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FACTIBILIDAD DEL USO DE UN ELISA INDIRECTO
PARA LA DETECCION DE Glomus clarum

l. de la Providencia®y F. Fernandez

ABSTRACT. Thiswork was aimed to evaluate the feasibility
of using anindirect EL1SA for the detection of Glomusclarum
spores. Chinchillarabbitswereimmunized with protein extracts
from G clarum. Their polyclonal serumwasfacedto G clarum
and the other species of Glomales. The serum reacted
specifically against G clarum at 1/3 000 dilution without
crossed reactions with the other Glomales species used in
this study at the same serum dilution using indirect ELISA.
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INTRODUCCION

Uno de los elementos metodolégicos de importan-
cia en la investigacion sobre los hongos formadores de
micorrizas arbusculares (HFMA) es su identificacion, lo
cual consume mucho tiempo y ofrece dificultades por la
complejidad que presenta realizar una detallada descrip-
cién taxondmica (1).

En particular, la sisteméatica y taxonomia de HFMA
son disciplinas que se encuentran en plena evolucion.
La clasificacion y los arreglos filogenéticos de estos hon-
gos son objeto de frecuentes revisiones por parte de los
investigadores que estudian este tema (2). Durante mu-
chos afios, los HFMA se ubicaron en el orden
Endogonales junto al género no micorrizico Endogone.
Sin embargo, a la luz de nuevas consideraciones
filogenéticos, se establecio que su condicion simbidtica
constituia criterio suficiente para agruparlos en un solo
taxon particular, lo cual dio origen al orden Glomalesy a
un reordenamiento de familias (2, 3).

De cualquier forma, la sisteméatica de los HFMA esta
poco desarrollada, puesto que aun hace falta un gran tra-
bajo descriptivo y la taxonomia esta basada principal-
mente en las caracteristicas de las esporas asexuales.
El nimero de especies aumenta cada afio y las revisio-
nes de los taxa son frecuentes (4). Esta situacion dificul-
ta la determinacidn, si se tiene en cuenta que existe un
namero reducido de especialistas a quien consultar (3).
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RESUMEN. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar la
factibilidad del uso de un ensayo inmunoenzimético sobre
soporte sdlido (ELISA), paraladeteccion de esporasde Glomus
clarum. Paraello seinmunizaron congjosdelaraza Chinchilla
con extractos proteicos provenientes de dichas esporas. El
suero policlonal obtenido delos animalesinmunizados se en-
frentd aG clarumy alasesporasde otras especiesde Glomales.
Selogro detectar lasesporasde G clarumcon el uso del ELISA
indirecto aladilucién 1/3 000, sin reacciones cruzadas con las
otras especies de Glomales utilizadas en este estudio a esa
mismadilucion.
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Tomando en consideracion las dificultades en la iden-
tificacion de estos hongos a partir de los métodos clasi-
cos, en la actualidad se ha incrementado el uso de técni-
cas mas avanzadas que incluyen tanto la deteccién
inmunoguimica como indicadores bioquimicos, que pue-
den constituir alternativas méas rapidas, sensibles y
confiables (5, 6).

Los anticuerpos son utilizados para caracterizar su-
perficies extra e intracelular y para cuantificar constitu-
yentes celulares de las esporas de los HFMA. Por esto,
se necesita informacién detallada sobre las propiedades
del (didlogo) hospedero-simbionte y sobre estudios
taxonémicos (7).

Los sistemas tipo ELISA resultan excelentes para el
tamizaje de anticuerpos, son métodos relativamente sen-
cillos, de alta sensibilidad y especificidad, con posibili-
dad de ser automatizados y pueden ser realizados en
laboratorios sin grandes recursos técnicos (7).

Tomando en cuenta lo anteriormente planteado, este
trabajo tuvo como objetivo utilizar un ELISA indirecto para
detectar esporas de Glomus clarum.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion del indculo de especies de Glomales. La pro-
duccién del inoculante micorrizégeno en este trabajo de
la cepa INCAM 2-Glomus clarum (Nicolson & Schenck)
para desarrollar el esquema de inmunizacion, se logré
por la inoculacién de semillas de sorgo (Sorghum vulgare).
El inoculante inicial estuvo compuesto por una mezcla
de propéagulos micorrizicos (8) (esporas, micelio externo
y raicillas colonizadas).
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De la misma manera, para realizar los estudios de
especificidad se obtuvieron los inoculantes de las siguien-
tes especies:
= Glomus claroideum (Schenk & Smith)
= Glomus spl( amarillo Gliira)
= Glomus fasciculatum (Walker & Koske)
= Acaulospora scrobiculata (Trappe)

Obtencién de las esporas de Glomales. Las esporas a
emplear posteriormente, tanto en el esquema de inmuni-
zacion como en la prueba de sensibilidad, se recupera-
ron del inoculante a través de la técnica de tamizado hu-
medo y decantado, y posteriormente se extrajeron por
centrifugacion en gradiente de sacarosa + Tween 80 a
2 000 g durante cinco minutos (1). Una vez finalizada la
centrifugacion, se procedio a realizar la extraccion de las
esporas de lainterfase agua- sacarosa + Tween 80, auxi-
liados por una micropipeta.

