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INTRODUCCIÓN
Las micorrizas del tipo arbuscular constituyen la sim-

biosis más extendida sobre el planeta, tanto por el nú-
mero de hospederos como por su distribución. Más del
95 % de las especies vegetales existentes están
micorrizadas de forma nativa y a su vez en un 95 % de
los casos las micorrizas son del tipo arbuscular, pues
constituyen las más apropiadas para desarrollar progra-
mas basados en agricultura de bajos insumos (1).

Durante el proceso de colonización radical por los
hongos micorrizógenos arbusculares (HMA), se produ-
cen toda una serie de alteraciones fisiológicas y
bioquímicas específicas, entre las cuales sobresalen la
mejora en la absorción de nutrientes como el fósforo (P)
y la inducción diferencial de  sistemas enzimáticos.

Entre las distintas especies de HMA y aún en ce-
pas o ecotipos pertenecientes a la misma especie exis-

ten marcadas diferencias funcionales, lo cual ha conlle-
vado a que numerosos investigadores hayan dedicado su
esfuerzo a la caracterización de estos hongos. Para ello
se han empleado diversos métodos, siendo los más utili-
zados aquellos basados en las características
morfológicas de las esporas y del micelio fúngico, tales
como forma, tamaño, color, número de paredes, grosor, etc,
los cuales requieren largos años de experiencia visual (2).

Tomando en consideración las dificultades en la identifi-
cación de estos hongos a partir de los métodos clásicos, en
la actualidad se ha incrementado el uso de técnicas más
avanzadas que incluyen tanto la detección inmunoquímica
como el estudio de los marcadores bioquímicos, que consti-
tuyen alternativas más rápidas, sensibles y confiables (3, 4).

Las isoenzimas son formas moleculares de una mis-
ma enzima codificadas por diferentes alelos del mismo
locus, que presentan la misma especificidad por un
sustrato y que han sido ampliamente utilizadas en las
investigaciones biológicas, producto de las ventajas que
estas ofrecen sobre muchos marcadores morfológicos e
incluso moleculares. Las técnicas electroforéticas nos
permiten estudiar la inducción diferencial de las
isoenzimas que caracterizan cada interacción planta-
HMA, a nivel de especie, las cuales rigen las variaciones
genéticas así como las similitudes y diferencias específi-
cas de la simbiosis establecida.
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ABSTRACT. The objective of the present work was to carry
out a biochemical characterization of some arbuscular
mycorrhizal species from the strain bank of the National
Institute of Agricultural Sciences, for which inoculated
Sorghum bicolor plants were studied and acid phosphatase
and esterase isoenzymatic patterns were screened.
Electrophoresis revealed the existence of only one polymorphic
band in the acid phosphatase pattern, whereas esterase system
showed a high frequency of polymorphic bands. The potential
use of esterase isoenzymes, together with other enzymatic
systems, was suggested to attempt an effective
characterization of different arbuscular mycorrhizal fungi
species.

RESUMEN. El presente trabajo tuvo como objetivo la caracte-
rización bioquímica de algunas de las especies de micorrizas
arbusculares del cepario del Instituto Nacional de Ciencias
Agrícolas (INCA), para lo cual se estudiaron en plantas de
sorgo (Sorghum bicolor) inoculadas los patrones
isoenzimáticos de los sistemas fosfatasa ácida y esterasa. Las
electroforesis revelaron la existencia de una sola banda
polimórfica en el patrón de fosfatasas ácidas, mientras que el
sistema esterasa mostró una elevada frecuencia de bandas
polimórficas. Se resalta la utilización potencial de las isoenzimas
esterasas, conjuntamente con otros sistemas enzimáticos, para
efectuar una caracterización efectiva de las distintas especies
de hongos micorrizógenos arbusculares.
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Numerosas han sido las isoenzimas utilizadas por
diferentes autores en los estudios de caracterización
bioquímica, debido a su elevado nivel de polimorfismo y
generalmente se obtienen buenos resultados; tal es el
caso de las peroxidasas, fosfatasas ácidas, esterasas,
superóxido dismutasas y proteínas totales, entre otras
(5, 6, 7). Particularmente las esterasas están involucradas
en el metabolismo del carbono, el cual es activo en raí-
ces micorrizadas, dado el flujo de fotosintatos desde la
parte aérea para satisfacer las demandas del
microsimbionte.

