar de que la proporcién de organismos
cultivables representa tnicamente del 0.1-10% de los microorganismos que en
realidad habitan er; el ecosistema estudiado (Head et al, 1998). Esto se debe a
que el sustrato en el que se desarrollan los hongos es muy especifico para cada
especie, por lo que un medio de cultive universal no ha funcionado para obtener
una perspectiva real de los hongos que habitan en una muestra de suelo (Leger et
al, 2000).P Asimismo, de los organismos cuitivables, se han des;:rito varias
especies cripticas, haciendo mas complicada la identificacién basada en la
morfologia y subestimando aun mas la riqueza de un ecosistema (O’'Donnell et al,
2004; Hibbett y Donoghue, 1996). Por si fuera poco, utilizando medios de cultivo
habitualmente se pasan por alto hongos de lento crecimiento y aguellos gque no
esporulan en el medio de cultivo, aislando Unicamente los hongos méas comunes y
abundantes llamados “generalisias”, como lo son algunos miembros de los
géneros Fusarium y Trichoderma (Jeewon y Hyde, 2007).

Actualmente, el estudio de la bicdiversidad microbiana ha progrésado
ampliamente gracias al manejo de herramientas molecuiares (Head et al, 1998).
La obtencion de secuencias de ADN directamente de muestras ambientales ha
provisto el medio para caracterizar microorganismos sin la necesidad de cultivarlos

{cominmente llamados microorganismos “sin cultivar”’) (Kowalchuck, 1999). La

aplicacion de estos métodos moleculares ha llevado a un mejor conocimiento en el



campo de la ecologia microbiana y ha revelado la existencia de microorganismbs
antériormente desconocfdo_s (Liesack y Stackebrandt, 1992). Ademas, ha
proporcionado una visién mas amplia y realistica de la riqueza y distribucion de
microorganismos en un ecosistema (Smit et al, 1999). En la actualidad, muchos
organismos que s6lo son conocidos por su secuencia de ADN son considerados
muy' importantes para ciertos ecosistemas, debido a las funciones muy especificag
que se cree que llevan a cabo (Head et al, 1997). Las muestras de suelo, aungue
dificiles de procesar debido a su alto contenido de acidos himicos que inhiben
algunaspreacciones moleculares (Schneegurt et al, 2003) y su corﬁplejidad en si
(O'Brien et al, 2005), han sido comUnmente utilizadas para la caracterizacion de la
diversidad microbiana de un ecosistema (Mueller y Schmit, 2007), ya que éstas
probablemente contienen la mas amplia diversidad de microorganismos que
cualquier otro ambiente muestreado en el planeta (Daniel, 2005). Para el caso de
hongos, se estima que en una sola muestra de suelo pueden encontrarse de 100
a 1000 especies distintas, dependiendo del ecosistema muestreado (O' Brien et al,
2005). En biomas desérticos de Norteamérica se han aislado cerca de 288
especies de 87 géneros distintos de hongos (Buchan et al, 2002). |

El ADN ribosomal (ADNr) ha sido utilizado como blanco faxonémico desde
mediados de los afios ochenta (Head et al, 1998). Para analizar la biodiversidad
fungica, a nivel de género y especie, ha resultado adecuado la amplificacion de la
_regién del espaciador interno transcripcional (ITS) del ADNr (Lai et al, 2007). Las

técnicas molecuiares mencionadas han complementado numerosos trabajos en



ecologia microbiana que tenian como base los medios de cultivo y han cambiado

ia idea que se tenia de las comunidades microbianas {(Reysenbach et al, 1992).

Una evaluacidon precisa de la composicion de la biodiversidad fungica
permitiria caracterizar patrones espacia[es y temporales de diversidad asi como
respuestas a los cambios ambientales (Bent y Forney, 2008). Pero para entender
coémo -funciona un ecosistema primero se debe identificar a sus integrantes
(Lépez-Garcia y Moreira, 2008). Por lo tanto, caracterizar la biodiversidad fingica
de un ecosistema es el primer paso y la bése para futuros proyectos que a largo
plazo podrian contestar una gran cantidad de preguntas, por ejemplo: ;Cudl es el
rol evolutivo de los hongos en los eéosistemas actuales?, ;Esta involucrada la
biodiversidad fungica en la resilencia a los impacios ambientales provocados por
el hombre?, ; Qué correlaciones evolutivas se pueden haber dado entre hongos -
plantas y hongos - animales? A su vez se pueden interpretar patrones
biogeograficos y distribucion de microorganismos patégenbs. Se pueden encontrar
especies de interés para bioprospeccion y utilizar la composicién taxondémica de
‘un ecosistema como un indicador de su funcionamiento. Por si fuera poco,
conocer las especies que componen la comunidad flngica, contribuye a la
caractérizacién global de Ia cqmunidad microbiana de un ecosistema. Por lo tanto,
el objetivo de éste trabajo fue caracterizar la biodiversidad fiingica del suelo de
ecosistemas aridos de Baja California con e.l fin de ampliar el conocimiento de Ia
comunidad microbiana de dicha zona y establecer una pauta para futuros estudios

de ecologia microbiana en la localidad.



1.2 Antecedentes
1.2.1 El ADN ribosomal como blanco taxondémico

En Eucariotas, el ADNr codifica para el ARNr (ARN ribosomal) que
conforma, junto con ‘varias protefnas, a los ribosomas. Estos son organelos
intracelulares encargados de sintetizar polipéptidos (Lodish et al, 2003). £l ADNr
consiste en repeticiones en tandem de secuencias compuestas por la region NTS
(por sus siglas en inglés para Espaciador No Transcripcional), la region ETS (por
sus siglas en inglés para Espaciador Externo Transcripcional), la subunidad 18S
(SSU, por sus siglas en inglés para Subunidad Pequefia), la region ITS1 (por sus
siglas en 'inglés para Espaciador Interno Transcripcional), la subunidad 5.8S, la
regiéon ITS2 y la subunidad 28S (LSU, por sus siglas en inglés para Subunidad

Grande)} (Figura 2).

NTS NTS

ets] 18s | [ | | 288 |ETS|

[T\

ITS1 5.88 ITS2

Figura 2. Imagen de las repeticiones en tandem que conforman el ADNr
{Modificado de Cooke y Duncan, 1998).
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El ADNr posee caracteristicas en sus secuencias que lo han hecho un
determinante taxonémico para el estudio de microorganismos “sin cultivar’ (Bruns
et al, 1991). Estos estudios se remontan a finales de los afios ochenta, cuando
C.R. Woese, determiné los tres grandes dominios del arbol de la vida: Arquea,
P}okarya y Eukarya, basandose en el andlisis filogenético comparativo del ADNr -
(Woese et al, 1990). A partir de entonces, la taxonomia microbiang, ha estado en
constante evolucion y se considera una de las disciplinas de la ciencia menos

estables (Hugenhoitz, 2002).

El ADNr como blanco taxondmico fue seieccionado entre otros marcadores,
debido a que posee una tasa de evolucién lo suficientemente significativa como
para llevar a cabo comparaciones a nivel de taxa utilizando grupos monofiléticos.
- Tiene regiones muy conservadas (p.e. la subunidad 185 en eucariotas) que
provee informacion muy general y a la vez posee regiones que varian dentro de un
mismo género (ITS), por lo que también provee informacién muy detallada. Por
otro lado, el ADNr evoluciona como una sola copia y conserva la misma funcién en

todos los taxa (Bruns et al, 1991).
1.2.2 Taxonomia de hongos

La caracterizacién de hongos “sin cultivar” ha sido de particular dificultad
debido a que el Reino Fungi recientemente ha sufrido modificaciones en cuanto a
la clasificacion de algunos de sus integrantes. Hasta el 2007, un phylum

(Oomicetos) que actualmente pertenece a otro reino era clasificado dentro del



™

reino Fungi. A su vez, el reino Fungi estaba compuesto de un subreino 6 phyla, 12
subphyla, 35 clases, 12 subclases y 129 6rdenes (Hibbet et al, 2007). Sin
embargo, la clasificacidon del reino Fungi esta en consténte cambio y en el 2010,
algunos phyla que se pensaba que eran mondfiiéticos, gracias a estudios de
-genémica comparada, se establecio que realmente son parafiléticos. Por lo
anterior, actualmente los 4 phyla aceptados dentro del reino Fungi son:
Ascomicetos, Basidiomicetos  Quitridiomicetos y  Neocallimastigomicetos

(Spatafora y Robbertse, 2010) (Figura 3).

Los Ascomicetos y Basidiomicetos son taxa hermanos monofiléticos
(Spatafora y Robberste., 2010; Bruns et al, 1991); ambos poseen la caracteristica
de desarrollar hifas dicariéticas en determinado momento en su ciclo de vida
(Lutzoni et al, 2004) y debido a esto han sido agrupados para formar el subreino
Dikarya (Hibbett et al, 2007). Estos taxa poseen una amplia diversidad en
morfologia que va desde levaduras, hasta amplios micé!ios y pseudohifas. Los
ciclos de vida son muy variables y complejos, tal es el caso de'algunos
basidiomicetos fitopatdégenos (p.e. los Uredinales) que pueden tener hasta dos
hospederos distintos y producir incluso cinco tipos diferentes de estructuras de
esporulacion Ciurante su ciclo de vida. De los hongos, los Dikarya, son los mas
abundantes y evolucionados y se cree que divergieron hace aproximadamente

600 millones de afios (Berbee y Taylor, 2010).




Ascomycota

cQrigende hongos Dikaryal
asociados aplantas?

Pezizomycotina
Saccharotmycotina
Taphrinomycotina

N\

Basidiomycota

Agaricomycoting
Pucciniomycaotina
Ustilagomycotina

Pérdida de flagelo

hM

iTransiciona
crecimiento
filamentoso?
\
M

Figura 3. Arbol filogenético en el cual se muestran los principales phyla y
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subphyta del reino Fungi. A su vez se muestran los grupos hermanos
(Microsporidia, Rozella) de los cuales se cree que emergieron los primeros hongos
flagelados. Los phyla Chytridiomycota y Neocallimastigomycota se presentan
como grupos hermanos al igual que los phyla Ascomycota y Basidiomycota. A
partir del clado que forma el subphylum Blastocladiomycotina, se cree que los
hongos pierden flagelo, y se desarrollan los hongos asociados a plantas, dando
fugar al clado mas evolucionado formado por los hongos pertenecientes al
subreino Dikarya (Modificado de Spatafora y Robbertse, 2010).

1.2.3 Estudio de hongos en muestras ambientales

Como se menciond anteriormente, los procariotas “sin cultivar” han sido los

microorganismos mas estudiados en muestras ambientales (Kowalchuck, 1999).

En las Ultimas dos décadas la obtenciéh de ADN de muestras ambientales, asi

como la extraccion, amplificacién y secuenciacion de ADN, especificamente de
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genes de la subunidad pequefia del ARNr (SSU ARNr), han aportado gran
conocimiento de la biodiversidad procaridtica de diversos ecoéistemas (Hartmann
y Widmer, 2006; Buchan et al, 2003; Hugenholtz, 2002; Ranjard et al, 2001). Sin
émbargo, los primeros estudios de la biodiversidad en muestras ambientales de
los microeucariotas, particularmente de los integrantes del reino "Fungi,
comenzaron hasta mediados de los afios noventa, basandose en las tecnicas

aplicadas en procariotas (Valinsky et al, 2002).

En 1997 se caracterizaron los componentes de la comunidad fﬁngicé en
raices de pastos de dunas costeras en Holanda, utilizando cebadores para la SSU
ARNr (NS1-GC y NS2+10), conociendo asi, ecfomicorrizas gue interactaaﬁ con los
pastos que habjan pasado desapercibidos en medios de cultivo; sin embargo, se
hizo notar que ia estrategia utilizada no fue exitosa en la distincion de especies
cercanamente relacionadas. Ademas la falta de una base de datos robusta para el
analisis de secuencias de la SSU ARNr dificultd el anélisils de datos (Kowalchuck
et al, 1997). Una investigacion similar con distintos cebadores (EF—4, EF-3 y fung-
5} y muestras obtenidas en la rizésfera de cultivos de trigo en Holanda, fue llevada
- a cabo en 1999. A pesar de que se obiuvieron resultados en la caracterizacion de
las especies presentes de dicho ecosistema, se llegd a las mismas conclusiones
que el estudio anterior en cuanto a la base de datos y la faita de precisién en la
distincion de especies cercanamente relacionadas (Smit et al, 1899). Unos afios
mas adelante, se analizé la biodiversidad fungica en muestras de suelo de cultivos

- de aguacate en California, E.U.A., con cebadoreé de mayor especificidad para la
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SSU del ARNr (nu-SSU-0817-5' y nu-SSU1186-3) y se obtuvieron resultados
mucho mas favorableé gue en analisis llevados a cabo anteriormente con
cebadores menos especificos (Borneman y Hartin, 2b00). Aunque la utilizacion de
la SSU del ARNr como blanco de amplificacion en estudios de biodiversidad
procariota es altamente efectivo, Aén eucariotas, esta regibn no evoluciona
rép_idamente; por lo tar_ato, se recomienda su uso para la obtencion de niveles
taxonomicos como: orden y familia, pero se dificulta ia obtencion de niveles
taxonémicos, como: género y especie (Vandenkoornhuyse et al, 2002). A pesar de
esto, se siguen llevando a ca:lbo investigaciones de biodiversidad fungica utilizando
cebadores de alta especificidad para la SSU del ARNr con el fin de determinar
clases, ordenes y en algunos casos géneros de hongos presentes en ciertos
ecosistemas, siempre y cuando la relevancia del proyecto no sea la identificacion

de especies dentro de una mismo taxdn (Fierer et al, 2007, Nikolcheva y

Barlocher, 2005; Nikolcheva et al, 2003; Pennanen et al, 2001).

El principal problema para el estudio de la biodiversidad fungica de
muestras ambientales, basado en las técnicas aplicadas en procariontes, es el
disefio de cebadores adecuados. Se han disefiado numerosos marcadores
moleculares que amplifican diversas regiones del ADNr, pero de éstos, muy pocos
han resultado exitosos en la aplicacion en muestras ambientales compiejas (p.e.
suelo), ya que la mayoria co-amplifica secuencias pertenecientes a otros reinos.
Hasta el momento, los cebadores que han resultado mas eficiéntes y con mayor

resolucion taxondomica para el analisis de diversidad. fingica en muestras
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ambientales complejas, son aquellos que amplifican para la region ITS del ADNr.
En el 20.03, se llevo a cabo un estudio en el cual se compararon oligonucledtidos
disefiados para el estqdio de la biodiversidad fungica de muestras de suelo.
Algunos de estos cebadores‘amplificaron para la subunidad 185, mientras que
.-otros amplificaron para la region {TS, ambos del ADNr. Los arboles filogenéticos
que se obtuvieron mostraron que con los cebadores que amplifican para la region
ITS se obtiene una mayor cobertura de las especies fungicas que habitan en la
muestra de suelo y se consigue una buena resolucion incluso dentro de un mismo
género. El problema con estos cebadores es que én algunos casos arrojan datos
muy versatiles por lo que se complica la identificacion de secuencias.debido a la
‘escasez de informacion precisa en las bases de datos, p.e. secuencias gue no han
sido designadas a un filotipo o bien, varias secuencias designadas al mismo
filotipo (Anderson et al, 2003). Sin embargo en los Ultimos afios este problema ha
ido disminuyendo, gracias al aumento de investigaciones de comunidades
flingicas en muestras ambientales que ha ido enriqueciendo y precisando la
informacion en las bases de datos. Para el 2004 se reportaron 21,075 secuencias
pertenecientes a la region ITS de hongos, las cuales -son las secuencias mas
comunes para la caracterizacion de hongos de muestras ambientales en GenBank
(Lutzoni et al, 2004). En los cuatro afios siguientes, la base de datos aumentd en
mas de un 300% y continta creciendo (Ryberg et al, 2008). Hasta febrero del
2008, 50,956 secuencias {TS pertenecientes a hongos fueron completamente

identificadas y aceptadas como filotipos, mientras que 27,364 ain se mantienen
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sin clasificar. Sin embargo, de las secuencias sometidas al GenBank del NCBI
(por sus siglas en inglés para National Centér for Biotechnology Iﬁformation), la
mayoria pertenecen a estudios enfocados a micorrizas y hongos patdgenos, por lo
que hay una deficiencia de secuencias pertenecientes a hongos degradadores de
materia organica que se clasifican como datos no relevantés (Ryberg et al, 2008).
Actualmente, las secuef\c}as ITS mas comunes de hongos (asignadas a un
filotipo) que han sido depositadas en el GenBank, pertenecen al génerc Fusarium
con 3,539 secuencias ITS. El listado total hasta septiembre del 2010 es de
aproxémadémente 2,500 géneros de hongos, de Io—s cuales mas de 1,500 han sido
depositados menos de 5 veces en la base de datos, esto sin contar las secuencias
ITS que no han sido asignadas a un filotipo. Lo anterior se debe al tipo de estudio
a los que se enfocan la mayoria de las investigaciones, por lo que dicha
informacion no es significativa en cuanto a la abundancia real de las especies

encontradas en una muestra ambiental: las secuencias en GenBank solo nos

muestran las especies mas estudiadas®.
1.2.4 La regién ITS como blanco para el estudio de hongos de suelo

Como se menciond en la seccidn previa, las regiones ITS (ITS1 e ITS2) se
localizan entre la subunidad 18S, 5.8S y 28S del ADNr (Figura 2) y se repiten en
tandem a lo largo de todo el ADNr (Lopez-Garcia y Moreira, 2008). La region ITS

posee secuencias altamente variables, no codificantes, que acumulan mutaciones

* http:/fungalgenomes.org
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neutrales adecuadas para discernir entre organismos cercanamente relacionados
a nivel de género o especie (Kowalchuck, 1999). Debido a su alta resolucién como
blanco taxonémico, la regién ITS se ha propuesto como el cédigo de barras de

hongos en el “Consorcio del Cédigo de Barras de la Vida” (Seifert, 2009).