Todas las esporas se colectaron 24 h antes de ini-
ciar los ensayos y se mantuvieron en una solucion
osmoticamente protectora (solucion Ringer: NaCl 7.5 g.L™?,
KCl0.075¢g.L* CaCl,0.1g.L"yNaH,CO,0.1g.L*) auna
temperatura de 4°C.

Proceso de desinfeccion de la pared de las esporas de
Glomus clarum. Después de realizada la extraccion de
las esporas del inoculante, se procedié a su desinfeccion
completa con empleo de un filtro (malla de acero-40 um)
reutilizable, esterilizable y acoplado a tapas horadadas
de los tubos Eppendorf (9). Las esporas fueron dispues-
tas en la malla de acero y se les adiciond una solucién
de cloramina T al 2 % durante 10 minutos, después de
los cuales se lavaron tres veces con agua destilada esté-
ril. Posteriormente, se les adicion6 una solucién de
antibioticos (sulfato de streptomicina, 200 mg.L™ y sulfato
de gentamicina 100 mg.L?) durante 10 minutos. Las es-
poras nuevamente se lavaron tres veces con agua desti-
lada estéril y se almacenaron en tubos Eppendorf hasta
su posterior utilizacién.

Preparacién del antigeno. Obtencién de proteinas tota-
les. Las proteinas también se obtuvieron a través del pro-
cedimiento de sonicacion de esporas de G. clarum en un
equipo Vibra-Cell®, utilizando como buffer de extraccion
Tris-HCI 0.61 M pH 8 (&cido citrico 0.3 M, polivinil
pirrolidona (PVP) 4 %, polietilenglicol (PEG) 6000). La
suspension obtenida se centrifugd a 15 000 g durante
30 minutos a una temperatura de 4°C y el sobrenadante
se almacené a -20°C, hasta su posterior inoculacion en
conejos. La concentracion de proteinas existente en este
antigeno se determiné por el método de Bradford (10).
Esquema de inmunizacién con proteinas totales como
antigeno. Se utilizaron tres conejos hembras de la raza
Chinchilla con un peso aproximado de 2.5 kg, producidos
en el Centro Nacional de Produccion de Animales de La-
boratorio (CENPALAB).

La primera inoculacién para todos los conejos se
realizé con diez pinchazos de 0.2 mL de 1 mL de proteinas
totales, equivalente a 80 ug.mL™ de proteinas totales del hon-
go enigual volumen de adyuvante completo de Freund (1), en

el lomo del conejo (11), dependiendo del tipo de antigeno
utilizado contenido en 1 mL de agua destilada e igual
volumen de adyuvante completo de Freund.

Las restantes inoculaciones se realizaron a una con-
centracion de 60 ug.mL™ con igual volumen pero de
adyuvante incompleto de Freund.

Estudio de especificidad del AcP. Con el objetivo de es-
tudiar la especificidad de los antisueros producidos en
este trabajo, se utilizaron las especies de hongos
Glomales anteriormente mencionadas.

Deteccion de esporas de Glomus clarum mediante
ELISA. Se recubrié la placa de ELISA (FALCON® PRO-
BIND™) con el antigeno a una concentracion de 1 pg.mL*
en tampdn de recubrimiento (Na,CO,, 1.59 gL NaHCO,,
2.93¢g.L% NaN_, 0.20 g.L*, pH 9.5) y se adicionaron las
diluciones del suero por triplicado en tamp6n PBST-BSA 1 %.
Se usaron las siguientes diluciones de AcP: 1/500, 1/1 000,
1/3 000y 1/5 000, seguidamente se afadieron 50 uL.pozo™
de 19gG conejo-PhoA (SIGMA®) 1/2 000, se afiadi6 el
sustrato de la enzima, el p-nitrofenilfosfato (p-NPP), di-
suelto en tampdn dietanolamina pH 9.8, y se pard la re-
accién con una solucion de carbonato de sodio 2M. La
placa de ELISA se leyé en un equipo (Reader 230
ORGANON TEKNIKA) a 405 nm (12).

Se tom6 como criterio de positividad aquellas

absorbancias que superaban tres veces el valor del blan-
co. Para esto se tuvieron en cuenta los valores de
absorbancia obtenidos con el suero preinmune.
Analisis estadistico. Los valores de absorbancia obteni-
dos en el ELISA se sometieron a un disefio completa-
mente aleatorizado (DCA). ElI Analisis de Varianza
(ANOVA) incluy6 la Prueba de Rangos Multiples de
Duncan, con un nivel de significacion de p<0.01.

RESULTADOS Y DISCUSION

Deteccioén de esporas de Glomus clarum por ELISA. En
la Tabla | se pueden apreciar los resultados alcanzados
del enfrentamiento del AcP a las especies de HFMA en
estudio.

