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COMPARACION DE TRES ESQUEMAS DE INMUNIZACION
PARA LA OBTENCION DE UN ANTISUERO POLICLONAL

CONTRA Glomus clarum

|. de la Providencia", F. Fernandez, E. Pérez, Yakelin Rodriguez,
Kalyanne Fernandez, Blanca de la Noval y Maria de los A. Hernandez

ABSTRACT. Theaim of thiswork was to determine a good
immunization protocol for obtaining a polyclonal antiserum
against Glomus clarum. Three immunization protocols were
made using as antigens: (i) disinfected whole AMF spores, (i)
wall fragments obtained by ultrasonication and (iii) total
proteins. Polyclonal antiserawere obtained from each protocol
facing the previous antigens and other Glomal genera and
phytopathogenic bacteria by indirect immunofluorescent
technique. The thirth immunization protocol showed the best
results. Glomus clarum reacted specifically with antiserum at
1/500 dilution. There was an adequate specificity of Glomus
clarumstrainwith atiter of 1/500. No crossreactionwasfound
with other Glomales species.

Key words: antibodies, immune response, Glomus clarum,
fluorescence

INTRODUCCION

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares
(HFMA) constituyen la simbiosis planta-microorganis-
mo mas extendida sobre el planeta, tanto por el nimero
de hospederos vegetales que la conforman como por su
distribucion, donde mas del 97 % de las especies vege-
tales forman micorrizas de forma nativay a su vez en un
95 % de los casos son del tipo arbuscular (1).

Entre las distintas especies de HFMA y alin en cepas o
ecotipos pertenecientes a ellas, existen marcadas diferencias
funcionales, lo cual ha conllevado a que humerosos investiga-
dores hayan dedicado su esfuerzo a la caracterizacion de es-
tos hongos. Para ello se han empleado diversos métodos,
constituyendo los primeros 0 més clasicos aquellos basados
en las caracteristicas morfologicas de las esporas y del micelio
fangico, tales como forma, tamafio, color, nimero de paredes,
grosor, etc. y largos afios de experiencia visual (2).
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RESUMEN. El presente trabajo tuvo como objetivo hallar el
esquemade inmunizaci 6n adecuado para obtener un antisuero
policlonal contra Glomus clarum. Serealizaron tres esquemas
deinmunizacién utilizando como antigenos: (i) esporasintac-
tas de HFMA desinfectadas, (ii) fragmentos de pared obteni-
dos por ultrasonicacion y (iii) proteinas totales. Provenientes
de cada uno de los esquemas se obtuvieron antisueros
policlonales, que fueron enfrentados alos antigenos anterior-
mente descritos y a otros géneros de Glomal es asi como bac-
teriasfitopatégenas, apartir delatécnicainmunofluorescencia
indirecta(IFl). El tercer esquemadeinmunizacion mostrolos
mejores resultados y se obtuvo una adecuada especificidad
con lacepaGlomusclarum, presentando untitulo de 1/500. No se
present6 reaccidn cruzada con otras especies de Glomales.

Palabras clave: anticuerpos, respuesta inmunol dgica,
Glomus clarum, fluorescencia

La clasificacion hasta nivel de género de los hongos
formadores de micorrizas arbusculares no presenta difi-
cultades, si se tienen en cuenta que entre las diferentes
familias que contienen a cada uno de los géneros existen
marcadas diferencias estructurales, que se basan en los pro-
cesos de génesis de la espora y sus conexiones hifales (2).
Sin embargo, la labor taxonémica para la determinacién
a nivel de especie es unatarea de una juiciosa consulta
de claves taxondmicas, ya que esta clasificacion se basa
no solo en los aspectos mencionados anteriormente sino
en la caracteristica subcelular de la pared de la espora,
gue es la que define la ubicacion del microorganismo hasta
nivel de especie, siendo esta dificil de detectar, debido a
las pequeias diferencias existentes entre las distintas
especies dentro de un mismo género (3).

