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Introducción. Los hongos micorrizógenos 
arbusculares (HMA) son una simbiosis mutualista 
establecida entre las raíces de la mayoría de las 
plantas herbáceas y árboles tropicales y un 
pequeño grupo de hongos de la raíz del phylum 
Glomeromycota. En este trabajo se reporta la 
estandarización de técnicas para la obtención de 
DNA de HMA obtenido de esporas de distintas 
especies de muestras de suelo de huertos de 
aguacate en Michoacán. 
 
Metodología. El suelo rizosférico se colectó en 
los primeros 30 cm de profundidad en huertos de 
aguacate de Michoacán. Las esporas fueron 
obtenidas a partir de 100 g de suelo por medio del 
protocolo de tamizado húmedo y decantación [1], 
(evaluando el uso de Percoll al 50, 75 y 100 %). 
Los protocolos de extracción evaluados fueron: 1) 
el de CTAB [2], 2) el de Urea [3] y 3) un choque 
térmico (no descrito anteriormente, hasta donde 
los autores tienen conocimiento). Para los tres 
protocolos se manejó un volumen final de 50 µl.  
El protocolo 3 consistió en macerar 50 esporas en 
un tubo Eppendorf de 1.5 ml utilizando un pistilo 
de vidrio con punta esmerilada, agregar 50 µl de 
agua desionizada estéril y colocar a 100ºC/10 min, 
posteriormente en hielo/5 min, repetir el choque y 
centrifugar por 30 segundos para empaquetar. 
Para la amplificación se usó el juego de 
oligonucleótidos universales ITS1 e ITS4, para la 
amplificación de las regiones espaciadoras 
hipervariables asociadas a nrDNA. Las reacciones 
fueron de 25 µl con 1, 2 y 5 µl de DNA (aprox 10 
a 100ng), oligonucleotidos 10 pmol c/u, dNTPs 
0.8 y 0.2 mM, MgCl2  2 mM, Taq polimerasa 
recombinante (Invitrogen) 2U y amortiguador 
comercial. Se realizaron 30 y 40 ciclos de 
94ºC/1min, 45 a 60ºC/1min y 72ºC/1min. 
Separando los productos por electroforesis en 
geles de agarosa al 1 y 1.2 %. 
 
Resultados y discusión. Durante el proceso de 
precipitación diferencial, se obtuvo una mayor 
densidad de esporas libres de impurezas al utilizar 
Percoll al 50%. 
La amplificación fue más abundante al utilizar 
45ºC de alineamiento, 5 µl de DNA del protocolo 

2 y 3 al usar dNTPs 0.8 mM, así como con 1, 2 y 
5 µl de DNA al usar dNTPs 0.2 mM (Fig 1).  

 
Fig 1. Amplificación por PCR utilizando 45ºC de 
alineamiento. 
 
El DNA obtenido por el protocolo 3 permitió 
obtener una mayor cantidad de productos de 
amplificación de distintos tamaños (0.3 a 1.8 kb), 
correspondientes a los tamaños esperado de las 
secuencias amplificadas de distintas especies de 
HMA al utilizar los oligonucleótidos ITS1 e ITS4. 
El protocolo 2 muestra una abundancia menor a la 
observada por el protocolo 3, sin embargo 
superior a la obtenida por el protocolo 1. 
 
Conclusiones. Durante la obtención de esporas 
por tamizado húmedo y centrifugación diferencial 
es recomendable utilizar Percoll al 50%, lo cual 
ofrece un medio inocuo, ideal para realizar PCR, 
que separa adecuadamente la fracción de esporas 
de una gran cantidad de material de desecho. 
El protocolo de extracción por choque térmico 
ofrece un rápido, sencillo y económico método 
para obtener DNA de buena calidad para 
amplificar por PCR bajo las condiciones 
ensayadas. 
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