En 1990 se disefio el primer conjunto de cebadores que amplifica para la
region ITS en hongos. Estos son conocidos como ITS universales (ITS1, 1TS2,
[TS3 e ITS4) y son utilizados, entre ofras cosas, para amplificar secuenciaé
. pertenecientes a hong;::s de muestras ambientales (White et al, 1990), pero
poseen un alto porcentaje de co-amplificacion de secuencias pertenecientes a
otros eucariotas (Martin y Rygiewicz, 2005). Posteriormente, se disefiaron los
cebadores ITS1-F e ITS4-B, especificos para ia amplificacidn de Basidiomicetos
en muestras ambientales sin la co-ampiificacion de ADN de otros eucariotas
(Gardes y Bruns, 1993). Estos marcadores han sido utilizados para caracterizar a
la comunidad flngica de Basidiomicetos de suelos en p‘éstizales en el norte del
estado de Caiifornia, E.U.A., sin embargo, la caracterizacion no se pudo llevar a
cabo adecuadamente ya que no habia un claro discernimiento de especies. AlUn
asi este conjunto de cebadores ha sido utilizado para determinar la escala
espacial de estos organismos. En Point Reyes, California, E.U.A, se llevo a cabo
una investigacion de los Basidiomicetos de los pastizales y se concluyé que existe
una mayor riqueza de especies fungicas en las profundidades del suelo(14-15 cm)

que en suelos superficiales (1-2 em) (Robinson et al, 2009).
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Mas adelante, se disefiaron cebadores con mayor especificidad para
micorrizas (ITSS. ITSY, ITS10, NL5, NL6A, NLB6B, NL8) y sin 7que hubiera
amplificacién de secuencias de ofros reinos cuando se usaron para muestras
ambientales (Egger, 1995). Hasta la fecha, estos cebadores, siguen siendo los
mas utilizados para el estudio de micorrizas previamente aisladas: Gracias a esto,w
se han detectado polimorfismos en la region ITS para el analisis de diversidad de
ectomicorrizas (Gomes et al, 2002). Sin embargo, estos cebadores no han sido

probados para estudios de biodiversidad en muestras de suelo.

Recientemente, Martin y Rygiewicz (2005), presentaron un grupo de
cebadores optimizados para la amplificacién de secuencias pertenecientes al
subreino Dikarya (NSA3, NLC2, NSi1 y NLB4). Este grupo de cebadores ha
resultado adecuado para el andlisis de comunidades fangicas en muestras
ambientales complejas (madera, Maﬂos, 2008; sustrato marino, Pang y Mitchell,
2005; suelo, Torres et al, 2005; Martin, 2007). El uso de cebadores especificos en
el perfilamiento de una comunidad ha proporcionado mayor sensibilidad en cuanto
a diferentes especies de un mismo taxdn o bien filotipos a nivel de un mismo
género que no se pudieron obtener utilizando cebadores universales (Blackwood

et al, 2005).
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1.2.5 Métodos para la identificacion de secuencias pertenecientes a hongos

“sin cultivar”

Las bibliotecas de clones, 0 mas cominmente conocidas como genotecas,
han resuftado en la obtencion de datos mas precisos (en comparacién a otros
métodos) al analizar comuﬁidades microbianas de muestras ambientales (Bridge y
Newshama, 2009; Bent y Forney, 2008; Borneman y Hartin, 2000). Por lo tanto,
para la identificacién de las secuencias amplificadas de las muestras ambientales,
la construccion de una genoteca .ha sido la opcion mas viable (Anderson et al,
2003). Este método ha sido ampliamen_te utilizado en analisis de comunidades
fungicas y se ha logrado identificar, con ayuda de bases de datos, a las especies
presentes en ecosistemas extremos, como el permafrost de la Antartida (Bridge y
Newshama, 2009), marismas salobres en E.U.A. (Buchan et al, 2002) y
sedimentos marinos profundos en Chinal (Lai et al, 2007). Gracias a estos
estudios, se sabe que los hongos son cosmopolitas y que habitan practicamente
bajo cualquier condicién ambiental. Asimismo se ha obtenido informacion mas
acotada acerca de la composicion fungica de varios ambientes, p.e. en
ecosistemas extremos se ha encontrado que el 75% de las especies de hongos
son Ascomicetos, mientras que solo el 25% pertenecen a Basidiomicetos (Bridge v
Newshama, 2009). A la vez se ha eliminado la creencia general de que la
presencia de hongos solo era posible en ambientes con humedad, abundante

- materia organica y temperatura calida (Perry et al, 2003).
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Por otro. lado, los analisis de restriccion o RFLP (por.sus siglas en inglés
para Restrictién Fragment Length. Polymorphism), han sido utilizados como
herramienta para obtener patrones de restriccion en secuencias distintas en
composicién, pero del mismo tamario y asi diferenciarlas sin necesidad de enviar a
secuéﬁciar, o bien como un método de preseleccion antes de enviar a secuenciar
(Prewitt et al, 2008; Hartmanﬁ y Widmer, 2008; Buchan et al, 2002; Borneman y
Hartin, 2000). Sin embargo, es sabido que este método por si solo, no es el mas
adecuado para caracterizar biodiversidad microbiana en un ecosistema, debido a
los artefactos de ADN que se generan por digestion incﬁmpleta de la enzima lo
cual resulta en datos no confiables (Mills et al, 2003). A su vez, se ha observado
que en especies de hongos cercanamente emparentadas, las diferencias en los
patrones de restriccion no son visibles a simple vista, debido a que pueden poseer
diferencias de longitud de sélo 20 nucleotidos®. A pesar de esto, éste método se
ha utilizado para estudiar la distribuciéon de hongos Basidiomicetos en suelos de
pastizales (Robinson et al, 2009), asi como para determinar la enzima mas
adecuada para analisis de restriccion de secuencias ITS de hongos (Alvarado y

Manjén, 2009).

S http://Mwww. lifesciencessociety.org/csb2009/pdff030Al. pdf
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1.2.6 Anélisis de datos para caracterizar comunidades fingicas

En ia ultima década se. ha tratado de analizar a las comunidades
microbianas basandose en. el conoéimiento gue se tiene de las comunidades
mag_:roscépicas de plantas y animales. Los indices de biodiversidad mas utilizados
son; los indices de “diversidad de especies”, p.e. el indice de diversidad de
Shannon y los indices de ‘“riqueza de especies”, p.e. el indice de Simpson o indice
de Sgrensen (Bent y Forney, 2008; Fierer et al, 2007). La principal diferencia entre
"diveréidad de especies’ y “riqueza de especies” (ambos indicadores de
biodiversidad) radica en la abundancia; mientras que la “diversidad de especies”
indica el nuimero de individuos por especie (abundancia) en un ambiente
muestreado, la “riqueza de especies” solo enumera a las especies presentes en

una muestra sin tomar en cuenta el nimero de individuos por especie.

Debido a la compiegjidad de las formas de vida de los microorganismos, los
métodos de muestreo en ecologia micrbbiana capturan Unicamente una pequefia
proporcion de la biodiversidad total que existe en una comunidad microbiana (Bent
y Forney, 2008). A pesar de la escasez en los muestreos en investigaciones de
caracterizacion de comu.nidades microbianas, se han hecho estimaciones de
biodiversidad con los datos obtenidos a partir de las PCRs y se ha obtenido una
primera aproximacion de la estructura de una comunidad de microorganismos en
una muestra ambiental. Los resultados mostraron que a pesar de no haber

obtenido la asintota en una curva de rarefaccion, se obtuvo una primera
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perspectiva de la riqueza (“riqueza de especies”) y abundancia (“diversidad de
especies”) de ciertas especies en distintos ecosistemas {(Alvarado y Manjén, 2009;
Tao, 2008; Hartmann y Widmer, 2006; Fierey y Jackson, 2008) y éstos analisis
son ampliamente aceptados en la comunidad dé cientificos dedicados a la

ecologia microbiana.

En comunidades de hongos se ha demostrado que la riqueza de especies
fungicas de un ecosistema se mantiene uniforme a lo largo de todo el afio y que la
abundancia de especies es Ié que tiende a variar (Schneider, 2010). Por lo
anterior, para el analisis de comunidades flingicas es esencial la caracterizacion
‘de microorganismos para determinar riqueza, asi como su abundancia para

determinar diversidad.

Para el analisis de la biodiversidad microbiana se pueden utilizar diversas
herramientas bioinformaticas que ordenen las secuencias de ADN para un mejor
entendimiento de los resuitados. Los métodos mas utilizados e‘n investigaciones
de bicdiversidad de comunidades microbianas, son los llamados métodos de
distancia (Bruns et al, 1991), como el agrupamiento filogenético: “Neighbor—
Joining” (Fierer et al, 2008; Prewitt et al, 2008; Zhou et al, 2007), “Maximum-
likelihood” (Fierer et al, 2007; Jampachaisri et al, 2005) y UPGMA (Nagy et al,
2005; Valinsky et al, 2002), que consisten en crear arboles basados en la
reduccion de la informacion de los caracteres genéticos por pares o estimados de

simiiitud o diferencias (Bruns et al, 1991). Para proporcionarle refuerzo estadistico



23

a los resultados obtenidos por los métodos de distancia se han utilizado diversas
" herramientas estadisticas, como el “bootstrap” (Tao et al, 2008; Prewitt et al,. 2008;
Lai et al, 2007; Anderson et al, 2003). Este se encarga de llevar a cabo réplicas
del método dé distancia aplicado y selecciona la réplica del arbol més comun.
Ademas le proporciona valores a los clados basados en las repiicas que se
repitieron con mas frecuencia. Por lo tanto, la probapilidad de que el dajto sea
correcto es mas elevado mientras mas se acergue a 100, que es el valor maximo

otorgado por el “bootstrap” (Zvelebil y Baum, 2008).

A pesar de las dificultades en el analisis de datos para caracterizar
comunidades de microbrganismos, se han obtenido avances significativos en el
conocimiento de la distribucion de dichas comunidades utilizando herramientas
para macroorganismos, Gracias a estos avances se ha puesto en duda el principio
de “todos los microorganismos estan en todas partes”, el cual plantea que todos
los microorganismos tienden a distribuirse globalmente y que los factores bidticos
y abi6ticos del ambiente que los rodea no influyen en su distribucion. Sin embargo,
se ha reportado que a escala giobal, poblaciones de microorganismos
hiperterméfilos se encuentran aislados por barreras geograficas. Asimismo se ha
identificado el patron de distribucidn biogeografico del arquea Sulfolobus que
actualmente es un modelo de distribucion de biodiversidad microbiana (Whitaker
et al, 2003). Por .otro lado se ha reportado que algunas comunidades de
microoréanismds del suelo de una salina presentaron una relaciéon area-taxa, en

donde los microorganismos mas cercanos en distancia tendian a parecerse mas
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en comparacién con microorganismos mas lejanos, por lo cual sugirieron que los
microorgahismos tienden a formar comunidades bien diferenciadas en un area
delimitada y que dichas comunidades asemejan aquellas de organismos
superiores, tales como plantas y animales {Horner-Devine et al, 2004). De igual
forma,-se han reportad"o comunidades de microcrganismos bien estructuradas en
suelos dfa bosques caducifolios, por lo cual se ha concluido que los
microorganismos, al igual que plantas y animales, tienden a distribuirse siguiendo

patrones biogeograficos (Noguez et al, 2005).

1.2.7 Biodiversidad fungica de Baja California

En el estado de Baja California, que se considera un estado con
ecosistemas extremos, no se han llevado a cabo frabajos de caracterizacion de
biodiversidad fungica en muestras ambientales. La composicion floristica, climatica
y edafoldgica (ricos en microhédbitats) de algunos ecosistemas aridos de Baja
California, los hacen un blanco ideal para la prospeccion dé especies fungicas. A
pesar de esto, los antecedentes locales se reducen a las descripciones
morfologicas de hongos que desarrollan cuerpo fructifero (Ayaia y Ochoa 1998,
1991). En estudios previos se han reportado: Geastrum triplex, Podaxis longii
Calvatia scuipta, Mycenastrum corium, Batarrea stevensii, Astraeus hygrometricus,
Phallus ravenelli, entre otros (Ayala y Ochoa, 1991). Sin embargo, la taxonomia

en la que estan basados estos antecedentes se encuentra actualmente obsoleta.
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1.3 Justificacién

La caracterizacion de la biodiversidad fungica de zonas aridas de Baja
California tendra un alto impacto en el conocimiento general microbiologico de
estos ecosistemas ya que no existe informacion previa detallada de los

componentes micologicos microscopicos que habitan en dicha zona.

La relevéncia del trabajo se :fundamenta en la importancia que poseen los
microorganismos del suelo en mantener la integridad de los ecosistemas. Estos
son los encargados de llevar a cabo la mayoria de las actividades primarias de un
ecosistema, como Ist degradacion de materia orgénica y la fijacion y el reciclado de

nutrienies.

El conocimiento de la biodiversidad fungica es de particular importancia
‘para entender las interacciones que tienen los hongos con el resto de los
componentes del ecosistema, asf como para determinar de qué manera podria
verse afectada la comunidad microbiana por los impactos ambientales y como elio

repercute en organismos superiores, incluido el humano.

Este estudio aportara conocimientos generales sobre la biodiversidad
fungica del estado de Baja California, establecera una pauta para futuros estudios
de ecologia microbiana en la localidad y complementara estudios de diversidad de

flora y fauna que se han elaborado en afios anteriores en la region.
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1.4 Hipdtesis

* La biodiversidad fungica de ecosistemas aridos de Baja California obtenida
-utilizéndo herramientas moleculares sera mucho mas diversa que Ia reportada
anteriormente por observacion de cuerpos fructiferos por otros autores y esta
mostrara patrones de distribucion y abundancia asociados a las caracteristicas

climaticas y edafologicas especificas de ‘cada localidad.
1.5 Objetivo
1.5.1 Objetivo General

ldentificar por medio de diversas herramientas moleculares los principales
filotipos que conforman la biodiversidad flngica de ecosistemas aridos de Baja

California y como varfa su distribucion a lo largo del estado.
1.5.2 Objetivos Particulares

» Evaluar los filotipos fingicos obtenidos por localidad y su probable relacién
con las caracteristicas climaticas y edafoldgicas exclusivas del ecosistema
arido que habitan.

o Establecer diferencias en la composicion de la biodiversidad fungica entre

cada localidad.
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CAPITULO 1l
2. METODOS

Para la caracterizacion de la biodiversidad fingica del suelo de ecosistemas
aridos de Baja California se llevo a cabo un muestreo para la obtenbién de
muestras de suelo. Estas se procesaron con distintas técnicas moleculares y
posteriormente se ree;lizé el analisis bioinformatico y estadistico para la obtencidn

de resultados.

2.1 Descripcion del area de estudio
2.1.1 Sitios de muestreo

El muestreo se realizé en areas del estado de Baja California, las cuales el
INEGI clasific6 como aridas, es decir, que no sobrepasan los 254 mm de
precipitacion anual. Estas son: "seco templado”, “muy seco templado”,_ ‘muy seco
muy calido y calido” y “muy seco semicalido” (Figura 1). A la vez, fueron
seleccionados sitios en distintos ambientes, los cuales para fines del presente
trabajo, se consideraron representativos de los principales ecosistemas
establecidos para Baja California (Delgadillo, 1990) (Figura 4). Con este tipo de
muestreo se pretendio obtener una prospeccion de las comunidades fingicas en
las condiciones consideradas representativas de los distintos ambientes, pe.la

heterogeneidad del sustrato, materia organica, tipo de vegetacion, altitud v latitud.
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Pa!mas

Banta Catarina

Figura 4. Principales tipos de ecosistemas segin la vegetacion de Baja California
(adaptado de Delgadillo, 1990). Imagen superior derecha: “La Salada”, vegetacion:
matorral desértico. Imagen inferior derecha: “El Rosario”, vegetacion: transicion
entre chaparral y matorral desérlico. iImagen superior izquierda: "Valle de las
palmas’, vegetacion: chaparral desértico de transicion. Imagen central izquierda:
“Santa Catarina”, vegetacion: chaparral. Imagen inferior izquierda: “Catavifia”,
vegetacién: matorral desértico.

Como primera localidad de muestreo se selecciond el area aledaria a la
Laguna Salada conocida como “La Salada” (Figura 5) localizada en el municipio
de Mexicali B.C., catalogada deniro del ecosistema tipo matorral desértico,
aproximadamente a 32° 33' 50" N y 115° 47' 00" O a 30 msnm (metros sobre el

nivel del mar), entre 1a Sierra Cucapa y la Sierra Juarez. Es considerada la zona

mas arida del estado con una precipitacion anual de 5 mm, con lluvias en invierno
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y temperaturas que oscilan entre los 12 a 48°C con noches frias y dias calidos®.
Esta se caraéteriza por tener un suelo de tipo lacustre con sedimentos limosos,
arcillosos y de evaporitas, fo‘rmados a partir de la invasién intermitente de agua
marina y las aguas del Rio Colorado’. Debido al sustrato con altas
concéntraciones de sal, la vegetacién esta reducida a matorral micréfilo teniendo
como flora representativa a Tamarix petandra. En cuanto a la fauna, debido a que
toda la peninsula de Baja California forma parte de la misma regién faunistica,
ésta es 'muy similar a lo largo de todo el estado, encontrando elementos como:
Dipodomys sp., Lepus sp., Odocoileus sp., Crotalus sp Puma concolor, Canis

fatrans, entre otros®.

La segunda localidad de muestreo se localiza en el Valle de las Palmas
(Figura 6) (32°24'35" N, 116°40°'45” O) a 28 km de la ciudad de Tecate, B.C. Esta
area se caracteriza por formar parte del ecosistema chaparral desertico o de
transicion, el cual se encuentra en zonas con condiciones xericas mas elevadas
(1,000 a 1,300 msnm) asi como temperaturas medias alrededor de los 30°C.
Presenta suelos de tipo rendzina, rico en humus y desarrollado sobre roca caliza.
La caracteristica mas importante de estos ecosistemas es que las plantas que lo
conforman poseen un sistema de raices extenso y una alta tasa de endemismos

con especies que requieren de caracteristicas muy especificas para habitar ahi.