Tomando en consideracion las dificultades en laiden-
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
inmunoquimica como indicadores bioquimicos, que pue-
den constituir alternativas méas rapidas, sensibles y
confiables (4, 5).

La deteccion inmunoquimica, en general, se basa
en la produccion de anticuerpos especificos (policlonales
0 monoclonales) frente a una determinada especie, pre-
suponiendo que esta contenga grupos antigénicos dife-
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renciados; en este sentido, una de las técnicas mas uti-
lizadas es la inmunofluorescencia indirecta, la cual es
esencialmente un método inmunocito e histoquimico de
alta sensibilidad, que aplicado a los estudios taxondmicos,
ofrece gran versatilidad y niveles de deteccion en el orden
de los microgramos (6).

Los anticuerpos policlonales varian grandemente en
su reconocimiento desde discriminar entre hongos
formadores de micorrizas arbusculares y los no
formadores; ademas, pueden distinguir entre diferentes
HFMA a nivel de género y dentro de un mismo género
pueden detectar hasta nivel de especie (6).

Tomando en cuenta lo anteriormente planteado, este
trabajo tuvo como objetivo seleccionar el esquema de in-
munizacién mas efectivo para lograr un antisuero policlonal
contra Glomus clarum.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental para cumplimentar los obje-
tivos propuestos se llevé a cabo en el Laboratorio de
Micorrizas Arbusculares del Instituto Nacional de Cien-
cias Agricolas (INCA) y en el Centro Nacional de Sanidad
Agropecuaria (CENSA).

Material biolégico utilizado

Obtencion del indculo de especies de Glomales. La pro-
duccién del inoculante micorrizogeno en este trabajo tuvo
dos objetivos fundamentales: en primer lugar, contar con
suficiente material antigénico de la especie Glomus
clarum, para desarrollar los diferentes esquemas de in-
munizacion que se presentaran mas adelante y, en se-
gundo lugar, la produccion de diversas especies de
Glomales para el estudio de posibles reacciones cruza-
das frente a los antisueros obtenidos.

Elinoculante inicial estuvo compuesto por una mez-
cla de propagulos micorrizicos (7) (esporas, micelio ex-
terno y raicillas colonizadas) de las siguientes especies:
= Glomus clarum (Nicolson & Schenck)
= Glomus claroideum (Schenk & Smith)
= Glomus spl(amarillo Guira)
= Glomus fasciculatum (Walker & Koske)
= Acaulospora scrobiculata (Trappe).

Preparacion de los antigenos

Obtencién de las esporas de Glomus clarum. Las espo-
ras a emplear posteriormente, tanto en los esquemas de
inmunizaciéon como en las pruebas de sensibilidad, se
recuperaron del inoculante a través de la técnica de tami-
zado humedo y decantado, y posteriormente se extraje-
ron por centrifugacion en gradiente de sacarosa + Tween
80 a2 000 g durante cinco minutos (8). Una vez finaliza-
da la centrifugacién, se procedio a realizar la extraccion
de las esporas de la interfase agua- sacarosa + Tween
80, auxiliados por una micropipeta.

Todas las esporas se colectaron 24 h antes de iniciar
los ensayos y se mantuvieron en una solucién osméticamente
protectora (solucién Ringer: NaCl 7.5 g.L*, KCI 0.075 g.L?,
CaCl,0.1 g.L'yNaH ,CO,0.1 g.LM aunatemperatura de 4°C.
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Proceso de esterilizacion de las esporas de Glomus
clarum. Después de realizada la extraccién de las espo-
ras del inoculante, se procedio a su esterilizacion con
empleo de un filtro (malla de acero-40 pum) reutilizable,
esterilizable y acoplado a tapas horadadas de los tubos
Eppendorf (7).

Obtencion de fragmentos de pared flngica de Glomus
clarum. La obtencién de fragmentos de pared de esporas
para su posterior uso en los esquemas de inmunizacion
se logré a través del proceso de sonicacion en un equipo
Vibra-Cell®, procesando de 1 000 a 1 500 esporas
asépticas e intactas contenidas en solucion Ringer, en
dependencia del dia de inoculacion de los conejos.