Teniendo en cuenta todos estos aspectos, nuestro
trabajo tuvo como objetivo estudiar el polimorfismo
bioquímico de algunas especies de HMA pertenecientes
al cepario del Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas
(INCA), mediante la determinación de los patrones
isoenzimáticos de fosfatasas ácidas (EC 3.1.3.2) y
esterasas (EC 3.1.1), con vistas a completar los estu-
dios de caracterización de estos.

MATERIALES Y MÉTODOS

Material fúngico y vegetal. Se estudiaron siete especies
de HMA del género Glomus pertenecientes al cepario del
INCA, las cuales aparecen en la Tabla I.

Tabla I. Relación de las especies de HMA estudiadas

Para el desarrollo del presente trabajo se utilizaron
como hospederos plantas de Sorghum bicolor. Se sem-
braron dos plantas por pote (5L) en un sustrato de arcilla
caolinítica estéril (8) y se añadieron 75 g de inóculo de
cada especie estudiada por pote, para un total de siete
tratamientos. Los inoculantes micorrizógenos utilizados
contenían 250 esporas/g (9).
Condiciones de crecimiento y muestreo. Las plantas de
sorgo crecieron en condiciones protegidas, a humedad
relativa y temperatura ambientes, así como fotoperíodo
natural.

 La toma de muestra se realizó a los cuatro meses
después de la germinación. Los sistemas radicales fue-
ron cuidadosamente lavados y pesados.

Se tomaron aproximadamente 200 mg de raíz por tra-
tamiento para evaluar  el porcentaje de colonización fúngica
y la densidad visual mediante la metodología descrita (19).
Extracción de proteínas. Las raíces frescas fueron mace-
radas en mortero con nitrógeno líquido y el polvo resul-
tante se homogeneizó en buffer de extracción Tris-HCl

50mM pH 7.2 (1:1, w/v), el cual contenía sacarosa 10 %
y β mercaptoetanol 0.1 %. Los extractos crudos fueron
agitados en zaranda durante 45 min. en baño de hielo. Al
terminar se filtraron a través de malla de algodón doble y
se centrifugaron a 14000 g por un período de 25 min a
4oC. El sobrenadante obtenido fue conservado a –20oC.
Se procesaron tres réplicas en cada caso.
Electroforesis. Los análisis electroforéticos fueron efec-
tuados en geles de poliacrilamida (PAGE) (reactivo cali-
dad Fluka) en condiciones nativas utilizando 20µL de
muestra en cada caso según el método descrito (11) con
la siguiente modificación: gel concentrador (superior)-5 %
y gel separador (inferior)-10 %.

Las electroforesis se realizaron en una cámara verti-
cal BIORAD miniprotean, corridas a 25mA y 4oC por
90-120 min. Para ello se empleó buffer Tris-Glicina 19mM
pH 8.3.

La actividad fosfatasa ácida en el gel se reveló en
buffer citrato pH 5.5 conteniendo β naftil fosfato de sodio
y fast black K salt (reactivos calidad Sigma) (12). Para la
tinción de esterasas se incubó el gel en ácido bórico 3 %
durante 30 min. y posteriormente se tiñó con una solu-
ción de α y β naftil acetato 1 % (reactivos calidad Fluka)
y fast blue RR salt (reactivo calidad BDH) (12). En am-
bos casos se incubó el gel en la oscuridad 4h a 37oC
para el desarrollo del color.
Análisis estadístico. Los datos del porcentaje de coloni-
zación micorrízica transformados por arcsen√x y los de
densidad visual fueron sometidos a un análisis de varianza
(ANOVA) y las medias se compararon según la prueba
de rangos múltiples de Duncan con p≤0.05 (Tabla II).