® hitp:/iwww.sci.sdsu.edu/salton/PrelStdFisheryLagunaSalada.htmi
7 htip:/igeciogia.cicese.mx/sist_inf_geo/Salada/xsalada.html
® www.inegi.org.mx
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En dicho sitio prevalece un periodo de sequia bien marcado, con temperaturés
mbderadamente altas en verano, precipitacién por debajo de los 200 mm al afio y
el factor fuego, ya que dicho ecosistema estd constantemente expuesto a
incendios debido a la naturaleza pirdfila de algunas plantas de la regién. En cuanto
- a la composiéi()n floristica, ésta se caracteriza por presentar elementos del
chaparrai costero y chaparral de montafia, asi como especies del desieﬁo
sonorense como: Simmondsia chinensis, Ephedra californica, Adenostoma
fasciculatum, Yucca schidigera, Ferocactus acanthodes, Mammilaria dioica, entre
otras —(Delgadiilo 1992). Cabe recalcar que esta localidad eé de particular
importancia debido a que se ha comprobado que alberga al hongo patégeno
Coccidioides spp. causante de la Coccidioidomicosis, mas cominmente llamada

fiebre del Valle de San Joaguin, que afecta a mamiferos, incluido el humano

(datos no publicados).

El tercer sitio de muesireo incluyd puntos cercénos a Santa Catarina
(Figura 7). Esta area se consider6 representante del ecosistema de chaparral.\Se
encuentra en una meseta a 62 km de la mision Santo Tomas rodeada. de valles
irrigados, en el municipio de Ensenada, B.C. a 31° 37' 0" N y 115° 48' 0" O,
aproximadamente a 1,400 msnm, en las faldas de la Sierra Juarez®. El suelo es de
tipo leptosol, de materiales no consolidados con una susceptibilidad moderada a la

erosidn y poco carbén organico'®. Presenta precipitaciones apenas por debajo de

® hitp:/iwww.kumeyaay.info/california_native_research.html
19 hitp://iwww.conabio.gob.mx ' '
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jos 250 mm al afio y temperaturas promedio de 22 °C. Entre la flora sobresaliente
se encuentra: Prosopis glandulosa, Larrea tridentata, Cercidium microphylum y

Olneya tesota’”.

El cuarto éitio de muestreo fueron las areas aledafas a El Rosario (Figura
8), poblado localizado en B.C., aproximadamente en 29° 42’ 2217 Ny 115° 22
50.99” O, a 300 msnm, con temperaturas promedio alrededor de los 30°C y una
precipitaciéon anual en promedio de 180 mm. E! suelo es de tipo regosol,
escasamente desarrollado, tipico de suelos erosionados'?. Esta 4rea se considéra
como una transicién entre regiones floristicas biogeograficas y de ecosistemas
mediterraneos y desérticos, ya que posee elementos tanto del chaparral como del
matorral desértico, tanto en su vegetacidon como en las caracteristicas climaticas,

edafologicas y demas (Delgadillo, 1992).

El quinto sitio de muestreo fue Catavifia. (Figura 9), situado
aproximadaﬁente en 29° 11" 56.34" Ny 114° 17° 16.97" O, a 300 msnm. El tipo de
suelo es arenosol el cual es un suelo relativamente profundo con una textura
gruesa, que carece de carbén organico y muy macizo lo cual dificulta la
penefracion de raices''. Esta zona también forma parte del ecosistema matorral
desértico pero posee elementos del matorral costero (Delgadillo, 1992). El fin de.
muestrear esta area radica en observar el patrdn de riqueza de especies flngicas

presentes y determinar si éstas son las mismas que habitan en ecosistemas

" hitp://www kumeyaay.info/california_native_research.html
" 2 hitp:/mww.conabio.gob.mx
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iguales situados al norte del estado o tienden a variar despues del paralelo 28, en

donde se sittla el punto de muestreo de El Rosario.
2.2 Metodelogia
2.2.1 Recoleccidn de muestras

El muestreo se llevd a cabo en mayo del afio 2009, durante el cual se
registrd una precipitacion total anual de 115.5 mm para todo el estado de Baja
California™. Para la toma de muestras se siguieron las recomendaciones descritas
por Bills y colaboradores (M;Jeiler, 2004). Se obtuvieron aproximadamente 3 gr de
sueloa 15— 20 cm de profundidad,' con el fin de disminuir el sesgo que provocaria
la presencia de esporas en la superficie; asimismo para asegurar la presencia de
micelio ya gue la superficie terrestre de zonas aridas con altas temperaturas
presenta horas intensas de exposicion solar que con frecuencia esterilizan el
suelo, ademas de que previamente se ha comprobado que la rigueza de especies
fungicas se distribuye verticalmente (Robinson et al, 2009). Las muestras de suelo
se recolectaron utilizando guantes y cucharas desechables para evitar

contaminacién y se guardaron en un recipiente estéril, a temperatura ambiente en

total oscuridad hasta ser procesadas.

Hasta la fecha, no se ha establecido una estrategia de muestreo efectiva
para el estudio de microorganismos del suelo, por lo que el muestreo fue

considerado aleatorio tomando en cuenta los siguientes criterios: los puntos de

" www.inegi.org.mx
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muestreo se encontraran a mas de 1 km de la carretera y en areas no impactadas,
esto es, sin contaminaéién y sin erosion; en éaso de obtener muestras por debajo
o cerca de la cobertura vegetal, ésta debid ser endémica o bien no caracterizarse
por ser vegetacion de areas perturbadas (p.e. pasto, tabaquillo y chamizo
rodador). Los puntos fueron marcacios con un sistema de posicionamiento global
(GPS) para asegurar que se encontraran dentro de las areas clasificadas como
aridas. Segun la figura 1, las areas a muestrear se extienden en la mayor parte del
estado, descartando las clasificadas como “seco templado” y “semifrio subhimedo
con liuvias en invierno” (Fig}ura 1). Asimismo se descartaron las zonas urbanas y

debido -a las caracteristicas climaticas tan exciusivas de las zonas costeras, éstas

tampoco fueron consideradas dentro del muestreo.

Debido a que no existen antecedentes locales de la composicion de la
comunidad fungica del suelo de ecosistemas aridos de Baja California y a que
como se menciond anteriormente, no existe un método establecido de muestreo
para el analisis de comunidades microbianas, no fue posible disefiar un muestreo
estadisticamente significativo, ya gue se desconoce el nimerc minimo de muestra
necesario. Tomando en cuenta que el objetivo de este trabajo es la prospeccion
en ambientes no explorados para especies fungicas por métodos moleculares, no
se realizaron curvas de rarefaccion, lo cual indicaria un muestreo significativo,
debido a que hasta la fecha ningun trabajo de caracterizacion de microorganismos
de suelo ha conseguido tal resultado. Por lo tanto, se obtuvieron 5 muestras de

suelo en puntos aleatorios de cada sitio de muestreo  que cumpiiera con los
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criterios mencionados anteriormente, teniendo asi un tfotal de 25 muestras que
~represen’can los principales ecosistemas éaridos de todo el estado deA Baja
California. Se sabe gue cada hongo alcanza longitudes distintas y trabajos previos
han demostrado que en suelo, en promedio el micelio de un mismo organismo
alcanza los 5 m, aunque se han descrito especies que aicanzan mas de 25 m de
longitud™. Por lo anterior, las muestras se recolectaron lo suficientemente
espaciadas (50 m una de otra), buscando tener una visidbn mas amplia de los

hongos que habitan en dicho sitio y evitar recolectar repeticiones de un mismo

micelio.

* http://bugs.bio.usyd .edu.au/learninglresources/Myco!ogylPIanf_Interactions/Myc
orrhizas/Arbuscular/soilAggregation.shtml
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Tabla I. Coordenadas geograficas (DMS) de los puntos de muestreo en la
localidad de la Salada; L abreviacién para La Salada.

Clave de muestreo Coordenadas Geograficas
LO60 32° 33 16.4" N, 115°47° 19.8" O
1.063 32° 33 14.7" N, 115°47° 16.7" O
L064 32°33'14.8" N, 115°47° 149" 0
LO65 32° 33" 30.8" N, 115° 45’ 04.7” O
L0668 32° 33 29.5" N, 115° 44’ 327" O

Figura 5. Imagen de los puntos de muestreo en La Salada tomada a una altitud de
1 km (Google Earth V5.1, 2009).




Tabla ll. Coordenadas geograficas (DMS) de los puntos de muestreo en la
localidad de Valle de las Palmas; V abreviacién para Valle De las Palmas.

Clave de muestreo  Coordenadas Geograficas

Vo3 32°24'53" N, 116°40'47" O

Vo6 32°24'53" N, 116°40'46" O

V010 32°24'51" N, 116°40'44" O

Vo113 32°24'52" N, 116°40'46" O

. V06 32°24'52" N, 116°40'44" O

Figura 8. Imagen de los puntos de muestreo en el Valle de las Palmas tomada a
una altitud de 1 km (Googie Earth V5.1, 2009).




Tabla Ill. Coordenadas geograficas (DMS) de los puntos de muestreo en Santa
Catarina; S ahreviacion para Santa Catarina.

Clave de muestreo *~ Coordenadas Geograficas
S01 31°44'50.5" N, 115°45°48.5" O
s02 31°44'53.4" N, 115°45'48.4" O
S04 31°44'569.9" N, 115°45'47.6" O
) S05 31°45'01.3" N, 115°45’46.1" O
$08 31°44'54.1" N, 115°4547.7' O

Figura 7. Imagen de los puntos de muestreo en Santa Catarina tomada a una
altitud de 3 km (Google Earth V5.1, 2009).
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Tabla IV. Coordenadas geograficas (DMS) de los puntos de muestreo en El
Rosario; E abreviacién para El Rosario. .

Clave de muestreo Coordenadas Geograficas
E042 30°1'6.76" N, 115°32'7.02" O
E043 30°1'5.95" N, 115°32'7.05" O
E045 30°1'6.93" N, 115°32'5.94" O
E046 30°1'6.31" N, 115°32'6.32" O
E047 30°1'5.00" N, 115°32'56.88" O

Figura 8. imagen de los puntos de muestreo en El Rosario tomada a una altitud
de 1 km (Google Earth V5.1, 2009).



39

Tabla V. Coordenadas geograficas (DMS) de los puntos de muestreo en Catavifia;
C abreviacién para Catavina.

Clave de muestreo Coordenadas Geograficas
co14 29°11'56.34" N, 114°17'16.97" O
C035 " 29°11'65.44" N, 114°17'18.29" O
C040 29°11'57.64" N, 114°17'15.05" O
. Co075 29°11'55.63" N, 114°17'15.00" O
C080 29°11'54.51" N, 114°17'16.55" O

Figura 9. Imagen de los puntos de muestreo en Catavifia tomada a una altitud de
1 km (Google Earth V5.1, 2009). '
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2.2.2 Extraccion de ADN genémico de las muestras de suelo

Para la extraccion de ADN genémico total de suelo se utilizo el Ultraciean™
Soil DNA Isolation kit (MoBio Laboratories, Inc.}) de acuerdo al protocolo
proporcionado por el fabricalnte. Se utilizdé 1 gr de suelo para cada extraccion,
obteniendo un volumen final de 30 yl de ADN disuelto en amortiguador EB que se

almacené a -20°C para su posterior uso.

2.2.3 Presencia y cuantificacion de ADN

Para verificar' la presencia de ADN gendmico, se Hevd a cabo una
electroforesis en gel de agarosa al 1% teflido con bromuro de etidio [0.1 pg/ml} en
el cual se corrieron 5 pl de muestra de ADN a 80 Volts por 45 minutos. Como
marcador de peso molecular se utilizaron 10 yl de ADN del fago lambda digerido
con EcoRl y Hindlll (Promega, Co.) a una concentracion de 50 ng/ul. En la
mayoria de las muestras no se observé ADN o bien se observd poca cantidad por

lo que se recurrié a la cuantificacion por espectrofotometria.

La cuantificaciéon de ADN se llevo a cabo utilizando el espectrofotémetro
Nanodrop™ (Thermo Fisher Scientific, Inc.), | haciendo lecturas a 260/280
nanometros. Se utilizd 1 pl de muestra y como blanco buffer EB del Ultraclean™
Soil DNA Isolation kif (MoBio Laboratories, Inc.). Debido a las condiciones
extremas de los ecosistemas aridos y a la escasez de materia organica de éstos,

una concentracion mayor a 1 ng/ul de ADN se considerd adecuada.
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2.2.4 Amplificacién de secuencias ITS de hongos pertenecientes al subreino

Dikarya

La amplificacion de las secuencias de interés se lievd a cabo por medio de
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando cebadores especificos
para la regiéﬁ ITS de hongos del subreino Dikarya, siguiendo las condiciones
recomendadas para la GoTaq™ Flexi DNA polymerase (Promega, Co.) vy
utilizando los cebadores disefiados por Martin y Rygiewicz (2005) (Figura 10).
Estos cebadores fueron utilizados en una PCR anidada para obtener una amplia
gama de especies flngicas _pertenecientes al subreino Dikarya (incluso dentro de
qu mismo género) a pesar de haber aislado poco ADN gendmico de hongos y a la
vez aumentar la discriminacién de amplicones que no pertenecen al reino Fungi y
que puedan haber estado presentes en la muestra de suelo, p.e. ADN de plantas.
La PCR anidada funcicna de la siguiente manera: se Ile_.-va a cabo una primera
PCR en la cual se utilizo el primer conjunto de cebadores, NSA3 (5' — AAACTCT
GTCGTGCTGGGGATA - 3') y NLC2 (5'- GAGCTGCATTCCCAAACAACTC - l3’) y
una segunda PCR utilizando el producto amplificado de la primera PCR como
templado y el segundo par de cebadores, NSI1 (5' — GATTGAATGGCTTAG

TGAGG - 3') y NLB4 (5'- GGATTCTCACCCTCTATGAC - 3).
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Figura 10. Diagrama de la localizacion de los cebadores especificos para el
subreino Dikarya en el genoma flingico del ADNr. Las distancias estan
representadas en pares de bases. SSU: subunidad pequena (18S); LSU:
subunidad grande (28S); ITS: espaciador interno transcripcional. Modificado de
Martin y Rygiewicz (2005).

La amplificacién de las secuencias ITS a partir del concentrado de ADN
genomico no fue posible. A pesar de las bajas concentraciones de ADN total, las
muestras debieron ser diluidas debido a la presencia de sustancias
potencialmente inhibidoras de la accion de la polimerasa en las reacciones de
PCR. Estas sustancias, tales como los &acidos humicos, algunos metales vy
particulas de la arcilla se ehcuentran en todo tipo de suelo (Schneegurt et al, 2003;

O'Donnell y Gérres, 1999; Tsai y Olson, 1992).
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Las reacciones de la primera PCR se prepararon en un volumen final de 20
ul. Como ADN templado se utilizé 1 pl de ADN gendémico extraicio de las muestras
de suelo diluido 1:10 (la concentracién varié en cada muestra), 1.5 pl de una
mezcla de los deoxinucledtidos (adenina, guanina, citosina y timina) a una
concentracién de 2.5 mM c/u (Promega, Co.), 1.25 uld de oligonucledtido sentido
NSA3 a una concentracion de 10 uM (Martin y Rygiewicz, 2005) asi como 1.25 Wl
de oligonucledtido antisentido NLC2 a una concentracién de 10 puM (Martin y
Rygiewicz, 2005), 1 ul de cloru_ro de magnesio a una concenfracién de 25 mM
(Prornéga, Co.), 0.25 pl (1 unidad) de GoTe:qTM Flexi DNA polymerase [5U/pl]
(Promega, Co.), 4 yl de amortiguador GoTaqTM [5x] ('Promega, Co.) y se completo
a 20 pl con 9.75 i de agua HPLC. Como control positivo se utilizé 1 pi del ADN
genémico del ascomiceto Neurospora crassa a una concentracion de 100 ng/ul y

como control negativo agua.

Para la PCR anidada se mezcld 1 yl de la reaccién de la primera PCR de
cada muestra por localidad y se mezcld, formando asi un “conjunto por localidad™.

De este “conjunto” se tomo el templado para la PCR anidada (Figura 11).
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ADN gendmico total extraide
de las muestras de tierra

PrimeraPCR

1 ul de cada reaccion de PCR
de cada muestra que forman _
el “conjunto porlocatidad™

!

2

PCR anidada

Figura 11. Secuencia que se siguié para procesar las muestras de ADN de cada
una de las localidades para la obtencion de los amplicones ITS para clonar.

Las reacciones de la PCR anidada se prepararon en un volumen final de 50
ul conteniendo 2 ul de ADN templado del conjunto por localidad de la primera PCR
(la concentracién varié en cada muestra), 3.75 ul de una mezcla de los
deoxinucledtidos (adenina, guanina, citosina y timina) a una concentracion de 2.5
mM cfu (Promega, Co.), 3.12 pl de oligonuciedtido sentido NSI1 a una
concentracién de 10 pM (Martin y Rygiewicz, 2005) asi como 3.12 ul de

* oligonucledtido antisentido NLB4 a una concentracion de 10 UM (Martin y
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Rygiewicz, 2005), 5 pl de cloruro de magnesio a una concentracion de 25 mM
(Promega, Co.), 0.5 il (2 unidades) de GoTag™ Flexi DNA polymerase [5U/ul]
(Promega, Co.), 10 pl de amortiguador GoTaq™ [5x] (Promega, Co.) y se
completé a 50 pl con 22.51 ul de agua HPLC. Como control positivo y negativo se
utilizaron 2 pl de las reacciones de control positivo"(N. crassa) y negativo (agua)

de fa primera PCR.

Tanto rla primera PCR como la PCR anidada se llevaron a cabo en un
termociclador MultiGene™ i (Labnet International, Inlc.), utiizando una primera
temperatura de desnaturalizacion de 95°C por 2 minutos, asi como 35 ciclos
continuos de 30 seg'undos de desnaturalizacion a 95°C, 40 segundos de
alineamiento de los oligonucledtidos a 55°C (para la primera PCR) 6 60°C (para la
PCR anidada) y 1 minuto de extension de la polimerasa a 72°C. Para finalizar la
PCR, se programd una Ultima extension de 72°C por 10 minutos, para asegurar la
adicién de las adeninas por la polimerasa al final de Ié extension, la cual fue
necesaria para la posterior clonacion de los émplicones usando TOPO TA®

(Invitrogen, Co).