En este trabajo se empled un protocolo de 10 ciclos
de pulsos continuos, durante 15 segundos, con un poder
de 50 % de vibracién para obtener una suspensién con-
centrada de fragmentos de pared.

Durante todo el tiempo el material permanecié en
bafio de hielo, para evitar el calentamiento generado por
la friccibn mecanica del sonicador sobre las paredes de
las esporas fragmentadas.

El producto de la sonicacion fue lavado con agua
destilada y centrifugado a 12 000 g durante 30 minutos;
se repitio el procedimiento tres veces.

Finalmente, los restos de pared se resuspendieron
en solucidn Ringer y se almacenaron a una temperatura
de -20°C hasta su posterior utilizacion.

Obtencion de proteinas totales. Las proteinas también
se obtuvieron a través del procedimiento de sonicacion
de esporas de G. clarum en un equipo Vibra-Cell®, utili-
zando como buffer de extraccion Tris-HCI 0.61 M pH 8
(4cido citrico 0.3 M, polivinil pirrolidona (PVP) 4 %,
polietilenglicol (PEG) 6000). La suspensién obtenida fue
centrifugada a 15 000 g durante 30 minutos a una tempe-
ratura de 4°Cy el sobrenadante fue almacenado a-20°C,
hasta su posterior inoculacion en conejos. La concentra-
cién de proteinas existente en este antigeno se determi-
né por el método de Bradford (9).

Esquemas de inmunizacion

En todos los esquemas de inmunizacion se utiliza-
ron tres conejos hembras de la raza Chinchilla con un
peso aproximado de 2.5 kg, producidos en el Centro Na-
cional de Produccién de Animales de Laboratorio
(CENPALAB).

La primerainoculacion para todos lo conejos en los
tres esquemas de inmunizacion se realiz6 con diez pin-
chazos de 0.2 mL en el lomo del conejo (11), dependien-
do del tipo de antigeno utilizado contenido en 1 mL de
agua destilada e igual volumen de adyuvante completo
de Freund.
| esquema de inmunizacion con esporas completas como
antigeno. Se utilizé el protocolo propuesto por Kough (10),
modificado en algunas partes para este trabajo. La pri-
mera inoculacion fue realizada con 1 500 esporas.

Los conejos fueron reinoculados los dias 7, 14, 28 y
42 por via subcutédnea con 1 000 esporas de G. clarum
contenidas en 1 mL de agua destilada e igual volumen de
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adyuvante incompleto de Freund. La sangre fue tomada
en los dias previos a lainoculacion y en los dias 21y 35.
Los animales fueron desangrados el dia 56 y su suero fue
almacenado en pequefias alicuotas que se guardaron a -
20°C hasta su utilizacion.

El segundo y el tercer esquemas, que se describen
a continuacion, fueron disefiados para este trabajo.

Il esquema de inmunizacién con paredes de esporas como
antigeno. Lainoculacién se realizé con 1 mL de una sus-
pensién de pared de esporas de G. clarum. Los conejos
fueron reinoculados en los dias 14, 28, 42 y 56 por via
subcutanea, en las axilas, con 1 mL de una suspension
de pared de esporas de G. clarum (procedentes de la
sonicacion de 1000 esporas), con igual volumen de
adyuvante incompleto de Freund. La sangre fue tomada
en los dias previos a la primera inyeccién y en los dias 7,
21y 35. Los conejos fueron desangrados el dia 63y su
suero fue almacenado en pequefias alicuotas y guardado
a -20°C hasta su utilizacion.

Il esquema con proteinas totales como antigeno. Se si-
guié el mismo procedimiento del segundo esquema, pero
se inoculé 1 mL de proteinas totales equivalente a
80 mg.mL™* de proteinas totales del hongo en igual volu-
men de adyuvante completo de Freund.