Tabla II. Porcentaje de colonización micorrízica (% C)
y densidad visual (% DV) en el tejido radi-
cal de las plantas de sorgo inoculadas con
diferentes especies de HMA

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Colonización fúngica. En trabajos realizados por algunos
autores (13, 14) se presentaron valores del porcentaje de
colonización micorrízica entre 30-40 % en tomate y
19-60 % en cafeto, respectivamente, mientras que la den-
sidad visual osciló entre 2 y 5 %. Los valores de los
indicadores fúngicos evaluados en todos los tratamien-
tos (Tabla II) resultaron elevados comparados con los in-

Trata- 
mientos 

Especies 

Gf Glomus fasciculatum (Gerd. & Trappe emend. Walker & Koske) 
Gc Glomus clarum (Nicolson & Schenck) 

  Gm Glomus mosseae (Nicol. & Gerd.) Gerdeman & Trappe 
  Gcd Glomus claroideum (Schenck & Smith) 
Gs Glomus sp2 (INCAM 3) 
Ga Glomus sp1(amarillo) (INCAM 1) 
Gi Glomus intraradices (Shenck & Smith) 

 
T ra tam iento s %  C  %  D V  

G f 5 0 c    6 .3 2 b  
G c 6 8 a  1 0 .8 7 a 
G m  6 6 a  1 0 .0 2 a 
G cd  5 5 b      5 .0 0 b c 
G s 6 5 a  1 1 .8 3 a 
G a 4 6 c    4 .3 0 c 
G i 6 8 a  1 1 .9 7 a 
E S    0 .2 7 *   0 .6 7 * 
C V  (% ) 3 .0 3  3 .5 9  

 

Yakelín Rodríguez, E. Pérez, Regla M. Lara, F. Fernández, Blanca de la Noval e I. de la Providencia



27

enzima en las especies estudiadas. Debemos tener en
cuenta que todas las especies pertenecen a un género
común. Estudios de caracterización realizados en otros
microorganismos (19) revelaron resultados similares al
no observar diferencias en el patrón isoenzimático de Aps.

La Figura 2 muestra el patrón isoenzimático y el
zimograma de esterasas, en la cual se observa una ele-
vada frecuencia de bandas polimórficas, pues de un total
de 10 sólo una es monomórfica (no. 3) al aparecer en
todos los tratamientos.

Figura 2. Patrón isoenzimático y zimograma de
esterasas de las siete especies de HMA
inoculadas en sorgo a los cuatro meses

El sistema esterasa es uno de los marcadores
moleculares más utilizados en estudios de caracterización y
variabilidad genética entre especies, variedades e individuos
pertenecientes a una misma especie (20,21), obteniéndose
generalmente buenos resultados dado su elevado nivel de
polimorfismo. Un ejemplo lo constituye la caracterización de
cepas de Acetobacter diazotrophicus (22) y Haemophilus
influenzae (23), donde resultó ser una valiosa herramienta
dado el elevado índice de diversidad genética encontrado, el
cual fue mayor en el segundo caso. Además, se utilizó para
caracterizar clones de plátano frutas y viandas (24), siendo la
de mayor polimorfismo en sus patrones de bandas.