Tabla |I. Resultados del ELISA. Reactividad del
antisuero anti-Glomus clarum frente a las
especies de Glomales estudiadas

Cepas Titulo SPI B
1:500 1:1000 1:3000  1:5000

G. clarum ID 0.85a 041b 0.13d

A. scrobiculata 0.12de 0.09def  0.07 def nd

G. fasciculatum 021c 0.11de 0.07 def nd

G.darcideum  026¢  012de 007ddf ng 01008 004

Glomus 91 0.24c 0.12de  0.06 def nd

ESx 0.02 ***
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SPI: suero preinmune, B: Blanco, ID: indeterminados
Medias con letras comunes no difieren significativamente para p<0.01

En este caso, se obtuvo una respuesta cruzada del
antisuero frente a todas las especies a la dilucion 1/500;
no obstante, en el caso de la especie Glomus clarum, su
reaccion resulté mucho més intensa con valores indeter-
minados de absorbancia. A partir de 1/1 000 y hasta la



Factibilidad del uso de un ELISA indirecto para la deteccién de Glomus clarum

dilucién 1/3 000, el antisuero policlonal reconocié las es-
poras de G. clarum, sin que se evidenciaran reacciones
cruzadas con las otras especies de Glomus estudiadas.

Es bueno destacar la baja respuesta del antisuero
frente a la especie Acaulospora scrobiculata y para el
resto de las especies de Glomus. Si bien aparecieron
reacciones cruzadas en la dilucion mas baja, estas fue-
ron significativamente inferiores a las logradas frente a
Glomus clarum vy con valores muy cercanos a los del
suero preinmune.

La Figura 1 muestra claramente las diferencias en
los valores de absorbancia para las especies en estudio
a la dilucién 1/3 000, siendo significativamente mayor el
obtenido para la especie G. clarum con valor de 0.41. Las
demas especies estudiadas no presentaron reaccion a
esa dilucién y sus valores no sobrepasaron el valor 0.07,
los cuales no diferian significativamente de los valores
alcanzados por el suero preinmune.
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Glomus  Acaulospora Glomus Glomus
clarum scrobiculata fasciculatum claroideum (Guira)

Especies

Figura 1. Valores de absorbanciaaladilucion 1/3 000
en el ELISA para Glomus clarum

El ELISA constituye, por su haturaleza, una eficien-
te herramienta de deteccién inmunolégica, considerada
una de las metodologias mas sensibles a la hora de de-
terminar uniones antigeno-anticuerpo a muy bajas con-
centraciones del analito (antigeno-anticuerpo). Con el uso
de esta técnica se pudo determinar que a medida que se
diluy6 el antisuero, las reacciones cruzadas disminuye-
rony, por lo tanto, aumenté la especificidad del antisuero
para la especie contra la cual fue levantado, en este caso
G. clarum.

Los valores de absorbancia indican que hubo un fuerte
reconocimiento del antisuero policlonal hacia G. clarum,
maxime si se toma en consideracion la similitud de gru-
pos antigénicos que comparten estas especies de
Glomaceas (7). Por otra parte, el analisis de varianza evi-
dencié que los mayores valores siempre se presentaron
en el caso de G. clarum, difiriendo significativamente del
resto de las especies estudiadas.

En el caso del resto de las Glomaceas estudiadas,
si bien aparecieron reacciones cruzadas, estas fueron
significativamente inferiores alas logradas con G. clarum

Glomus spl
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y con valores muy cercanos a los del suero preinmune
(Tabla I). Resultados similares han sido obtenidos por
otros investigadores (12, 13), quienes iniciaron sus expe-
rimentos con un nimero similar de esporas al usado en
este estudio.

Con estos resultados se pudo constatar la utilidad
de usar el ELISA como herramienta en la deteccién de
esporas de Glomales, ademas de corroborarse una vez
mas la factibilidad del uso de técnicas inmunoquimicas
para el desarrollo del trabajo de identificacion taxonémica,
si se tiene en cuenta la especificidad del suero en reco-
nocer determinantes antigénicos especificos para
G. clarum (1).

El antisuero policlonal logrado contra las proteinas
de pared de las esporas de G. clarum pudo detectar hon-
gos micorrizogenos del género Glomus, de la misma
manera corroboré que existen finas diferencias en los
constituyentes de pared, no solo desde el punto de vista
morfolégico (3, 14) sino también desde el punto de vista
molecular, las cuales permiten clasificar a los miembros
de este género como especies diferentes.

Desde el punto de vista molecular (2), este trabajo
coincide con resultados alcanzados recientemente por
otros autores, los que después de haber analizado un
promedio de 100 secuencias de ADN de especies de
Glomales y compararlas entre ellas y con otras secuen-
cias de hongos superiores, integran a todos estos hon-
gos en un nuevo phylum, el cual es llamado
Glomeromycota, y segun los resultados de sus analisis
genéticos y la integracién de sus caracteristicas
taxondmicas, dividen al género Glomus en dos grandes
grupos.

Nuestros resultados, unidos a hallazgos de otros
investigadores, evidencian que la taxonomia clasica debe
conjugarse a la utilizacién de técnicas moleculares, para
lograr una buena identificacién de este grupo de hongos,
el cual ha sido objeto de frecuentes revisiones
taxonémicas.
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