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Introduccién. La micorriza arbuscular (MA) es una
asociacion mutualista entre hongos del Phyllum
Glomeromycota y la mayoria de las plantas de interés
agricola. Los estudios realizados acerca de las sefiales
moleculares que intervienen en el desarrollo de la MA
reportan la presencia de estrigolactona (1) que actla
como un quimioatrayente percibido por el hongo en las
primeras etapas de comunicacion entre el hongo y la
planta. Por otra parte, evidencias experimentales
sugieren la participacion de moléculas reguladoras de la
transcripcion como los microARNSs involucrados en estas
rutas de sefalizacién (2). Por lo tanto, el presente
estudio, tiene como objetivo conocer la participacion de
los microARNs expresados en la etapa temprana de la
simbiosis de Glomus intraradices en respuesta a la
molécula sefial de la planta, estrigolactona.

Metodologia. En la identificaciéon de los microARNs se
empled el modelo in vitro establecido por Bécard y Fortin
(3), utilizando G. intraradices. Se trataron esporas del
hongo con el metabolito estrigolactona para identificar la
respuesta molecular. La extraccion de los microARNs se
realizé utilizando el kit Ambion Inc. mirVana™ seguido de
la transcripcion a cDNA siguiendo las recomendaciones
del kit de Expresién de ARNs pequenos de Ambion™,
Los amplificados de 80 — 150 pb fueron clonados en
pDRive y pCR4 TOPO TA y se transformaron en células
E. coli Match1™-T1. La confirmacion por PCR de colonia
permitio la seleccién de 960 clonas que fueron enviadas
a secuenciar. El analisis bioinformatico de las secuencias
y su comparacién con las bases de datos en la web nos
permitira predecir microARNs funcionales de G.
intraradices.

Resultados. Las esporas de G. intraradices tratadas con
15 ug de la fraccion pura obtenida por HPLC muestran un
ligero incremento en el crecimiento y ramificacién de la
hifa hacia el sitio tratado (Figura 1). La respuesta del
hongo es evidente al ser comparada con el control
(etanol al 70%). Estos resultados demuestran la
presencia de un factor de ramificacion, segun lo descrito
por Akiyama. (1) La estrigolactona es la principal
molécula que estimula la respuesta fisioldgica del hongo
durante las etapas iniciales de comunicacion quimica
para el desarrollo de la MA. A partir de los microARNs
extraidos a las 6 y 12 horas post-tratamiento con
estrigolactona, se obtuvo la sintesis de polimeros de
microARNs amplificados a cadenas de cDNA de tamafio

entre 50 y 180 pb (Figura 2) y clonados en pDRive,
pCR4 TOPO
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Fig. 1. Respuesta fisiol6gica de esporas de G. intraradices luego del
tratamiento con estrigolactona.

Las transformantes se evaluaron por PCR de colonia y
se obtuvo un 90% de transformaciéon del inserto que
fueron enviados a secuenciar a LanGebio Cinvestav —
Irapuato.

Fig. 2. Gel agarosa NuSieve 4%, productos de DNA obtenidos por RT-
PCR a partir de microARNs de diferentes tratamientos.

Conclusiones. En el modelo in vitro utilizando esporas
de G. intraradices tratadas con la fraccion pura obtenida
por HPLC se produce una respuesta del hongo al
compuesto de ramificacion (estrigolactona), observando
cambios fenotipicos en el crecimiento del micelio.
Adicionalmente, se obtuvo el aislamiento de diversos
fragmentos sintetizados a cDNA que seran analizados
para la prediccion de microARNSs.
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