Para verificar la amplificacion de la region ITS se llevé a cabo una
electroforesis en un gel de agarosa al 1% teflido con bromuro de etidio [0.1 pg/mi]
en el cual se corrieron los 50 il del producto de la PCR anidada a 80 Volts por 45

minutos, utilizando como referencia 10 p! del marcador de peso molecular de ADN
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- del fago lambda digerido con EcoRl y Hindlll (Promega, Co.) a una concentracién

de 50 ng/ul.
2.2.5 Purificacion de secuencias ITS

Para la extraccién y purificacion de los amplicones obtenidos se utilizé el
QIAquick™ gel extraction kif (Qiagen, Inc.) de acuerdo al protocolo proporcionado

por el fabricanie.

Para verificar la concentracién del producto de ADN purificado, se llevé a
cabo una electroforesis en un gelﬁ de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio
[0.1 ug/mi] en la cual se corrieron 3 |.|I. de ADN a 80 Volts por 45 minufos. Se
calculd la concentracién del producto purificado utilizando como referencia 10 pl
del marcador de peso molecular del ADN del fago lambda digerido con EcoRi y

Hindlll (Promega, Co.) a una concentracion de 50 ng/ul (Tabla V1).

Tabla VI. [ndicador de concentracion de ADN utilizando como referencia la
intensidad de las bandas del marcador de peso molecular de ADN del fago lambda
digerido con EcoR| y Hindlll (Promega, Co) a una concentracion de 50 ng/ul y una
cantidad de 10 pl (los valores de concentracion que se utilizaron como referencia
se encuentran sombreados).

1 ul 3 ul 4ui 5 ul ul 10 pl 124l

pb %  50ng 150 ng 200ng 250ng 400 ng 500,.,9 600 ng

21226 437 2184 6552 6736 10021 17473 21841 26209
5148 106 530 1589 2119 2649 42.38 5297 63.57

7 6141

4973 102 5.12 156.35 2047 2558 40.94 k
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42686 88 439 1318 1757 2196 3513 4392 52.70
353 7.3 363 1090 1453 1816 29.06 3632 4359
2027 42 209 626 834 1043 1669 25.03

1,904 39 196 588 7.84 980 1567 5 23.51

1584 33 163 489 652 815 1304 1630 1956

1375 28 141 424 566 707 1132 1415 16.98
947 19 097 292 390 487 780 £ 11.69
831 17 086 257 342 428 684 - 10.26, |

779 1.6 080 240 321 2024 6.41 962

48,592 100 B0 150 200 250 400 500 600

2.2.6 Clonacion de los productos de PCR

La clonacién de los productos de PCR se llev a cabo utilizando el TOPO
TA® Cloning kit (Invitrogen, Co.), siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante.
La reaccién de clonacion contenia una mezcla de 0.5 pl de ia solucion de sales
del kit, asi como 0.5 pl del vector pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen, Co.), se mezclaron
de 0.5 - 4 ul de producte de PCR purificado (dependiendo de la concentracion
obtenida), tratando de mantener una relacion final de 3:1, inserto:vector. Para
calcular lo anterior se multiplicaron los nanogramos del vector (10 ng)} por las
kilobases del inserto (0.9 kb) y el resultado se dividio entre las kilobases del vector

(3.9 kb). E! valor obtenido se multiplicd por tres y como resuitado se obtuvieron
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los nanogramos de inserto requeridos. La reaccion se llevo a un volumen final de 6

ul con agua HPLC.

2.2.7 Transformacién por shock térmico

Se prepéraron tres placas de Petri por cada clonacién (3 placas por 5
localidades) con medio LB (Luria-Bertani)-agar/ampicilina  [100 ug/miy/X-Gal
[40mg/ml]. El vial con 50 pi de las células competentes de Escherichia coli
(TOP10) fue descongelado en hielo. A éste se le agregaron 2 i de la reaccion de
clonacion y se incubo en hielo por 30 minutos. Se aplico shock térmico de 30
segundos en bafo maria a exactamente 42°C. Inmediatamente se colocé el vial
en hielo vy se agregaron 250 ul de medio LB liquido (almacenado a 37°C) a las
células transformadas. Se incubd 1 hora a 37°C con agitacion a 200 rpm.
Posteriormente se esparcieron 50 pl en cada una de las tres placas LB-
agar/ampicilina/X-Gal y se incubaron a 37°C de 12 a 16 horas. Se llevaron a cabo

cinco transformaciones en total, esto es, una por cada localidad.
2.2.8 Analisis de los transformantes

La seleccién de transformantes fue llevado a cabo por complementacion a,
esto es, seleccionando Unicamente las colonias blancas y se rectifico la presencia

del plasmido llevando a cabo una PCR de colonia.
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2.2.9 PCR de colonia-

Con un palillo estéril se tomé cuidadosamente una muestra de las colonias
seleccionadas y se mezcld en el vial con los reactivos para la

PCR.

Las reacciones de la PCR de colonia se prepararon en un volumen final de
20 pl conteniendo: 1.5 i de-una mezcla de Ioé deoxinucledtidos (adenina,
guanina, citosina y timina) a una concentracion de 2.5 mM c/u (Promega, Co.),
1.25 i de oligonucledtido sentido NSI1 a una concentracion de 10 uM (Martin vy
Rygiewicz, 2005) asi como 1.25 pi _de oligonucledtido antisentido NLB4 a una
concentracion de 10 pM (Martin y Rygiewicz, 2005), 1 ul de cloruro de magnesio a
una concentracién de 25 mM (Promega, Co.), 0.25 ul (1 unidad) de GoTaq™ Flexi
DNA polymerase [5Ul] (Promega, Co.), 5 ul de Amortiguador GoTaq™ [5x]
(Promega, Co.) y se llevo a 20 pl con 10.75 pi de agua HPLC. Como control
pos;itivo se utilizé el ADN de una coloniar verificada como positiva, esto es, el
plasmido pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen, Co.) con un inserto de aproximadamente

900 pb y como control négativo se utilizd agua.

La PCR de colonia se llevé a cabo en un termociclador MultiGene™ i

(Labnet International, Inc.), utilizando wuna primera temperatura de
desnaturalizacién de 95°C por 2 minutos, asi como 30 ciclos continuos de 30

segundos de desnaturalizacion a 95°C, 40 segundos de alineamiento de los
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oligonucledtidos a 60°C y 1 minuto de extension de la polimerasa a 72°C. Asi .

como una ultima extensién de 5 minutos a 72°C.

Para verificar que la colonia seleccionada poseia el inserto ITS se llevd a
cabo una electroforesis en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio
[0.1 pg/mi] én el cual se corrieron 8 pl del producto de la PCR de colonia a 80
Volts por 45 minutos, como referencia del peso molecular se utilizaron 10 pl de
ADN del fago lambda digerido con EcoR] y Hindill (Promega, Co.) a una

concentracion de 50 ng/ul.
Una vez identificadas las colonias con inserto se conformd la genoteca.
2.2.10 Conformacion de la genoteca

Se prepararon placas de Petri con medio LB-agar/ampicilina [100 ug/mi] y
se colocd una plantilla numerada que facilitdé la clasificacion de las colonias por
localidad. Con ayuda de palillos estériles se tomd una muestra de las colonias
transformadas y se colocd en una de las secciones de las placas, dependiendo de
la localidad y ndmero de transformante. Se incubaron a 37°C toda la noche y

posteriormente se almacenaron a 4°C.

Para conocer la secuencia ITS que posee cada transformante se extrajo

ADN plasmidico de las colonias seleccionadas y verificadas como positivas.
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-2.2.11 Extraccién de ADN plasmidico por lisis alcalina

La extraccion ‘de ADN plasmidico se llevd a cabo utilizando et metodo por

lisis alcalina.

Con un palillo se tomdé una muestra de una colonia transformada y se
inoculd en 5 ml de medio LB liquido conteniendo ampicilina [100 pg/ml]. Se incubd
de 12 -16 horas a 37°C con agitacion a 200 rpm. Pos'teriormente se cosec;haron
las colonias centrifugando todo el medio de cultivo (excepto 812 ul) 30 segundos a
13,000 rpm. Se decantd el sobrenadante y se resuspendid el pellét en 100 pi de
solucion P1 (ver apéndice) fria. Se agregaron 150 il de solucién P2 (ver apéndice)
y se mezcld por inversion. Se afiadieron 200 pl de solucidn P3 (ver apéndice) fria y
nuevafnente se mezcld por inversion. Se centrifugd 10 minutos a 13,000 rpm. Se
transfirid el sobrenadante a un vial limpio, se agregd 1 ul de ribonucleasa A
(Sigma-Aldrich Co) y se incub6 15 minutos a 37°C. Se agregaron 2 volimenes de
etanol absoluto frio, se mézcié por inversion y se incubd 30 minutos a -20°C. Se
centrifugd 10 minutos a 13,000 rpm y se desechd el sobrenadante. A continuacion
se lavo el ADN con 500 pl de etanol al 76% frio y se centrifugo 5 minutos a 13,000
rpm. Se desech6 el sobrenadante y se dejo secar el pellet al aire por
aproximadamente 10 minutos. El ADN plasmidico fue resuspendido en 40 pl de

agua HPLC.

Para verificar la presencia de ADN piasmidico se llevd a cabo una

electroforesis en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio [0.1 pg/ml]'
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en el cual se corrieron 3 ul del ADN plasmidico a 80 Volts por 45 minutos, como
referencia del peso molecular se utilizaron 10 pl de ADN del fago lambda digerido

con EcoR! y Hindill (Promega, Co.) a una concentracién de 50 ng/ul.
2.2.12 Resguardo de bacterias en glicerol

Del cultivo bacteriano crecido toda la noche en medio LB liquido/ampicilina
[100 pg/mi] (paré la extraccion de AbN plasmidico por lisis alcalina) se tomaron
812 pl y se mezclaron con 187 pl de glicerol al 80% estéril. Estos fueron

almacenados a -80°C.
2.2.13 Analisis de restriccion para diferenciacion de secuencias

Para diferenciar las multiples secuencias ITS de la genoteca, los plasmidos
obtenidos fueron sometidos a un analisis de restriccion (RFLP). Para seleccionar
la enzima con la que se hicieron los RFLPs, primero se hizo una busgueda en
GenBank de secuencias ITS de hongos Dikarya reportados anteriormente para
desiertos de Norteamérica (Samaniego y Madinaveitia, 2007; Bates, 2006;
Kuhiman et al, 2006; Barrow, 2004). Estas secuencias fueron digeridas In Silico
utilizando el programa NEBcutter V2.0 (Vincze et al, 2003) con enzimas con
secuencias de recbnocimiento cortas (4 bases), sugeridas por Alvarado y Manjon
(2009), utilizadas comunmente en TRFLP (Terminal Restriction Fragment Length
Polymorphism) de la region ITS de ho'ngos. Se selecciond la enzima gue cortd
dentro de las secuencias [TS con mas frecuencia y que a la vez no cortd o éoﬁé

pocas veces dentro del vector pCR®2.1-TOPO? (Invitrogen, Co.). La enzima que
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cumplié con los criterios mencionados anteriormente fue la Rsal que reconoce la
secuencia GT AC dejando extremos romos y que sblo corta tres veces dentro del

piasmido obteniendo 3 fragmentos de 1800, 700 y 200 pb.

Una vez seleccionada la enzima, se llevaron a cabo los RFLPs siguiendo
las recomendaciones descritas para la enzima Rsal. Esto es: 1 unidad de Rsal
[10,000U/ml} (New England Biolabs, Inc.), 2 - 4 ui de plasmido (dependiendo de la - |
concentracién de las extracciones de ADN plasmidico que en su rﬁayoria
estuvieron entre l300 y 400 ng/ul), 2 pl de buffer 4 [10x] (New England Biolabs,
Inc.) para una concentracion final de 1x y se llevé a 20 ul con agua HPLC. Se

incubo a 37°C durante 2 horas.

Algunos de los amplicones ITS no presentaron secuencia de
reconocimiento para la enzima Rsal. Estas secuencias fueron digeridas con ofra
enzima, que en este caso fue la EcoRl (G AATT.C). Esta enzima reconoce la
secuencia que flanquea la region en la que se inéerta el producto de PCR en el
vector pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen, Co.) y ademas es una secuencia comin en la
region ITS de Ascomicetos y Basidiomicetos'. Las reacciones se llevaron a cabo
siguiendo las recomendaciones descritas para la enzima EcoRl, esto es: 1 unidad
de FcoRl [10U/ul] (Promega, Co.), 2 - 4 pl de plasmido (dependiendo de la
concentracion de las extracciones de ADN plasmidico que en su mayoria

estuvieron entre 300 y 400 ng/ul), 2 Wi de buffer RE “H” [10x] (Promega, Co.), 0.2

5 http:/Awww.biology.duke.edu/fungi/mycolab/primers.htm
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ul de BSA [10ug/ul] (Promega, Co.) y se llevd a 20 pl con agua HPLC. Se incubé a |

37°C durante 2 horas.

Para verificar los patrones de restriccion, se llevo a cabo una electroforesis
en un gel de agarosa al 1% teﬁidorcon bromuro de etidio [0.1 yg/ml] en el _pual se
corrieron 5 yl de muestra a 80 Voits por 45 minutos. Como marcador de peso
molecular se utilizaron 10 ul de ADN del-fago lambda digeride con EcoRl y Hindlll -

(Promega, Co.) a una concentracion de 50 ng/ul.

Se analizaron los patrones de bandas y se seleccioné unha muestra por

patrén para enviar a secuenciar.
2.2.14 Extraccion de ADN plasmidico por lisis alcalina para secuenciar

Con una punta de pipeta esteril se tomd una muestra del resguardo de
bacterias en glicerol (almacenadas a -80°C) de las muestras seleccionadas para
enviar a secuenciar. Estas se inocularon en 5 ml de medio LB liquido/ampicilina

[100 pg/ml] y se incubaron de 12 -16 horas a 37°C con agitacion a 200 rpm.

En esta ocasion la extraccion de ADN plasmidico se llevé a cabo con el
QIlAprep spin miniprep kit (QIAGEN, Inc.). De esta forma se aseguro el nivel de
pureza requerido para la secuenciécic’m, que no se obtiene con la extraccion de
ADN plasmidico por lisis alcalina convencional (llevada a cabo anteriormente). El
kit basa su procedimiento en el principio de adsorcién de ADN en una membrana

de silice en presencia de altas concentraciones de sal. Dicha membrana adsorbe
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(nicamente ADN obteniendo como resultado ADN puro'®. La extraccién se llevo a

cabo siguiendo el protocolo proporcionado pér el fabricante.

Para verificar la concentracion de ADN plasmidico extraido, se llevd a cabo
una electroforesis en gel de agarosa al 1% teflido con bromuro de etidio [0.1
ug/ml] en el cual se corrieron 3 Hi de muestra a 80 Volits por 45 minutos. Como
marcador de peso molecular e indicador de conceniracion (Tabla VI) se utilizaron
10 ul de ADN del fago lambda digerido con EcoRt y Hindlll (Promega, Co.) a una
concentracion de 50ng/ul. La concentrécién de la mayoria de las muestras fue de

aproximadamente 400ng/pl.
2.2.15 Secuenciacion y anélisis de secuencias

Las muestras se enviaron a secuenciar a la compania MACROGEN, Inc.
(Seul, Corea). Siguiendo las especificaciones requeridas por dicha compafiia para
secuenciacion de plasmidos, el ADN plasmidico se llevé a una concentracion de
100 ng/ul en un volumen de 30 ul, esto es, 6 ul de la extraccion de ADN
plasmidico mas 24 pl de agua HPLC. Para la secuenciacion, se utilizaron los
cebadores universales (suministrados gratuitamente por la compania) M13 sentido
(5' ~ GTAAAACGACGGCCAGT -~ 3') y M13 antisentido (5’ - GCGGATAACAATT
TCACACAGG - 3') que ﬁanquean I”és extremos en donde se insertd la secuencia

de interés en el plasmido pCR®2.1-TOPQO® (Invitrogen, Co.).

'® QIAprep®Miniprep Handbook
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Los electroferogramas rio arriba y rio abajo de cada muestra se editaron y
las secuencias se alineargn con el software MEGA 4.1 (MEGA®). Los
alineamientos fueron exportados a formato FASTA y unidos para formar una
secuencia consenso la cual se sometié a BLAST (por sus siglas en inglés para
‘Basic Local Alignment Search Tool) (NCBI), para ser alineadas con secuencias
similares dentro del GenBank y asi determinar el filotipo al que pertenecen. El
BLAST se llevé a cabo siguiendo los siguientes criterios: "BLAST de nucledtidos”,
“hase de datos: otros”, “optimizado por megablast” y “con paramétros del algoritmo

generales’.
2.2.16 Construccion de arboi filogenético

Las secuencias resultantes de los alineamientos pertenecientes a cada
muestra, fueron alineadas manualmente en un solo archivo como alineamiento
muitiple y se construyd un arbol filogenético por el método de “neighbor-joining”
con 500 réplicas y condensado pai‘a valores mayores a 50 utilizando el software

MEGA 4.1 (MEGA®).
2.2.17 Caracterizacién de los patrones de restriccion

Para obtener el patron de restriccién In Silico, representante de cada

muestra, se utilizd el software NEBcutter V2.0 (Vincze et al, 2003)

Las secuencias ITS recibidas fueron insertadas en el sitio que flanguean los

cebadores M13F y M13R en la secuencia de ADN del plasmido pCR®2:1-TOPO®



57

(Invitrogen, Co.). Se formé un solo archivo formato .fas por cada una de las
muestras representantes. Este archivo contenié la secuencia de ADN completa del
plasmido mas la secuencia [TS de cade“muestra representante. Estos archivos
fueron utilizados para llevar a cabo las digestiones In Silico de los plasmidos
siguiendo los siguientes criterios: secuencia: circular, digesfién especifica: enzima
Rsal. Una vez llevada a cabo la digestion, el software ofrece la opcidn de observar
el gel, por lo que este fue observado siguiendo los siguientes criterios: agarosa al
1%, marcador de peso molecular; 1 kb. Las imagenes obtenidas fueron unidas en

un solo archivo por localidad.
2.2.18 Estimacién de diversidad de filotipos

Para la estimacion de diversidad de fiiotipoé se aplicd el indice de
diversidad mas utilizado para hongos que es el indice de diversidad de Shannon
(H"). Este indice utiliza la abundancia de especies en una muestra y proporciona
en la mayoria de los casos un valor entre 1.5 y 3.5 que indica baja diversidad de
especies o alta diversidad de especies respectivamente dentro del ecosistema
muestreado (Zak y Willig, 2004). La formula utilizada es: H = -X P; (in P;), donde P
es |la proporcidon de especies en una muestra. Esta formula fue aplicada a cada

una de las localidades.