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

Estudio de especificidad del AcP

Con el objetivo de estudiar 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
inmunofluorescencia indirecta (IFl). Los fragmentos de
pared de esporas de HMA obtenidos por sonicaciény las
esporas completas, se colocaron y fijaron con la llama
de un mechero en portaobjetos para IFIl. Seguidamente
se les aplicaron los sueros de los conejos en las siguien-
tes diluciones: 1/50, 1/100, 1/500 y 1/800. Se utiliz6 como
conjugado el anticuerpo anticonejo, marcado con
fluoresceina (SIGMA®) diluido 1/80 (12).

Como controles negativos para evaluar el suero fren-
te a los antigenos fungicos se utilizaron, en primer lugar,
esporas completas o fragmentos de pared con el suero
preinmune mas el conjugado fluorescente y esporas sin
enfrentarla al suero para evaluar su posible
autofluorescencia.

Todas las muestras fueron observadas al microsco-
pio epifluorescente CETI™ —CM.

RESULTADOS

Comparacion de los tres esquemas de inmunizacion. La
comparacion de los esquemas de inmunizacion se reali-
z6 basicamente respecto al tipo de antigeno utilizado,
para levantar la respuesta inmune y en la capacidad de
los diferentes sueros logrados de reconocer estructuras
de la pared de la espora G. clarum.
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En este sentido, el primer y el segundo esquemas
no rindieron sueros reactivos (Tabla I) en el ensayo IFI
empleado. En ellos se emplearon esporas completas y
fragmentos de pared, respectivamente. Los sueros logra-
dos no fueron capaces de reconocer ninguna estructura
de la pared de estos hongos.

Tablal. Actividad de los sueros obtenidos en los tres
esguemas de inmunizacion frente alas espo-
ras y fragmentos de pared evaluada por IFI

Esquemas de Sueros Actividad ddl suero
inmuni zacion correpondientes  Esporas  Fragmentos
d dia completas  de pared

Primer esquema :2,;
(esporas completas)

56 - -

7 - -
Segundo esquema 21 - -
(Fragmentos de pared) 35 - -

63 - -

7 + +
Tercer esquema 21 + +
(Proteinas totales) 35 + +-

63 + +-

En el tercer esquema se obtuvo una respuesta in-
mune contra las proteinas, lo cual se tradujo en un reco-
nocimiento especifico de epitopos de la capa externa de
la pared del hongo, que también incluye sitios de la hifa
que sostiene la espora (Figura 1d).

Figura 1. Presencia de inmunofluorescencia en pa-
red e hifas de G. clarum. lab- area de la
hifade sostén alaespora (esporo6foro). 1c-
espora madura sin su pared externa, don-
de se observa una clarareaccién positiva
en las paredes de la hifa que se muestra
como unade las mas inmunodominantes.
1d- esporaque estatransitando en su es-

tado inmaduro, donde se observarecono-
cimiento dirigido a la capa externa
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Al enfrentar el antisuero policlonal obtenido en el ter-

cer esquema de inmunizacién contra los fragmentos de
pared de G. clarum, se observo que no habia una distri-
bucién uniforme de la fluorescencia; ademas, no se pudo
observar claramente hacia qué parte de la espora estaba
dirigido el reconocimiento, debido a que los fragmentos
de pared quedan expuestos al azar, lo que imposibilitaba
localizar en qué zona habia ocurrido la unién antigeno-
anticuerpo 'y, por lo tanto, no se podia establecer el titulo,
evaluando el comportamiento de la fluorescencia en este
antigeno.
Deteccion de esporas de Glomus clarum mediante
inmunofluorescencia indirecta. Al enfrentar el antisuero
obtenido con las proteinas totales a las esporas de G.
clarum, se obtuvo un reconocimiento de las estructuras
de la espora. Estas reaccionaron emitiendo un color ver-
de brillante en zonas determinadas. En la Figura 1(ay b)
se muestra claramente que la respuesta inmune esta di-
rigida a la zona del espordéforo.

Para algunas esporas de G. clarum estudiadas en
este ensayo, no se observo fluorescencia en la pared,
debido a que su primera lamina es mucilaginosa (3) y en
la mayoria de los casos es degradada inicialmente por
los microorganismos colindantes (Figurala, by c).