58

CAPITULO !
3. RESULTADOS
3.1 Extracciones de ADN genémico de muestras de suelo

El ADN gendmico extraido de las muestras de suelo de cada localidad se

muestra a continuacion (Figura 12).

Valie delas Palmas (V}
i

21226 ph

Santa Catarina (S)

ElRosario (E}
508 i

Catavifia (<) _

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio
[0.1 pg/ml] demostrando ADN genodmico total resultante de las extracciones de
ADN del suelo de las distintas localidades. Sobre cada imagen se muestra el
nombre de la localidad a la cual corresponden las extracciones de ADN y sobre
cada carril se muestra el nimero de muestra de cada localidad. MPM: marcador
de peso molecular que en todos los casos fuero 10 ul de ADN del fago lambda
digerido con EcoRl y Hindlll (Promega, Co.) a una concentracion de 50 ng/pl.
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En las extracciones de Santa Catarina se observaron bandas de ADN
gendmico en todas las muestras. Estas présentaron un barrido bor debajo de la
banda, fo cual significd que la agitacion con cuentas para romper la pared celular
de los microorganismos fue demasiado intensa y el ADN probablemente se
fraccionod ligeramente'’. En las extracciones de Valle de las Palmas se observé
una banda de fuerte ir}tensidad que corresponde a la muestra VDP28. Asimismo
se apreciaron tres bandas tenues, una de ellas VDP 10 presento un barrido al igual
que las muestras de Santa Catarina y una de las muestras, especificamente
VDPO06 n'o se alcanz0 a observar. En las extrac;:iones de La Salada, El Rosario y
Catavifia se apreciaron tres, una y dos bandas respectivamente, las cuales fueron

muy tenues; el resto de las muestras no se alcanzaron & observar.

Debido a que en la mayoria de las muestras no se apreciaron bandas de
ADN gendmico total se procedié a cuantificar la concentracion de ADN por
espectrofotometria. Los resultados que se muestran en la figura 13 corresponden

a la concentracion de ADN por microlitro de muestra.

" http://www.mobio.com
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- Concentracion de ADN gendmico en muestras
de suelo
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Figura 13. Concentracion de ADN en ng/pl de cada una de las muestras de las
extracciones de ADN gendmico total de suelo de cada localidad. En la grafica se
observa de izquierda a derecha las cinco muestras representantes de cada
localidad: Laguna Salada, Valle de las Palmas, Santa Catarina, El Rosario y
Catavifia.

En la Salada se obtuvo una concentracion promedio de 3.4 ng/ul. Las
concentraciones coincidieron con la intensidad de las bandas observadas en la
electroforesis en donde la banda mas intensa fue L0684 y su concentracion de 5.6
ng/yl, siendo la mas concentrada de las cinco muestras.. En Vaile de las Palmas se
obtuvo una concentracién promedio de 5.16 ng/ul, la muestra mas concentrada fue
V026 [6.5 ng/pl] que en la electroforesis corresponde a la banda mas intensa. En
Santa Catarina, se obtuvo una concentracion promedio de 12.04 ng/ul, la muestra
mas concentrada correspondié a S08, a pesar de que en la electroforesis la
muestra mas intensa perienece a S02 (esto puede deberse a la presencia de ARN
resultado de la intensa agitacion con las cuentas'’). En el Rosario se obtuvo una

concentracion promedio de 3.56 ng/ul, siendo Ia muestra mas concentrada la E046
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que coincide con la Unica banda de la electroforesis de El Rosario que se alcanza
a observar. En Catavifia, se obtuvo una concentracion promedio de 4.1 ng/ul y la
muestra mas concentrada correspondid a la muestra C075 que coincide con la

banda mas intensa en la electroforesis. de dicha localidad.

En general, la concentracion de ADN gendmico total extraido de las
muestras de suelo fue muy baja. Sin embargo, segln reportes de la compafiia
MoBio, una concentracién de 10 - 20 ng/pl se considera el promedio adecuado en
extracciones de ADN en muestras de suelo convencionales, esto es sin mucha.
materia organica’®. Por lo tanto, podria concluirse que las concentraciones de
ADN de las muestras de suelo de los ecosistemas aridos muestreados son

adecuadas para suelos con escasez de materia organica.
3.2 PCR de secuencias ITS de hongos del subreino Dikarya

El ADN gendmico fue diluido 1:10 (1 pl de la extraccion de ADN diluido en 9
ul de agua HPLC) y se tomé 1 yl para usar como templado para la primera PCR.
Posteriormente se formaron los “conjuntos por localidad” y se llevé a cabo la PCR
anidada, en la cual se obtuvieron amplicones de aproximadamente 900 pb para
cada una de las localidades. En fotal se obtuvieron cinco amplicones distintos, uno

por cada iocalidad (Figura 14).

® http://ivww.mobio.com
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Santa Catarina _ Ei Rosario y Catavifia

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio
[0.1 ug/mi] de la PCR anidada de cada localidad. Scbre cada carril se muestra el
nombre de cada localidad con la banda correspondienie a cada “conjunto por
localidad”, cuyo tamafio esperado fue de aproximadamente 1000 pb. A su vez, se
muestra el carril correspondiente al control positivo (ADN genomico de N. crassa)
y al control negativo (agua). MPM: marcador de peso molecular que en el caso de
la imagen de La Salada, Santa Catarina, El Rosario y Catavifia corresponde a 10
ul de ADN del fago lambda digerido con la enzima EcoRl y Hindlll [50ng/pi]
(Promega, Co.), mientras que para la imagen de Valle de las Palmas son 10 ul del
MPM de100 pb [130 ng/ul] {(Promega, Co.). :

3.3 Seleccion de transformantes, PCR de colonia y anélisis de restriccién

Una vez que los amplicones fueron purificados y clonados, se obtuvo una
gran cantidad de colonias azules y blancas por localidad (Tabla Vil). De entre las
colonias blancas, se seleccionaron 150 por cada localidad. Se llevo a cabo una

PCR de colonia para cada colonia seleccionada y asi se verifico la presencia del



63

inserto ITS, con el fin de descartar falsos positivos (Figura 15). En la tabla VIl se
‘ muestran las colonias positivas resultantes de la PCR de colonia, de 750 colonias

analizadas, 656 resultaron positivas.

Tabla VIl. Namero de colonias resultantes de cada transformacién, asi como
numero de colonias seleccionadas y verificadas como positivas.

No. de
No. de No. de No. colonias colonias
Localidad colonias colonias blancas verificadas
(conjunto) blancas azules seleccionadas positivas por
para verificar PCR de
_ colonia
L 163 18 150 131
\'} 199 61 150 147
S 160 6 150 133
E 162 11 150 ° 115
C 158 15 150 130
Total 842 111 750 656

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio
[0.1 pug/mi] de la PCR de colonia. Como control positivo se utilizé ADN de una
colonia verificada como positiva por analisis de restriccidon, esto es, el plasmido
pCR®2.1-TOPQ® (Invitrogen, Co.) con un inserto de aproximadamente 900 pb,
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como control negativo se utilizd agua. Sobre cada carril se muestra el nimero
clave de la colonia positiva de la localidad de Catavifia. Esto se llevd a cabo con
cada una de las 750 colonias analizadas. MPM: marcador de peso molecular que
corresponde a 10 pl de ADN de! fago lambda digerido con la enzima EcoR! y
HindlIl! [50ng/ul] (Promega, Co.).

“Una vez verificadas las colonias transformadas se procedid a los analisis de
restriccion. Se identificaron en total 656 colonias positivas. Los 656 plasmidos
correspohdientes fueron extraidos de las colonias positivas pero algunas de las
colonias presentaron muy baja produccién de plasmido, por lo que las
restricciones fio se apreciaron adecuadamente. Estas muestras fueron eliminadas
después de extraer pldsmido varias veces y obtener los mismos resuitados (Figura
18). En total se realizaron 592 digestiones exitosas con la enzima Rsal y se
obtuvieron 83 patrones de bandas diferentes (Tabla VIII) (Figuras 17 - 21). Los

RFLPs de todas las muestras por localidad se presentan en el apéndice.

Andlisis da restriccion de los 14 plasmidos timagen de
la izquierda) de la localidad de Catavifia

ADN plasmidice de 14 colonias positlvas
de a localidad de Cataviria

21,226 ph >

21,228 pb >
2,027 pb_, 2027 pb >
4 .
i B4 pb o

564 pb =

Figura 16. La imagen de la izquierda muestra una electroforesis en gel de agarosa
al 1% tefiido con bromuro de etidio [0.1 ug/ml] correspondiente a la extraccion de
ADN plasmidico por lisis alcalina de 14 colonias positivas de la localidad de
Catavifia; las colonias 50 y 55 presentaron baja producciéon de plasmido. En la
imagen de la derecha se observa una electroforesis en gel de agarosa al 1%
tefido con bromuro de etidio [0.1 pg/mi] la cual corresponde al analisis de
restriccion de los plasmidos extraidos de la imagen de la derecha. Se puede
observar que las muestras 50 y 55 tuvieron baja produccion de plasmido y por lo
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tanto no es posible distinguir el patrén de bandas después del analisis de
restriccion. MPM: marcador de peso molecular que corresponde a 10 pl de ADN
del fago lambda digerido con la enzima EcoRl y Hindlll [50ng/ul] (Promega, Co.).

. Tabla VIIl. Nimero de restricciones, asi como de patrones de bandas distintas de
cada localidad. )

Localidad No. de restricciones No. de patrones de restriccién distintos
{conjunto) exitosas ) '
L 117 14
Vv 138 25
S 118 14
E 101 : 14
C 117 16
Total 592 83

Fatrones de restriccidon de fa localidad de La Salada obtenidos con la enzima Rsal

MPM

10060 -

3 L1 1z L3 L4 L% L6 L7 L8 L1 L1 L1z
5000 1

1000 |

508 ~ _

100 - — —

Figura 17. Esquema de los patrones de restriccion obtenidos después de la
digestion con la enzima Rsal de los plasmidos de la localidad de La Salada. Sobre
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cada carril se muestra la clave para los patrones de restriccion. La muestra L10 no
tuvo secuencia de reconocimiento dentro del amplicon {TS. Los geles con los
patrones de restriccidon (para la enzima Rsal) y las claves para cada patron de
restriccion de la localidad de La Salada se encuentran en el apéndice. MPM.
marcador de peso molecular que indica los tamafios de banda desde 100 hasta
10000 pb. L: La Salada.

Patrones de restriccion de la localldad de Yate de las Palmas obtenides con la enzima Rsal

MPM

raone V1 ' V3 W Vi Ve ve Ve Ve vV viE vz VI3 VI Vi VIS VI W0 Vs V20 V1 iz Va3

=000 -

1040 -] o J—

B - . J— [

100 - —_ -

Figura 18. Esquema de los patrones de restriccion obtenidos después de la
digestion con la enzima Rsal de los plasmidos de la localidad de Valle de las
Palmas. Sobre cada carril se muestra la clave para los patrones de restriccion. Las
muestras V15 y V16 no tuvieron secuencia de reconocimiento dentro del amplicon
ITS. Los geles con los patrones de restriccion (para fa enzima Rsal) y las claves
para cada patréon de restriccion de la localidad de Valle de las Palmas se
encuentran en el apéndice. MPM: marcador de peso molecular gue indica los
tamafos de banda desde 100 hasta 10000 pb. V: Valle de las Palmas.

v
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Patronas de restriccion de la localidad de Santa Catarina obtenidos con la enzima Rsal

MPM

100066
] g1 s2 54 S 87 58 %9 8406 SH OS2 Si3 s
5000
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Figura 19. Esquema de los patrones de restriccion obtenidos despues de la
digestion con la enzima Rsal de los plasmidos de la localidad de Santa Catarina.
Sobre cada carril se muestra la clave para los patrones de restriccion. La muestra
$10 no tuvo secuencia de reconocimiento dentro del amplicon ITS. Los geles con
los patrones de restriccion (para la enzima Rsal) y las claves para cada patron de
restriccion de la localidad de Santa Catarina se encuentran en el apéndice. MPM:
marcador de peso molecular que indica los tamafios de banda desde 100 hasta
10000 pb. S: Santa Catarina. :
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Patronas de restricelon de la localidad de El Rosario obtenidos con ia enzima Rsal
MPM

16660 )
] E2 E3 E4 ES Ed ET EB EY Ei¢ FEi1 E1Z2 E13 El4

5000

1600
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Figura 20. Esquema de los patrones de restriccion obtenidos despues de Ia
digestion con la enzima Rsat de los plasmidos de la localidad de El Rosario. Sobre
cada carril se muestra la clave para los patrones de restriccion. Las muestras E10,
E11 y E14 fueron iguales al cortar con la enzima Rsal, lo cual indicd que dicha
enzima no tuvo secuencia de reconocimiento dentro del amplicon ITS. Los geles
con los patrones de restriccion (para la enzima Rsal) y las claves para cada patron
de restriccién de la localidad de E! Rosario se encuentran en el apéndice. MPM:
marcador de peso molecular que indica los tamafios de banda desde 100 hasta
10000 pb. E: El Rosario.
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Patrones de restriccion de ia localidad de Catavirfia obtenides con la enzima Rsal

MPM
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Figura 21. Esquema de los patrones de restriccion obtenidos después de Ia
digestion con la enzima Rsal de los plasmidos de la localidad de Catavifia. Sobre
cada carril se muestra la clave para los patrones de restriccién. Las muestras C13,
C14 y C15 fueron iguales al cortar con la enzima Rsal, lo cual indicd que dicha
enzima no tuvo secuencia de reconocimiento dentro del amplicon ITS. Los geles
con los patrones de restriccion (para la enzima Rsal) y las claves para cada patréon
de restriccion de la localidad de Catavifia se encuentran en el apéndice. MPM.
marcador de peso molecular que indica los tamafios de banda desde 100 hasta
10000 pb. C; Catavifia.

Los G(nicos patrones de restriccion que se repitieron entre localidades
fueron los patrones pertenecientes a las muestras C9 y E8 de las localidades de
Catavifia y El Rosario, respectivamente. Asimismo, aquellas muestras que no
tuvieron secuencia de reconocimiento para la enzima Rsal. Posteriormente éstas
fueron digeridas con la enzima EcoRl. En la figura 22 se observan los principales

patrones de restriccion obtenidos con la enzima EcoRl.
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Patrones de restriccion obtenidos con la enzima EcoRlI

21,226 pb .,

2027 pb 5"

97 pb s’
464 pb s

Figura 22. Imagen con los tres patrones de restriccion distinfos (Patron1, Patron 2,
Patron 3) obtenidos con la enzima EcoRl. Sobre cada carril se muestra la clave
para cada patrén de restriccion. MPM: marcador de peso molecular que
corresponde a 10 ul de ADN del fage lambda digerido con la enzima EcoRl y
Hindlii [50ng/ul] (Promega, Co.). i

Como se‘ puede observar en la figura 22, los patrones de restriccion
obtenidos con la enzima EcoRl no son faciles de distinguir. Esto dio pie a
dificultades al momento de leer los patrones de restriccion obienidos con la
enzima EcoRl. Sin embargo, los patrones obtenidos y cla_sificados como distintos
se enumeraron: P1, P2 y P3. De estos, se selecciond uno de cada uno por

localidad para enviar a secuenciar.
3.4 Analisis bioinformatico de secuencias ITS

En la tabla IX se enlista la cAIave del patron representante con el nimero de
veces que se repitid dicho patron dentro de la muestra. A la vez se enlista el
filotipo de cada una de las muestras que corresponden al hit de menor valorde E y
mayor porcentaje de identidad, asi como el porcentaje de cobertura de la

secuencia dado .por BLAST. Los nombres: "Ascomiceto - sin cultivar’,
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“Basidiomiceto sin cultivar’, “Hongo sin cultivar” y “Especie de hongo”
corresponden a secuencias qué anteriormente han éido agregadas al GenBank y
pertenecen a estudios similares a éste, en donde no se ha Edentificado la especie
a la que pertenece la secuencia ya que la obtencion de la secuencia no ha ido

acompafiada de aislamientos en culitivo.

Las secuencias correspondientes a las muestras L9, L13, L14, 83, S5y E1
no fuéron incluidas dentro del analisis debido a gue dos de los electroferogramas
(S3 y S5) fueron de muy mala.calidad. Pér otro lado para el resto de las
secuencias, aunque fueron alineadas, al parecer hubo errores de amplificacion de
la taq polimera’sa ya que los hiis en BLAST dieron para “vector de clonacion”. Las
secuencias de las muestras C6 y V14 no pudieron ser alineadas dentro del archivo
de alineamiento muitiple (para la construccion del arbol filogenético) debido a sus
secuencias tan variables en comparacion a las demas secuencias. Estas ocho.

secuencias no fueron tomadas en cuenta para el analisis de datos.

En la tabla 1X se observa el nimero de filotipos distintos obtenidos por
localidad. De los 76 filotipos incluidos en el andlisis, que han sido identificados por
lo menos hasta taxon, 36 son Ascomicetos mientras que 25 son Basidiomicetos.
En La Salada se obtuvieron 11 filotipos distintos de los cuales 8 se encuentran
identificados hasta el nivel de especie, 1 de ellos hasta taxén y dos de ellos no
estan identificados. De los filotipos identificados, todos pertenecen al taxoén

Ascomycota y el mas comUn en esta localidad corresponde a Penicillium
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dipodomyicola (L10) con 36 repeticiones de su patrén de restriccion. En Valle de
las Paimas se -obtuvieron 24 filotipqs distintos, de los cuales 9 se encuentran
identificados hasta el nivel de gspecie, 1 hasta el nivel de clase, 10 hasta taxén
(de los cuales 8 pertenecen al taxén Ascomycota y 2 al taxdn Basidiomicota) y 4
no har; sido identificados. De los filotipos identificados por lo menos hasta taxdn,
14 son Ascomicetos y 5 son Basidiomicetos. El filotipo mas comuin en ésta
iocalidad pertenece a la muestra V16 que ha sido identificada solo hasta el nivel
de taxén (Ascomycota) con 25 repeticiones de su patrén de restriccion. En Santa

Catarina se obtuvieron 12 filotipos distintos, todos Basidiohicetos, de los cuales 4
han sido identificados hasta el nivel de especie, 1 hasta el nivel de género, 5 hasta
el nivel de taxén y 2 no han sido identificados. El filotipo mas comin en ésta
localidad pertenece a la muestra S10 con 31 repeticiones de su patrén de
restriccion y que ha sido identificada hasta el nivel de género como Coprinellus sp.
En El Rosario se obtuvieron 13 filotipos distintos de los cuales, 6 han sido
identificados hasta el nivel de especie, 3 hasta taxén y 4 no han sido identificados.
Dentro de ésta Ultima categoria se encuentra el filotipo mas comun perteneciente
a la muesira E10 con 39 repeticiones de su patrén de restriccion. De los filotipos
identificados por lo menos hasta taxdn, 5 son Basidiomicetos, mientras que 4 son
Ascomicetos. En Catavifia se obtuvieron 18 filotipos distintos de los cuales, 9 han
sido identificados hasta especie, 2 hasta género, 2 hasta taxén y 3 no han sido

identificados, de todos estos’ 8 son Ascomicetos, mientras que 5 son
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Basidiomicetos. Al igual que La Salada, el filotipo mas comdn corresponde a

~ Penicilium dipodomyicola con 27 repeticiones de su patrdn de restriccion.

Los filotipos repetidqs entre localidades fueron: Penicillium dipodomyicola
entre La Salada, Catavifia y El Rosario, aunque el género Penicillium estuvo
presente en todas las localidades excepto Santa‘Catarina. Otro filotipo repetido
entre La Salada y Catavifia fue: Alternaria afternaia." El filotipo repetido entre La
Salada y Valle de las Palrﬁas corresponde a Phoma medicaginis. Asimismb el
filotipo correspondiente a Phoma nebulosa se repitio tanto.en El Rosério comoe en
Catavifia. Por otro lado, entre Valle de las Palmas y Santa Catgrina se repitio el

filotipo de Tulostoma kotlabae.

De los filotipos encontrados, solamente uno de los generos, Geasfrum,
habia sido reportado para Baja California por Ayala y Ochoa (1998). El
antecedente se habia dado especificamente para la especie Geastrum triplex,
mieﬁtras que el filotipo encontrado en éste estudio corresponde a Geastrum
campestre. El resto de los filotipos encontrados en este estudio no han sido‘

reportados para Baja California anteriormente.

El arbol filogenético (figura 23) se construyd con las secuencias enlistadas
en la tabia 1X (a excepcién de las muestras: L9, L13, L-14, V14, S3, S5, Ely C6).
Los nombres de cada secuencia van acom'paﬁados de la clave del patron de
restriccion que le corresponde. El arbol filogenético esta condensado para valores

mayores a 50, esto significa que los clados con valores por debajo de 50 fueron
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eliminados y mas bien se da énfasis a los clados confiables con valores por
encima de 50. Por lo anterior, la importancia del arbol radica en su topologia y ha
perdido el vaior filogenético ya que la longitud de las ramas no es proporcional al

nGmero de sustituciones nucleotidicas'®.

' hitp://evolgen.biol. metro-u.ac.jp/MEGA/manual/Phylogeny.html
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Tabla IX. Filotipo al que pertenece cada secuencia, con su respectivo valor de E, asi como el porcentaje de la
maxima identidad y el porcentaje de cobertura. A la vez, se muestra el niimero de veces que se repite el mismo
patron de bandas por muestra en los RFLP.

Clave del
patrén Repeticiones Filotipo Maxima Valor de | Cobertura (%}
representante Identidad (%) E ‘
por filotipo
L1 9 Hongo sin cultivar 88 1e-156 47
L2 13 Ascomiceto sin cultivar 99 0 88
L3 4 Hongo sin cultivar 99 0 62
L4 1 Penicillium clavigerum 89 0 88
L5 9 Paracoccidioides 90 1e-142 66
: brasiliensis
L6 6 Penicillium sp. _ 86 0 89
L7 2 Phoma medicaginis 96 0 57
18 5 Penicillium expansum 84 0 89
L9 2 | e - — —
.10 38 Penicillium dipodomyicola 06 0 68 -
L11 13 Alternaria tenuissima 99 0 88
L12 6 Alternaria alternata " 99 0 89
L13 4 | e — — —
L14 . - -~ .
V1 5 Dotideomiceto 94 0: 50
V2 4 Phoma medicaginis 99 0 91
V3 1 Geastrum campestre 88 0 61
V4 12 Ascomiceto sin cultivar 92 0 87 .
V5 5 Pleosporal sin cultivar 97 0 53
V6 10 Penicillium griseofulvum 06 0 89
V7 4 Ulocladium atrum 98 0 56
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V8 13 Ascomiceto sin cultivar 99 0 88
V9 1 Ascomiceto sin cultivar 92 0 88
V10 1 Ascomiceto sin cultivar 93 0 79
V11 1 Ascomiceto sin cultivar a0 0 87
V12 1 Basidiomiceto sin cultivar 85 0 80
V13 12 Basidiomiceto sin cultivar 94 0 82
V14 1 Penicillium variabile 77 3e-13 16
V15 17 Ceratobasidium sp. 92 0 76
V16 36 Ascomiceto sin cultivar 91 0 88
V17 2 Hongo sin cultivar 100 0 59
V18 2 Hongo sin cultivar 98 0 61
V19 2 Hongo sin cultivar 99 0 62
V20 1 Hongo sin cultivar 96 0 76
V21 2 Ascomiceto sin cultivar 95 0 76
V22 1 Tulostoma kotlabae 92 0 76
V23 1 Phoma sojicola 98 0 88
V24 2 Ascomiceto sin cultivar 96 0 90
V25 1 Phialophora hyalina 93 0 72
S1 15 Tulostoma kotlabae 89 0 75
S2 7 Especie de hongo 97 0 54
© 83 > S (R — - - e
S4 1 Tulostoma brumale . 95 0 55
S5 3 mn - - ---
S6 12 Basidiomiceto sin cultivar 95 0 89
S7 3 Hongo sin cultivar 99 0 58
S8 3 Coprinellus radians 95 0 89
S9 22 Dothidea muelleri 98 0 88
S10 28 Coprinellus sp. 94 0 89
S11 6 Basidiomiceto sin cultivar 95 0 20
S12 9 Basidiomiceto sin cultivar 892 o 89




77

S13 1 Basidiomiceto sin cultivar 96 0 90
S14 4 Basidiomiceto sin cultivar 93 0 90
E1 o S —— — - -—
E2 1 Basidiomiceto sin cultivar 86 0 82
E3 3 Hongo sin cultivar 89 0 64
E4 11 Sphaerobolus iowensis 99 0 64
'E5 8 Coprinus sterquilinus 94 0 61
EG 3 Basidiomiceto sin cultivar - 97 0 48
E7 1 Especie de hongo 89 0 64
E8 7 Ascomiceto sin cultivar 90 0 88
E9 7 Psathyrella candolleana 95 0 82
E10 36 Hongo sin cultivar 81 7E-130 63
E11 7 Phoma nebulosa 85 0 88
E12 1 Ochrocladosporium elatum 91 0 83
E13 1 Especie de hongo 92 0 45
E14 3 Penicillium dipodomyicola 98 0 89
C1 4 Hohenbuehelia grisea 96 0 79
C2 1 Emmonsia parva 93 0 75
C3 3 Ascomiceto sin cultivar 92 0 75
C4 3 Especie de hongo 92 0 75
C5 8 Basidiomiceto sin cultivar 89 0 90
C6b 2 Gibberella moniliformes 100 0 48
C7 3 Especie de hongo 92 0 45
C8 4 Geomyces sp. 99 0 74
C9 20 Hongo sin cultivar 93 0 74
- C10. 5] Alfernaria alfernata 99 0 38
C11 1 Hohenbuehelia sp 95 0 80
C12 10 Nemafoctonus robustus 95 0 79
C13 3 Phoma nebulosa 85 0 88
C14 36 Penicillium dipodomyicola 98 0 88
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C15

12

Neonectria sp.

96

75

C16

Psathyrella candolleana

96

oo

82
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69

_E Penigillium sp. L6
Penicillium expansum L8

Peniciliium griseofulvum V&

— Emimonsia parva G2

1 — Espacie de hongo C4
Geomyces sp. C8

Ascomiceto sin cuitivar C3

Ascomiceto sin cultivar V4

Peniciliium dipodomyicola L10

Dothidea musileri $9

gp [ Hongo sin culthar V17

e Hongo sin cultivar V20

Hongo sin cultivar E10

 — Hongo sin cultivar L3

") Hongo sin cultivar V19
{ Alternaria aliemata C10
Altemaria aitemata 12

Phoma nebulosa C13

67

Plecsporal sin cultivar V5

Phoma sojicola V23

P Asgcomiceto sin cultivar £2

Phoma medicaginis V2

Geastrum campestre V3

Ascomiceto sin cultivar V10

Ceratobasidium sp. V15

Hengo sin cultivar 87

— Sphaerobolus iowensis E4

85— Basidiomiceto sin cultivar E6
] Hohenbushslia grisea G1

L Hohenbuehslia sp CH1

87 Basidiomiceto sin cultiar E2
{ Coprinus sterquilinus E5

9% Basidiomiceto sin cuitivar S12
{ Basidiomiceto sin cultivar S14

56

Tulostoma brumale S4

Basidiomiceto sin cultivar C5

Basidiomiceto sin cullivar $13

_____: Psathyrella candolieana E9
52 Coprinellus radians S8

Basidiomiceto sin cultivar V13

Basidiomiceto sin cultivar V12

Dotideomiceto sin cultivar V4
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Continuacion del arbol filogenetico.
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£ ] E— Penicillium dipodomyicola C14

S Penicillium dipodomyicola E14

Phoema nebulosa E11

] E— Ascomiceto sin cultivar V8

I Ascomiceto sin cultivar V11

Ascomiceto sin cultivar V24

Hongo sin cudtivar V18
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Figura 23. Arbol filogenético construido por el método de “neighbor-joining” con
500 réplicas condensado (valores > 50) en el cual se muestra el nombre del hit
con menor valor de E y mayor porcentaje de identidad de las muestras a las
cuales se les sometié a BLAST, asi como la clave del patrén de restriccion que le

corresponde.
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3.5 Estimacion de biodiversidad de filotipos

Para la estimacion de diversidad de especies se aplicé el indice de

diversidad de Shannon (H’) y se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla X. Valores de H del indice de Shannon obtenidos para cada una de las
localidades. Valores cercanos a 1.5 indican baja diversidad de especies, mientras
que valores cercanos a 3.5 indican aita diversidad de especies.

Localidad Valor de H
La Salada 2.0203
Valle de las Palmas 2.5645
Santa Catarina 2.1146
Ei Rosario 1.8543
Catavina 2.2424

Las tabias desglosadas con los valores calculados para la obtencién del

fndice de diversidad de Shannon por localidad pueden verse en el apéndice.
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CAPITULO IV
4. DISCUSION

Las concentraciones de ADN total de las muestras de suelo no estan
directamente relacionadas con la riqueza fungica- de Iés localidades, sino mas
bien, son un indicador de la cantidad de biomasa de cada lugar. Por lo tanto, no se
esperaba que las localidades con rﬁayor concentracicn de ADN tuvieran una
mayor riqueza flngica. Este fue el caso de Santa Catarina, que presentd la mayor
concentracion de ADN total, sin embargo su riqueza fungica fue similar al resto de
las localidades. Las altas concentraciones de ADN total de dicha localidad pueden
deberse a que la disponibilidad de agua es mayor en Santa Catarina gue en las
otras localidades, lo que permite el desarrollo de follaje mas denso, por lo que hay
mas materia organica en descomposicion (proveniente de las plantas) en el suelo.
Por lo tanto, al tomar la muestra de suelo, ésta eété repleta de particulas de
plantas y al hacer las exiracciones de ADN la mayor parte del ADN aislado
probablemente pertenece a plantas y no hongos. Por otro lado, a pesar de las
condiciones xericas del Valle de las Palmas, las concentraciones de ADN, aunque
bajas, tendieron a ser un poco mas elevadas que en las otras tres localidades.
Esto podria deberse al extenso sistema de raices del subsuelo que presenta dicha
localidad y que a pesar de que a simple vista el paisaje no es muy frondoso, el

suelo posee una gran cantidad de biomasa pequefia (p.e. raices, artrépodos, etc.).
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Las amplificaciones obtenidas con la PCR anidada, indicaron que en todas
Ivas muestras de suelo habia presencia de Ascomicetos y Basidiomicetos (Figura
11). Por lo anterior, fue posible proce_der con la clonacién. A pesar de que para la
clonacién se utilizd un vector con alta efectividad en sus tasas de transformacion®,
hubo una altr;l tasa de falsos positivos. TOPO asegura una efectividad del 95% en
las transformaciones y en este caso se obtuvo una efectividad del 87% (Tabla VH).
Sin embargo, la transformacién con TOPO fue la Gnica que resultd exitosa en este
caso. Anteriormente se intenté utilizar el pGEM®-T Easy Vector (Promega, Co.),
asi c;omo el vectér pBluescript 1l y pUC19 sin resultado alguno. -Estoé. problemas,
tanto la bajé efectividad como el failo al utilizar otros vectores, se podrian deber a -
que anteriormente se ha reportado la incapacidad de clonar ciertos productos de
PCR amplificados de muestras de suelo (Head et al, 1998). A su vez, es bien
sabido que la clonacidn de conjuntos de secuencias es complicado y que debido a
la composicidbn de algunas secuencias de ADN (p.e. ‘aquelias muy ricas en
adeninas y timinas, o aquellas con secuencias repetidas que formen estructuras
secundarias con el plasmido), simplemente no pueden ser mantenidas completas
dentro del plasmido, por lo que la transcripcién del gen de la lacZ es interrumpido
por un pequefio fragmento de la secuencia ins_ertada y no por todo el inserto en

si?!,

 http:/ftools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/topota_man.pdf
! http:/imvww. ucl.ac.uk/
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De los plasmidos sometidos a RFLP se obtuvieron 83 patrones de bandas
distintos (Tab!a VIIl). Como se menciond anteriormente, los Unicos .patrones de
restriccion que se repitieron entre localidades fueron los patrones pertenecientes a
las muestras C9 y E8. Sin embargo, estas muestras se alinearon con filotipos
diferentes en BLAST: la muestra C9 se aline(') para un “hongo sin cultivar” mientras "
que la muestra E8 se alined para un “Ascomiceto sin cultivar”. No obstante, en el
arbol filogenético (figura 23) estas dos muestras se agrupan en el mismo clado, lo
cual indica que son especies con mucha similitud dentro de su secuencia ITS,

razén por la cual probablemente comparten el patrén de restriccion en comun y

por lo que seguramente estan cercanamente emparentadas.

l.os patrones de restriccion de las muestras en donde el amplicon ITS no
tuvo secuencia de reconocimiento para la enzima Rsal (que posteriormente fueron
digeridas con EcoRl) también se alinearon a filotipos distintos. La muestra L10,
E14 y C14 correspondieron a Penicillium dipodomyicola, la muestra V15 se alined
a Ceratobasidium sp., la muestra S10 se alineé a Coprinellus sp., las muesiras
E11 y C13 se alinearon a Phoma nebulosa y la muestra C15 se alined al filotipo
correspondiente a Neonectria sp. Estos filotipos son totalmente distintos entre si y
pertenecen incluso a diferentes taxa. Haber digerido los amplicones que no fueron
digeridos con la enzima Rsal (utilizando la enzima EcoRl) fue de suma utilidad, ya
qué de haber tomado el patrén de restriccion obtenido con la enzima Rsal como
perteneciénte a un mismo filotipo, los datos hubieran estado sesgados hacia ese

patrén de restriccion en particular y a la colonia seleccionada para secuenciar; asi,
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los resultados mostrarian a ese filotipo como el mas comdn para todas las
localidades. Sin embafgo, debido a que los batrones de restricciérn obtenidos con
la enzima EcoRl no se pudieron distinguir con facilidad, existe la posibilidad de
que algunos filotipos hayan pasado desapercibidos y estén siendo clasificados

errdneamente dentro de otro filotipol..

Como se menciond anteriormente, las muestras L10, E14 y C14 estuvieron
dentro de las muestras que no fueron digeridas por la enzima Rsal y que
posteriormente fueron digeridas con E;.?ORL Estas tres muestras se alinearon para
el mismo filotipo: Penicillium dipodomyicola. La muestra perteneciente a la
localidad de La Salada (L10) presenta un porcentaje de cobertura muy bajo en
comparacion a las otras dos muestras. Mientras que E14 y C14 presentan un
porcentaje de identidad y cobertura de 98% y 88% respectivamente, L10 posee un
porcentaje de identidad de 96% y un porcentaje de cobertura de solamente 68%.
Asimismo, en el arbol filogenético las muestras E14 y C14 se encuentran
agrupadas en un mismo clado, mientras que la muestra perteneciente a L10 se
encuentra en un clado totalmente distinto. Por lo anterior, se podria pensar que la
muestra L10 realmente no pertenece al filotipo de Peniciflium sino a alguna
especie cercana que aun no ha sido identificada. Asimismo, en La Salada hubo
presencia de otros filotipos pertenecientes al género Penicillium que se agruparon
dentro de otro clado,- estos filotipos fueron: Penicillium sp. (L8) y Penicillium
expansum (L8). Este clado esta compartido con Penicillium gri;seofulvum (VB) de la

localidad de Valle de las Palmas; las tres muestras poseen valores de identidad y
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cobertura muy similares. Sin embargo, la muestra L6 se agrupd dentro de un
subclado con Ia; muestra L8, dejando fuera a la muestra V8, lo que indica que la
muestra L6 y L8 estan cercanamente emparentadas. No obstante, la muestra
Penicillium sp. L6 no ha sido debidamente identificada. Debido a su cercania con
la mue:stra L.8 podria pensarse que se trata del mismo filotipo, pero los patrones de
restriccion y los porcentajes de maxima identidad y cobertura rechazan dicha
teoria. Por lo tanto, la muestra L6 probablemente pertenezca a alguna variedad de

la especie Penicillium expansum que aln no ha sido descrita.