No obstante, se pudo constatar que en esporas jo-

venes de Glomus clarum, que adn conservaban su capa
mas externa, habia una distribucion uniforme de la fluo-
rescencia (Figura 1d), que se iba extendiendo hasta la
zona de unién de la espora con la hifa (espor6foro), lo
cual es una de las caracteristicas mas importantes de
las esporas de esta especie (13).
Estudios de la especificidad del antisuero mediante IFI.
Reactividad cruzada del antisuero con otras especies de
Glomales. En la Tabla Il se muestran los resultados
de la respuesta de diferentes especies de hongos
micorrizégenos frente al antisuero policlonal obtenido
en el tercer esquema de inmunizacién, donde otras es-
poras del mismo género como Glomus fasciculatum,
Glomus claroideum y Glomus spl presentaron reac-
cion cruzada frente a este antisuero levantado contra
G. clarum ala dilucion 1/50. No obstante, se pudo cons-
tatar que el reconocimiento fue mayor para la especie,
debido a que se pudo apreciar reaccion antigeno-anti-
cuerpo a la dilucion 1/500.

Tabla Il. Resultados de IFI con diferentes especies
de hongos micorrizogenos frente al
antisuero policlonal obtenido con proteinas

totales
Especies Antigeno Dilucién dd antisuero
1/50 1/100 1/500 1/800

G. darum + + + -
A scrobiculata - - - -
G. fasciculatum Esporas + - - -
G 9 + - - -
G. daroideum + - - -
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DISCUSION

Hasta ahora no hay informacion detallada acerca de
la composicion molecular de las especies que integran el
orden Glomales; sin embargo, se conoce en estudios
realizados (14) que hay una gran presencia de quitina en
esporas e hifas de los HFMA, que va desde la germinacién
de las esporas hasta la formacion de los arbusculos y
gue la estructura tridimensional de la quitina que tienen
las esporas, se va modificando hasta una estructura plana,
mas simple, en la fase de arbusculo. Otros autores (15)
también encontraron gran variedad de polisacaridos en la
pared, donde la quitina se encuentra en mayor grado.
Estos hallazgos sugieren que, cuando se inocularon los
conejos con esporas completas o con fragmentos de
pared, el reconocimiento estuvo dirigido principalmente
hacia este compuesto.

La respuesta contra antigenos polisacaridicos no
involucra células T, es del tipo T independiente (16) y se
caracteriza por la induccion de anticuerpos predominan-
temente del isotipo IgM y no conferir memoria
inmunolégica. Esto significa que, al volver ainocular a los
conejos con el mismo antigeno, no hay respuesta de tipo
secundario, caracterizada por anticuerpos del isotipo IgG
mutados, que le confieren mayor especificidad a la res-
puesta inmunolégica (17). Ademas, las esporas y los frag-
mentos de pared tienen un bajo contenido antigénico pro-
teico que hacen de estos poco inmunogénicos (6). Se
sabe que las proteinas son los mejores generadores de
respuestas maduras de tipo secundario.

En este trabajo no se pudo constatar la presencia
de inmunoglobulinas del isotipo IgM, debido a que en los
inmunoensayos se utilizé un conjugado anti-lgG. Esto
pudiera explicar la diferencia de los resultados alcanza-
dos en este trabajo en relacion con otros (10). Aunque el
primer esquema de inmunizacion fue similar al protocolo
propuesto por Kough, con una sola modificacion, este
investigador pudo identificar por IFl las esporas de Glomus
clarum, aunque es conveniente decir que fue a una dilu-
cién 1/50 de su antisuero. En su publicacion, Kough no
aclara qué tipo de conjugado utilizo, por lo que esto no
deja de ser una mera suposicion.

Algunos autores (6) obtuvieron un anticuerpo
monoclonal IgM contra esporas de Glomus, que presen-
taba una fuerte reaccion cruzada frente a todas las espo-
ras utilizadas. Este estudio se realiz6 para comprobar la
presencia de antigenos genéricos de superficie
(polisacaridicos) entre las especies de Glomus utiliza-
das por ellos.