~ Las muestras E11 y C13 tampoco fueron digeridas por la enzima Rsal.
Ambas se alinearon ai filotipo Phoma nebulosa. Los porcentajes de mé:cxima
identidad y cobertura fueron iguales para ambos casos (Tabla IX), pero en el arbol
filogenético (figura 23) se encuentran agrupados en clados distintos. Mientras que
la muestra Phoma nebulosa C13 comparte clado con Phc_)ma sgjicola, la muestra
E11 se encuentra aislada sin formar parte de ninglin clado en particular. Debido a
que Phoma nebulosa es un patdgeno de plantas®, el aislamiento de la muestra
E11 podria estar asociado a que dicha especie haya desarrollado algun tipo de
relacién con alguna planta en particular de la localidad de El Rosario que no esté

presente en las ofras localidades en donde se observé el género de Phoma.

Por otro lado, las muestras V2 y L7 mostraron patrones de restriccion

distintos a pesar de haberse alineado al mismo filotipo (Phoma medicaginis). En la

2 http://nt.ars;g rin.gov/fungaldatabases/
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tabla IX se puede observar que los valores de maxima identidad y porcentaje de
_cobertura de las muestras V2 y L7 tienden a variar. El ‘porcentaje de cobertﬁra de
la muestra L7 es solamente de 57%, mientras que el porcentaje de cobertura de la
muestra V2 es de 91%. En el arbol filogenético (figura 23) las dos muestras
(Phoma medicaginis V2 y Phoma medicaginis L7) se encuentl:an en clados
totalmente separados, lo que significa que sus secuencias nucleotidicas no son
iguales (de ahi los patrones de restriccién distintos). Phoma medicaginis V2 se
encuentra agrupada en un clado junto con Phoma sojicola V23 y un "Ascomiceto
sin cultivar L2" el ‘cual probablemente pertenece a una— especie hermana del
género Phoma que aln no ha sido identificada; las muestras V23 y L2 poseen
porcentajes de cobertura y maxima identidad por encima de los 98% y 88%
respectivamente. Con dichos valores elevados se puede asegurar que se han
alineado al filotipo adecuado y al compaitir clado con esas muestras se puede
también asegurar que la muestra Phoma medicaginis V2 realmente pertenece al
filotipo al cual se alineo. Sin embargo, esto podria estar indicando gue la muestra
aislada (L7) probablemente no pertenece al filotipo de Phoma medicaginis sino a

alguna especie cercana que aun no ha sido identificada o bien, a un tipo de

variedad dentro de la especie.

Las muestras V22 y S1 también presentaron un patrén de restriccion
distinto a pesar de haberse alineado para el mismo filotipo: Tulostoma kotlabae.
En el arbol filogenetico (figura 23) las dos muestras estan dentro del mismo clado

y poseen porcentajes de maxima identidad y cobertura similares (tabla 1X). Por lo
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anterior, podria decirse gue se trata del mismo filotipo para ambas localidades. El
clade en el que se ubican las mﬁestras Tulostoma koi“labae V22 y Tulostoma
kotlabae S1 estd compartido con otros basidiomicetds que forman dos subclados
entre si. Uno de esos subclados esta conformado por dos filotipos pertenecientes
a la localidad de Santa Catarina'y ambos “Basidi;)micetos sin cultivar” (S6y S11) vy
el otro subclado estd formado por dos filotipos distintos, uno perteneciente a la
localidad de Santa Catarina (Coprinellus sp.) y otro a Catavifa (Psathyrella
candolleana). Todos los fillotipos poseen porcentajes de identidad y cobertura por
éncima de los ochenta. Los patrones d"e restriccion distintos pudieron deberse a
fallos de digestién- por parte de la enzima o a pequenas diferencias en la

secuencia de ADN resuitado de errores de lectura de la tag polimerasa.

Las muestras L11 y C10 también se alinearon al mismo filotipo (Alternaria
alternata) a pesar de presentar patrones de restriccién d.istintos. Sus valores de
méaxima identidad y porcentaje de cobertura son iguales (tabla IX) y en el arbol
filogenetico (figura 23) se encuentran agrupados dentro del mismo clado. Las
diferencias en los patrones de restriccion se pudieron deber a pequefias
variaciones en la secuencia de ADN que podrian estar asociadas a la distancia

geografica que los separa.

La mayoria de los filotipos no identificados se agruparon entre si, pero
ninguno de eitos compartié patrdn de restriccion, excepto las muestras C9 y E8. La

muestra "Hongo sin cultivar L3" se agrupé en el mismo clado que el filotipo “Hongo
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sin cultivar V19", sus porcentajes de maxima identidad y cobertura fueron
| idénticos, por lo Eque probablemente se trate de especies cercanamente
emparentadas. Los filotipos "Hongo sin cultivar V17" y “Hongo sin cultivar V20"
poseen porcentajes aitos de maxima identidad, pero porcentajes bajos de
cobertura, ;Sor lo que probébiemente se frate de especies emparentadas que alin
~ no han sido descritas. Las muestras “Ascomiceto sin cultivar E8" y “Ascomice:to sin
cultivar V21", poseen valores muy similares de maxima identidad y cobertura por
lo que al estar agrupados en el mismo clado podria tratarse de variedades dentro
dehfa misma especie. El mismo caso se dio para las muestr;'as “Ascomiceto sin
cuitivar V8" y “Ascomiceto sin cultivar V11”, asi como para las muestras
“Ascomiceto sin cultivar V9" y “Ascomiceto sin cultivar V167, también para las
muestras "Hongo sin cultivar E3” y “Especie de hongo E7” y lo mismo sucedié para
las muestras “Basidiomiceto sin cuitivar $S6” y “Basidiomiceto sin cultivar S11”, Por
otro lado un filotipo no identificado (“Especie de hongo C4”) se agrupé en el mismo
clado que el filotipo perteneciente a Emmonsia parva C2, por lo que
probablemente el filotipo no identificado pertenece a alguna especie hermana del
género Emmonsia que aln no ha sido reportado. El mismo caso sé dio para la
muestra “Especie de hongo E13” que se agrupd en el mismo clado que el filotipo

Neonectria sp.

Cada una de las localidades presentd caracteristicas especificas en cuanto
a la composicion de ffilotipos fungicos. En La Salada se observaron cuatro filotipos

distintos pertenecientes al género Penicillium, asi como dos filotipos distintos
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pertenecientes al género Alfernaria. Las condiciones climaticas tan extremas que
se presentan en dicha localidad, pudieran estar favoreciéndo el fendmeno dé
especiacion simpatrica, dando origen a diferentes especies dentré de un mismo
género. De la misma forma se podrian explicar los distanciamientos dentro del
arbol filogenético (figura 23) de las muestras Penicillium dipodomyicolé. L0y la
muestra Phoma medicaginis L7, que_no se agruparon dentro de los clados de
filotipos iguales o similares. Como se menciono con anterioridad, todos los filotipos
identificados en esta localidad son Ascomicetos, esto no es extrafio, ya que las
condiciones climaticas tan aridas probablemente dificultan el desarrollo de
Basidiomicetos, que se caracterizan por serhongos de climas mas ten'ipiados yen
muchos casos se desarrollan solo en presencia de mucha biomasa perteneciente

- a la madera (Heilmann — Clausen y Boddy, 2008).

Valle de las Palmas se caracterizd por presentar_1a mayor diversidad de
filotipos. Mientras que el resto de las localidades presentaron en promedio 13
filotipos distintos, Valle de las Paimas present6 25 filotipos diferentes. A su vez, el
sustrato de Valle de las Palmas, rico en humus y con un sistema de raices muy
desarrollado, lo cual podria facilitar el desarrollo de hongos. En esta localidad,
aunque hubo presencia predominantemente de Ascomicetos, también hubo
presencia de Basidiomicetos, (aunque en menor cantidad) debido a que los
_recursos maderables no son tan 'escasos como en La Salada, a que .Ia
temperatura no es tan elevada y a que la disponibilidad de agua no es tan limitada.

De los 25 filotipos de Valle de las Palmas mas de la mitad se clasificaron como no
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identificados y la mayoria fueron exclusivos para Valle de las Paimas va que los
filotipos presentes én esta localidad no‘ se repitieron en otras localidades, a
excepcion del Basidiomiceto Tulostoma kotlabae en Santa Catarina y Phoma
medicaginis en La Salada. Lo anterior, probablemente se deba a las
caracteristicas climaticas tan exc-i'usivas de Valle de las Paimas, que puede haber
. propiciado el desarrollo de ciertas especies que probablemente no sean tan

comunes en ofros ecosistemas un poco mas convencionailes.

La localidad de Santa Catarina se caracterizd por presentar solamente
Basidiomicetos. De los ecosistemas aridos muestreados éste es el menos arido, la
disp;)nibilidad de agua y materia organica es mayor y las temperaturas son
templadas. Estas caracteristicas, contrarias a la localidad de La Salada, pueden
hacer a Santa Catarina la localidad optima para el desarrollo exclusivo de
Basidiomicetos. Por los filotipos encontrados en Santa Catarina, podria decirse
que fue el ecosistema mas distinto en composicién fingica. Esto debido a que
solamente posee un filotipo en comun con el resto de las localidades el cual es
compartido con Valle de las Palmas (Tulostoma kotlabae). Sin embargo, en esta
localidad sucedi6 algo similar a lo observado en La Salada, ya que hubo dos
filotipos pertenecientes al género Tulostoma, asi como otros dos filotipos
pertenecientes al género Coprinellus. Ademds los “Basidiomicetos sin cultivar’
(86, §11, S12, 813 y S14) se agruparon en fos clados .pertenecientes a esos
generos (Tulostoma y Coprinellus), por lo que probablemente se trate de filotipos

cercanamente emparentados o bien especies distintas dentro de un mismo
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genero. El exceso de recursos (tales como agua t materia organica en
descomposiéién) dentro de esta localidad, probablemente esté favoreciendo a
esos dos géneros, los cua!_es gracias a las condiciones adecuadas han podido
desarrollarse en comunidades grandes, fraccionarse y especializarse hasta formar
vari;sdades distintas dentro de una misma especie o bien especies diferentes

dentro de un mismo género.

En El Rosario, hubo una proporcién aproximada de 1:1 de Ascomicetos:
Basidiomicetos. En materiales y métodos se detallaron las caracteristicas
cl@méticas de dicha localidad, mencionando que es un importante punto de
- transicion de provincias biogeograficas floristicas de climas mediterraneos y
deseérticos. Por lo tanto, las condiciones climaticas no son tan aridas como en La
Salada, pero tampoco son templadas como en Santa Catarina. Por lo tanto, la
presencia de filotipos en igual cantidad de Basidiomicetos y Ascomicetos va de
acuerdo al hecho de que dicho sitio es una localidad de transicion entre dos tipos
de climas. Asi, se facilita el desarrollo de Ascomicetos debido a las condiciones
aridas, pero aun asi hay presencia de Basidiomicetos debido a los elementos
climaticos de los desiertos mediterraneos. Sin embargo, el sustrato de El Rosario
se caracteriza por ser tipico de ecosistemas impadtados y la dominancia muy
marcada de un solo filotipo (Hongo sin cultivar E10}) lo corroboré. A pesar de lo
anterior, la localidad de El Rosario fue la (nica que presento filotipos tanto del
norte como del sur dei estado. Este fue el caso de los filotipos pertenec:ien":es a

Penicillium dipodomyicola, presentes también en La Salada y Catavifia, asi como
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el caso del filotipo Phoma nebulosa, el cual también estuvo presente en Catavifia y
el género Coprihus que se observo también en la Iocaiidgd de Santa Catarina.
Estos resultados van de acuerdo a lo predicho; debido a la ubicacidon geografica
en un punto de transicidn de provincias biogeograficas, El Rosario, tiende a
presentar filotipos tanto de écosistemas aridos del norte, como de ecosistemas
aridos del sur. Asimismo, en comparacion al resto, esta localidad compartio mas

filotipos con otras localidades.

En Catavifia se observarén filotipos en su mayoria pertenecientes al taxén
Ascomycota pero también ‘hubo presencia de algunos Basidiomicetos. Catavifia
fue la localidad con mas filotipos distintos después de Valle de las Palmas, pero a
diferencia de éste Ultimo, la mayoria de los filotipos si fueron identificados. Entre
L.a Salada y Catavifia {ambos ecosistemas con caracteristicas climaticas similares)
hubo algunos filotipos compartidos, {al es el caso de Peniciflium dipodomycola,
Alternaria afternata y el género Phoma, asi como filotipos Unicos para dicha
localidad como: Hohenbuehelia grisea y Emmonisa parva. Por lo anterior, podria
decirse que aungue La Salada y Catavifa comparten caracteristicas climaticas
muy similares y a pesar de que poseen filotipos en comun, la diversidad fungica

tiende a cambiar despues del paralelo 28.

Por los resultados observados en cada una de las localidades, podria
decirse que los hongos no son cosmopolitas en el sentido de que no todos los

hongos estan en todas partes, sino que mas bien, parecen mosirar patrones de
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distribucion similares a los descritos en plantas, por lo menos para el estado de
éaja California. Esto podria estar ocurriendo por la razon de que muchos hongos
estan asociados a plantas, tal es el caso de los géneros Phoma, Emmonsia,
Ulocaldium, Alternaria y  Peniciflium (en el caso del filotipo pertenecientes a
Penicillium expansum), por lo que su distribucion podria estar directamente
relacionada con la distribucion de las plantas con las cuales se asocian. O bien
podria estar ocurriendo el caso contrario: que los hongos crezcan en el sustrato
adecuado (con nutrientes especificos para cada planta) para que solo ciertas

plantas se desarrollen en cada localidad.

En cuanto a la abundancia de filotipos en las iocalidacies muestreadas, si
seguimos el principio de que la polimerasa tiende a amplificar por azar las
secuencias mas comunes en una muestra de ADN, se podria decir que los
patrones de bandas que se repitieron constantemente_ en los RFLPs fueron
aquellos para el hongo mas abundante de cada localidad, mientras que los
patrones de bandas que solo se observaron una vez o un par de veces,
pertenecen a hongos poco abundantes de la localidad. Utilizando éste principio, se
calcularon ios 'fndice_s de diversidad para cada localidad (Tabla X). En fa tabia X se
puede observar que la localidad con un mayor indice de diversidad corresponde a
Valle de las Palmas con un valor de 2.5613. Esto significa que Valle de las Palmas
posee un nivel moderado de diversidad, ya que aunque posee la mayor cantidad
de filotipos estos no estén distribuidos uniformemente, sino que hay dominancia

de uno de ellos en particular {(Ascomiceto sin cultivar V16). Este resuitado se
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repitio en todas las localidades en diferente magnitud. El indice de diversidad mas
bajo lo presento El Rosario, con un valor de 1.8543. Lo anterior ée debe a que
aunque El Rosario present6 riqueza similar al resto de las localidades, hubo
dominancia muy marcada de un hongo en particular (Mongo sin cuitivar E10). La
Salada y Santa Catarina presentaron valores mas o menos similares: 2.0203"y
2.1148 respectivamente. Ambas localidades presentaron dominancia de un
filotipo: Penicillium dipodomyicola para La Salada y Coprinelius Sp. para Santa
Catarina. Catavifia se sitio en un punto intermedio, presentando un |nd|ce de
diversidad de 2.2424. Los valores de diversidad obtenidos tendieron estar
sesgados hacia valores bajos, esto se debio a la predominancia muy marcada de
un filotipo en particular por localidad. En el caso de Valle de las Palmas y El
Rosario, el filotipo més comin pertenece a un hongo que ain no ha sido
identificado. Esto nos muestra la falta de informaciéon en la caracterizacion de
comunidades fungicas, ya que los componentes mas abundantes de ciertas
localidades atn no se conocen. Por otro lado, en el caso de La Salada y Catavifia
- el filotipo predominante fue Penicillium dipodomyicola, caracterizado por ser un
hongo generalista, es decir que puede desarrollarse faciimente bajo cualquier
condicidn climatica. Debido a que este hongo fue el mas comdn en los
ecosistemas mas extremos, podria decirse que probablemente sea é! que mejor
se ha adaptado a las condiciones exiremas o bien que ha sido la tnica especie
que ha podido sobrevivir exitosamenfe. Sin embargo, los resultados de diversidad

obtenidos como consecuencia de los RFLPs son un primer estimado de la
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diversidad real que existe en los ecosistemas aridos de Baja California. Como se
menciond anteriormente, los analisis de restriccion poseen‘una gran cantidad dg
sesgos asociados a la accién enzimatica, por lo que la seleccion de la enzima a
utilizar debe de ser cuidadosamente seleccionada o puede generar resultados
poco fiables al momento de obtener los patronesmde restriccion. En este trabajo
ese fue uno de los principales problemas ya que se encontrd que muchas de las
secuencias ITS no eran digeridas por la enzima Rsal. A pesar de que la enzima
EcoRl fue la segunda alter.nativa, ésta tampoco resultd ser de mucho éxito. El
priﬁcipal problema se debié a que las sec;uencias ITS se encontraban insertadas
dentro de un plasmido y éste tendia a ser digerido en muchos fragmentos por Ia
mayoria de las enzimas, por lo cual los fragmentos ITS se perdian dentro de los
patrones de bandas y eran practicamente imposibles de diferenciar (ver apéndice).
La alternativa mas adecuada hubiera sido la liberacion de la secuencia ITS del
plasmido, la purificacion del fragmento vy la posterior digestion con un conjunto de
enzimas. Sin embargo, esta opcion no fue del todo viable ya que la tnica enzima
que libera el fragmento inserto en e plasmido pCR®2.1-TOPQ® (Invitrogen, Co.)
es la enzima EcoRl que a |la vez, posee una secuencia de reconocimiento comun
dentro de las secuencias ITS de hongos, por lo que rara vez, el fragmento
insertado es liberado por completo. Otré alternativa hubiera sido llevar a cabo una
PCR para cada uno de los plésmidos (utilizando los cebadores de Martin y
Rygiewicz, 2005) y una vez amplificado el inserto, purificario y digerirlo. Sin

embargo, dicha alternativa requeria de mucha mano de obra y recursos. Por la
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misma razén de que los RFLPs no poseen una alta resolucién, no se puede
asignar un pastrén de bandas exclu§ivo para la identificacién de un filotipo y a la
vez los indices de diversidad obtenidos con el indice de diversidad de Shannon no
son un indicativo fiable de la verdadera biodiversidad de las localidades
muesjtreadas. Aunado a esto, el tamaﬁq de muestra fue muy pequefio para la
determinacion definitiva de indices de diversidad, por lo tanto, para obtener un

indice mas significative se requiere de un muestreo mucho mas exhaustivo.