Las proteinas solubles empleadas como antigeno pro-
dujeron un suero que era capaz de detectar a Glomus
clarum hasta la diluciéon 1/500 con el uso de IFI. Varios
investigadores han sugerido que algunas de las proteinas
gue se encuentran dentro de la espora e intervienen en
su formacién y maduracion, constituyen uno de los
antigenos inmunodominantes.
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Los resultados demuestran que hubo reconocimien-
to de las esporas cuando se usaron proteinas totales
como inmundégeno y que tuvo lugar la reaccion del anti-
cuerpo con la capa més externa de la pared de la espora
(Figura 1d) y su zona de union con la hifa, como se apre-
cia en la Figura 1a. También se pudo constatar que en
esporas maduras sin su capa externa de pared, habia
fluorescencia en el espordéforo, y esto evidencia que la
formacién y maduracion de las capas que conforman la
pared de la espora se desarrollan a partir de una prolon-
gacion de la hifa que le dio origen (Figural by c).

Estos resultados coinciden con otros (18), donde se
utilizé como fuente de antigeno extractos proteicos de
esporas de Acaulospora laevis y Gigaspora margarita.
El antisuero policlonal logrado en este trabajo fue capaz
de diferenciar los antigenos homologos de otros hongos
HMA pertenecientes a otros géneros.

Esta respuesta puede explicarse atendiendo a las
caracteristicas que presenta la formacion de las esporas
en las especies que pertenecen al género Glomus. El
proceso de formacién de esta estructura esté estrecha-
mente relacionado con la génesis de las diferentes ca-
pas de la pared de la espora, siendo la primera y segun-
da capas partes de la hifa que sostienen a la espora. Por
tanto, la respuesta que se observé pudiera estar dirigida
a alguna glicoproteina que se genere en el citoplasma de
la espora en formacién y que después viaje a traves del
poro para situarse en la hifa de sostén (19, 20).

Como se pudo apreciar en la Tabla I, hubo reaccio-
nes cruzadas con las otras esporas de Glomales que se
utilizaron en este estudio, lo que evidencia unavez mas
gue las especies de Glomales comparten antigenos en
Su estructura y gue estos se encuentren localizados en la
superficie. Resultados similares fueron encontrados por
algunos autores (21), quienes lograron obtener un antisuero
policlonal especifico para la especie G. intraradices y des-
pués lo enfrentaron a varias especies de Glomus, entre
las que estaban G. fasciculatum y G. mosseae, determi-
nando que estas compartian al menos siete antigenos,
una vez analizados los perfiles de proteinas totales a tra-
vés de la técnica inmunoelectroforética.

El suero policlonal también fue enfrentado contra
Acaulospora scrobiculata y no presenté reaccion cruza-
da, evidencia que reafirma que estos géneros, a pesar de
pertenecer al mismo orden, difieren en sus caracteristi-
cas moleculares.

La estandarizacion de los inmunoensayos conlleva,
entre otros factores, a la optimizacién de sus reactivos.
La optimizacion de la concentracion de anticuerpos y
conjugados debe conducir, entre otros fines, a la dismi-
nucion de la llamada reaccion de fondo o background y
la eliminacién de reactividades cruzadas, esto Ultimo en
aquellos casos que lo requieran. Esto se aprecia en los
resultados de este trabajo, tanto para la IFl como para el
ELISA. En ambos ensayos se obtuvieron concentracio-
nes del primer anticuerpo, a partir de las cuales se deja-
ron de manifestar las reactividades con las esporas
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heterélogas. De manera que a estas concentraciones
del primer anticuerpo el ensayo de IFI se hace selectivo
para Glomus clarum, lo que le confiere especificidad al
ensayo, una condicién suprema para su empleo en la
identificacion taxondmica. Estas son las razones por las
que la especificidad del ensayo puede considerarse bue-
na, aungue su validacion para el fin propuesto requiere,
entre otros estudios, aumentar el nimero de especies de
hongos formadores o no de micorrizas que se investi-
guen por dichas técnicas.
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