L:a cantidad de filotipos obtenidos en cada una de las localidades de esta
investigacion son muchas mas, en comparacion a los antecedentes descritos para
Baja California. Sin embargo, probablemente existen muchos mas filotipos due los
descritos en este trabajo que estan pasando desapercibidos debido a la gran
cantidad de sesgos que produce la metodologia utilizada. Lo anterior es resultado
de no utlizar la cantidad completa de las extracciones de ADN genomico, asi
como la reaccion completa de PCR y la réaccion completa de clonacion: para cada
reaccion los templadcs van disminuyendo y los sesgos aumentando. Un claro
ejemplo de este sesgo es que anteriormente, las muestras de. ADN genémico de
Valle de las Palmas utilizadas en éste trabajo, fueron utilizadas para amplificar la
region ITS del hongo patégeno Coccidioides sp. utilizando cebadores especificos
para dicho organismo y los resuitados obtenidos fueron positivos (resultados no
mostrados). Sin embargo, de los filotipos obtenidos en este trabajo, ninguno se
alined ai filotipo perteneciente. a Coccidioides sp. No obstante, dentro de las

metodologias mas accesibles para el estudio de microorganismos sin cultivar, ésta
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es la mas viable en cuanto a resolucion y costo. Asimismo, gracias a los
resultados obtenidos en muchas investigaciones en las cuales se utilizd como
base la PCR y clonacion, se han obtenido grandes avances en el conocimiento de

los microorganismos sin cultivar.

Actualmente, existen metodologias mas sofisticadas como la secuenciacién
de alto rendimiento, en la cual los resultados se obtienen directamente de la
extraccion de ADN gendmico total, desapareciendo los sesgos ocasionados por la
PCR y la clonacion. Sin embargo, éste metodo aln es muy nevedoso por Ié) que
sus precios no son del todo accesibles. No obstante, los resultados que se han
obtenido con dicha tecnologia parecen ser muy prometedores para el area de

ecologia microbiana.

Por otro lado, el cultivo de las muestras de suelo de las localidades
muestreadas podrian revelar colonias que no han sido designadas a un filotipo en
particular 6 bien que pertenecen a filotipos desconocidos como (p.e. *hongo sin
cultivar”} y aislando ADN de dichas colonias y amplificando la region 1TS de éstas

podrian caracterizarse en definitivo ciertas secuencias ITS.

Los filotipos encontrados en este trabajo, en su mayoria no han sido
reportados para Baja California. Estos no solo son de importaﬁcia ecolbgica sino
que algunos de ellos también poseen importancia economica. Los hongos Phoma
sojicola (Kt_‘wics, 1999), Phomé- nehulosa (Guske, 2004), Gibberella moniliformes

(Jurgenson, 2002), Alfernaria tenuissima (Blodgett, 2002), Alternaria alternata
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(Trujillo, 2007) y Penicillium expansum®™, son fitopatégenos para diferentes.
especies de blantas, que en su méyoria poseen importancia econdomica para la
region, como: el maiz, la soya y la fresa. Por otro lado, se encontraron filotipos
pertenecientes a hongos patogenos para humanos, tal es el caso de:
Paracoccidioides brasilené}s (Restrepo, 1985) vy Emmonsia parva (Peterson y
Sigler, 1998), los cuales se han reportado que ocasionan enfermedades
respiratorias. Asimismo, se encontraron filotipos pertenecientes a especies de
hongos con importancia biotecnolédgica y biomédica como es el caso del hongo:
Penicillium griseof;lvum, del cual se ha aislado el compuesto griseofulvina el c;,ual
. es un inhibidor de la mitosis en ¢&lulas tumorales {(Panda, 2005). Esto nos muestra
el potencial de los ecosistemas aridos de Baja California para la bioprospeccion de

especies fungicas con utilidad en diversos campos de importancia econdmica.

# http://mww.caf.wvu.ed u/kearneysviile/disease_rﬁonth/bluem 0ld0199.htmi
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CAPITULO YV

5. CONCLUSICNES

La biodiversidad fingica de ecosistemas aridos de Baja California se
distribuye en funcién de las caracteristicas climaticas y edafologicas de
cada localidad, ya que se observd, que los filotipos de hongos que -
conforman la comunidad flingica no son iguales a ib largo del estado sino
que tienden a seguir patrones de distribucion similares a los reportados en
plantas por Delgadillo para el estado de Baja California (1995).

El ecosistema &rido con caracteristicas climaticas y edafolégicas mas
exclusivas, tales como: alta tasa de endemismos, suelo muy desarrollado y
epoca de lluvias muy marcada, presentd mayor diversidad de filotipos.

Los ecosistemas aridos' con caracteristicas climaticas y edafologicas
similares pero situados al norte y sur del estado mostraron en general
filotipos distintos, aunque hubo presencia de algunos filotipos compartidos.
El ecosistema arido con caracteristicas climaticas menos exclusivas, tales
como disponibilidad de agua todo el afio, temperaturas templadas y suelos
ricos en materia organica, mostré menor diversidad de filotipos.

El ecosistema que posee caracteristicas climaticas y edafolégicas de
fransicidén entre Qcosistemas del norte y sur del estado fue el ecosistema

con mayor numero de filotipos compartidos entre localidades.
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* Las herramientas moleculares utilizadas en esta investigacién han aportado
mucha mas informacién de la diversidad flingica de ecosistemas aridos de
Baja California que la reportada anteriormente por otros autores, la cual
estuvo basada en la observacion de cuerpos fructiferos. |

e Se requiere de un muestreo mas amplio para la evaluacion y estimac;()n
precisa de la biodiversidad flingica de ecosistemas 4ridos de Baja
California, asi como un trabajo complementario no solo utilizando
herramientas moleculares sino herramientas clasicas como lo son, la
recoleccion de cuerpos fructiferos y el aislamiento en medios de cultivo.

» Los ecosistemas aridos de Baja California poseen potencial paré la
bioprospeccion de especies flngicas.

» Este trabajo sirve como pauta para futuros estudios de diversidad flngica

de ecosistemas aridos de Baja California.
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7. APENDICE

7.1 Patrones c_!e restriccion

Patrones de restriccion de las muestras pertenecientes a la localidad de La

Salada. L: abreviacion para La Salada.

Analisis de restriccion de las muestras 1 - 48 de la localidad de La Salada

21226 pb =
2027 pb-
947 pb .
BRd pb -

Analisis de restriccion de las muestras 96 - 115 de la |ocalidad de La Salada
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31 de la localidad de La Salada

Patrones de restriccion de las muestras pertenecientes a la localidad de Valle de

las Palmas. V: abreviacion para Valle de las Palmas.

Analisis de restriccion de las muestras 1 - 23 de la localidad de Valle de las Palmas

muestras 25 - 72 de fa localidad de Valle de las Palmas

Analisis de restriccion de |
By,
4000 pb a5
3,000 pb >
2,000 pb 5

4006 pb =
3000 pb
2000 pb




Analisis de restriccién de fas muestras 73 - 96 de la localidad de Valle de las Palmas

Analisis de restriccion de las muestras 113 - 130 de la localidad de Valle de las Palmas
LR : '

2027 pb s

97 pb
54 pboy

Analisis de restriccion de fas muestras 114 - 147 de |a locaslidad de Valle de las Paimas

21,226 pb s

2027 pb g,

947 pb
564 pb .,
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Patrones de restriccion de las muestras pertenecientes a la localidad de Santa

Catarina. S abreviacion para Santa Catarina.

Andlisis de restriccidn de las muestras 1 - 48 de la localidad de Santa Catarina

nd

las muestras 49 - 96 de |a localidad de Santa Catarina

21,226 ph .5

2027 pb s,
947 ph o
564 pb

)
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Analisis de restriccion de lidad de Santa Catarina

NP
21.2% ph

2037 ph s,
%7 ph
gEa ph

Patrones de restriccion de las muesiras pertenecientes a la localidad de El

Rosario. E: abreviacion para El Rosario.

Andlisis de restriccion de las muestras 1 - 48 de la localidad de £l Rosario

564 piy -

21296 pb

HPH
276 ph s

21236 ps

2,007 pb s
947 gb s,
Z54 ph:;
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Analisis de restriccion de las muestras 97 - 115 de la focalidad de Ef Rosario

Patrones de restriccion de las muestras pertenecientes a la localidad de Catavifia.

C: abreviacion para Catavifia.

_ Analisis de restriccion de las muestras 1 - 48 de la localidad de €ataviiia

. Ana lidad de Catavifia
vEw"
21228 pb .

2027 pb
947 pb 3
554 pb o>

MR
21226 ph 3

2027 pb .z
947 pb
£64 pb
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Analisis de restriccion de las muestras 97 - 130 de la localidad de Cataviila

21296 pb

Patrones de restriccion obtenidos con la énzima Mse | para los RFLPs de las
secuencias ITS insertas en el plasmido pCR®2.1-TOPQ® (Invitrogen, Co.).

{0s con la enzima Msel

Patrones de restriccion obteni
21226 pb

2027 pb s,

947 pb sy
564 pb s,



7.2 indice de diversidad de Shannon

indice de diversidad de Shannon para la localidad de La Saiada
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Filotipo Repeticiones en el P InP; P In(P)

pairon de

restriccion
Hongo sin cultivar L1 9 0,0849086 -2.37954 -0.20204
Ascomiceto sin cultivar L2 13 0.122642 -2.11718 -0.25965
Hongo sin cultivar L3 4 0.037736 - -3.2958 -0.12437
Penicillium clavigerum L4 1 0.009434 -4.682 -0.04417
Paracoccidioides brasifiensis LS 9 0.084908 -2.3795 -0.20203
Penicillium sp. L8 6 - 0.056604 - «2.8900 -0.16358
Phoma medicaginis L7 .2 0.018868 -3.9889 -0.07526
Penicillium expanstim L8 5 0.04717 -3.0726 -0.14493
Penicillium dipodomyicola L10 38 0.358491 -1.044 -0.37426
Alternaria tenuissima .11 13 0.122642 -2.11718 -0.25965
Alternaria alfernata L12 6 0.056604 -2.8803 -0.1636
Total 106 -2.01356

Valor de H = 2.0203

indice de diversidad de Shannon para la localidad de Valle de las Palmas

Filotipo Repeticiones en el P InP, P; n(P)

patréon de

restriccién
Dotideomiceto V1 5 0.036232 -3.387 -0.12272
Phoma medicaginis \2 4 0.028986 -3.6108 -0.10466
Geastrum campestre V3 1 0.007246 -4.997 -0.03621
Ascomiceto sin cultivar V4 12 0.086957 -2.2891° -0.19905
Pleosporal sin cultivar V6 5 0.036232 -3.20545 -0.11614
Penicillium grisecfulvum VB 10 0.072464 -2.7999 -0.20289
Ulocladium atrum V7 4 0.028986 -3.387 -0.09817
Ascomiceto sin cultivar V8 13 0.094203 -2.2881 -0.21564
Ascomiceto sin cultivar V9 1 0.007246 -4.9972 -0.03621
Ascomiceto sin culiivar V10 1 0.007246 -4 997 -0.03621
Ascomiceto sin cultivar V11 1 0.007246 -4.30406 -0.03119
Basidiomiceto sin cultivar V12 1 0.007248 -4,.997 -0.03621
Basidiomiceto sin cultivar V13 12 0.086957 -2.43226 -0.2115
Penicillium variabile V14 1 0.007246 -4.9972 -0.03621
Ceratobasidium sp. V15 17 0,123188 -2.0527 -0.25287
Ascomiceto sin cultivar V16 36 0.26087 --1.4136 -0.38877
Hongo sin cultivar V17 2 0.014493 -4.304 -0.06238
Hongo sin cultivar V18 2 0.014493 -4.304 -0.06238
Hongo sin cultivar V19 2 .0.014493 -4.304 -0.06238
Hongo sin cultivar V20 1 0.007246 -4,.9972 -0.03621
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-0.06238

Ascomiceto sin cultivar V21 2 0.014493 -4,304
Tulostoma kotflabae V22 1 0.007246 -4.9972 -0.03821
Phoma sojicola V23 1 0.007246 -4.9972 -0.03621
Ascomiceto sin cultivar V24 2 . {(.014493 -4.304 -0.06238
Phyalophora hyalina V25 1 0.007246 -4.9972 -0.03621
Total 138 -2.56139
Valor de H = 2.5645
indice de diversidad de Shannon para la localidad de Santa Catarina
Filctipo Repeticiones en el P; InP, P; In{P})
patrén de ‘
restriccién .
Tulostoma kotlahae S1 15 0.135135 -2.0014 -0.27048
Especie de hongo S2 7 0.063083 -2.7638 -0.17428
Tulostoma brumale S4 1 (.008009 -4.70953 -0.04243
-Basidiomiceto sin cultivar S6 12 0.108108 .-2.22462 -0.2405
Honge sin cultivar 57 3 0.027027 -3.61092 -0.09759
Coprinellus radians 58 3 0.027027 -3.61092 -0.09759
Dothidea muefleri S9 22 0.198198 -1.61849 -0.32078
Coprinellus sp. 10 28 0.252252 -1.37733 -0.34743
Basidiomiceto sin cultivar 311 o] 0.054054 -2.91777 -0.15772
Basidiomiceto sin cultivar S12 9 0.081081 -2.51231 -0.2037
Basidiomiceto sin cultivar S13 1 0.009009 -4.70953 -0.04243
Basidiomiceto sin cultivar Si4 4 0.036038 -3.32324 -0.11976
Total 111 -2.11467
Vaiorde H=2.1146
indice de diversidad de Shannon para la localidad de El Rosario
Filotipo Repeticiones en el P inP; P; In{P))
patrén de
restriccion
Basidiomiceto sin cuitivar E2 2 0.021505 -3.83945 -0.08257
Hongo sin cultivar £3 3 0.032258 -3.43399 -0.11077
Sphaerobolus iowensis E4 11 0.11828 -2.1347 -0.25249
Coprinus sterquilinus E5 7 0.075269 -2.58669 -0.1947
Basidiomiceto sin cultivar E6 2 0.021505 -3.83945 -0.08257
Especie de hongo E7 1 0.010753 -4.5326 -0.04874
Ascomiceto sin cultivar E8 6 0.064516 -2.74084 -0.17683
Psathyrella candolleana ES 7 0.075269 -2.58669 -0.1947
Hongo sin cultivar £10 44 0.473118 -0.74841 -0.35409
Phoma nebulosa E11 ¢} 0.064516 -2.74084 -0.17683
Ochrocladosporium efafum E£12 1 0.010753 -4.5326 -0.04874
Especie de hongo E13 1 0.010753 -4.5326 -0.04874
Peniciflium dipodomyicola E14 2 0.021505 -3.83945 -0.08257
Total 93 -1.85432

"Valor de H = 1,8543
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indice de diversidad de Shannon para la localidad de Catavifia

Filotipo Repeticiones P; InPy P; In(P)
en el patrén de
restriccion

Hohenbuehelia sp. C1 4 0.034188 -3.37588 -0.11541

Emmonsia parva C2 1 0.008547 -4.76217 -0.0407
Ascomiceto sin cultivar C3 3 0.025641 -3.66356 -0.09394-
Especie de hongo C4 3 0.025641 -3.66356 -0.09394
Basidiomiceto sin cuitivar C5 8 0.068378 -2.68273 -0.18343
Gibberella moniliformes C6 2 0.017094 -4.06903 -0.06956
Especie de hongo C7 3 0.025641 -3.66356 -0.09394
Geomyces sp. C8 4 0.034188 -3.37588 -0.11541
Hengo sin cuftivar C9 20 0.17004 -1.76644 -0.30196

" Alternaria alternata C10 8 0.051282 -2.97041 -0.15233

Hohenbuehelia sp C11 i 0.008547 -4.76217 -0.0407
Hohenbuehelia sp C12 10 0.08547 -2.45959 -0.21022
Phoma nebulosa C13 3 0.025641 -3.66356 -(0.09394
Penicillium dipodomyicola C14 36 0.307692 -1.17865 -0.36266
Neonectria sp. C15 12 0.102564 -2.27727 -(.23357

Psathyrefla candolleana C16 1 0.008547 -4.76217 -0.0407
Total 117 -2.24241

Valorde H = 2,2424




7.3 Reactivos y soluciones

NaOH 1M (100 ml)

Hidréxido de Sodio 49

Agua destilada 100 ml

Tris-HCI pH = 8.0 (50 ml)

Tris-base 6.05¢gr

Agua destilada Aforara 30 mi

EDTA 0.5 M pH = 8.0 (50 ml)
EDTA 9.30 g

Agua destilada Aforar a 50 ml

SDS 20% (50 mi)

SDS 10 g
"Agua destilada Aforar a 50 mi
Solucién P1

Tris-HCI 50 mM, pH=8.0 2.5 ml para una concentracién final de 1 M

EDTA 10mM 1 mi para una conce_ntracién final de 0.5 M

Agua destilada Aforar a 50 ml
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Solucion P2

‘ NaOH 1M ) 10 ml para una conceniracion final de {200mM]
SDS 20% , 2.5 ml para una concentracion final de 1%
Agua destilada Aforar a 50 ml

Solucion P3
Acetato de Potasio 14.72 gr
Agua destilada Aforar a 50 ml después de haber ajustado el pH a 5.5

con acido acético glacial (aproximadamente 6 mi)

Medio LB-agar/fampicilina [100ug/ml] (500 mi)
Bacto-triptona 59

Extracto de levadura 25¢g

NaCl 254

Agar 79

NaOH 1M 0.5 mi

Agua destilada Aforar a 500 mi

Esterilizar 10 minutos a 121°C

Agregar 500 ul de ampicilina [100 mg/ml] para una concentracion final de [100

kg/mi]



Medio LB liquido/ampicilina [100ug/ml] (500 mi)

Bacto-triptona 59 V

Extracto de levadura 259

NaCl 254g

NaOH 1M 0.5 ml

Agua destﬁ!ada Afor_ar a 500 mi

Esterilizar 10 minutos a 121°C

Agregar 500 ul de ampicilina [100 mg/mi] para una concentracién final de [100

ug/mi
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