Esta isoenzima también ha sido estudiada para ca-
racterizar la interacción planta-HMA. Se realizó la identifi-
cación de HMA en raíces de ajo y maíz mediante el em-
pleo de electroforesis en geles de poliacrilamida que reve-
lan la actividad de esta enzima (25). Por otra parte, se
determinó el patrón isoenzimático de esterasas, con el fin
de estudiar las variaciones en la expresión génica de es-
tas en raíces de maíz inoculadas con G. intraradices y al
aplicar formononetina, detectando incremento en la activi-

formes anteriores, lo cual está directamente relacionado
con la buena calidad de los inóculos utilizados en el tra-
bajo, así como con las óptimas condiciones empleadas
para la producción exitosa de inóculo certificado en nues-
tro instituto. No obstante, obtuvimos diferencias signifi-
cativas (p≤0.05) entre los tratamientos, destacándose las
plantas inoculadas con G. clarum, G. mosseae, G. sp2 y
G. intraradices, probablemente debido a las diferencias
en el nivel de infectividad entre las distintas especies así
como al grado de compatibilidad entre ellas y el cultivo
utilizado, a pesar de ser considerado el sorgo uno de los
cultivos idóneos en la propagación y conservación de los
inoculantes micorrizógenos (15).
Análisis de las electroforesis. La Figura 1 muestra el pa-
trón isoenzimático de fosfatasas ácidas (Aps) y el
zimograma correspondiente donde se aprecian tres ban-
das, de las cuales dos son monomórficas (no. 1 y 2),
pues aparecen en todos los tratamientos y una es
polimórfica (no. 3) al no estar presente en las plantas
inoculadas con G. mosseae.

Figura 1. Patrón isoenzimático y zimograma de
fosfatasas ácidas de las siete especies de
HMA inoculadas en sorgo a los cuatro meses

Los HMA incrementan la eficiencia de la toma de P
inorgánico del suelo por las plantas, lo cual se encuentra
estrechamente relacionado con el aumento de la actividad
enzimática radical de los sistemas involucrados directamente
con el metabolismo de este elemento. Se ha detectado
actividad polifosfato kinasa y polifosfato glucokinasa en ex-
tractos de hifas externas y raíces micorrizadas (16); ade-
más, se encontró mayor actividad exo y endopolifosfatasa,
así como fosfatasa ácida no-específica en raíces coloniza-
das en comparación con las controles. Otros autores infor-
man que una actividad fosfatasa alcalina específica de la
micorriza está presente en hifas internas (17).

A pesar del notable incremento en la actividad Aps
encontrado en raíces micorrizadas (18), los resultados
obtenidos en este trabajo nos indican la existencia de
una baja frecuencia de bandas  polimórficas para esta

Tratamientos

Gf     Gc    Gm    Gcd     Gs     Ga    Gi
 

(+) Gf       Gc       Gm      Gcd      Gs         Ga       Gi

Valor 
Rf 

              Banda 
No. 

0.241 __  __    __  __  __  __  3 
0.431 __  __  __  __  __  __  __  2 
0.552 __  __  __  __  __  __  __  1 
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(+) 
Tratamientos

Valor 
Rf 

              Banda 
No. 

0.017 __  __  __  __        10 
0.086 __  __  __  __  __      9 
0.121     __          8 
0.138     __    __      7 
0.172 __    __    __    __  6 
0.190 __      __        5 
0.207       __  __    __  4 
0.295 __  __  __  __  __  __  __  3 
0.345       __    __    2 
0.362 __      __        1 
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dad de cuatro isoenzimas causado por la micorrización a
las dos semanas del crecimiento de las plantas.

Los resultados obtenidos en este trabajo apuntan ha-
cia el uso potencial del monitoreo de isoenzimas específi-
cas durante el establecimiento de la simbiosis, con el pro-
pósito de esclarecer y completar los estudios de caracteri-
zación morfológica de los HMA, que sugieren el uso de
esterasas como marcador bioquímico en la interacción sor-
go-micorriza arbuscular a los cuatro meses de germinadas
las plantas, al menos para las especies estudiadas.

El estudio de un mayor número de sistemas
isoenzimáticos podría dar una visión más amplia del me-
tabolismo radical y la fisiología de los HMA. El desarrollo
de nuevos marcadores moleculares y fisiológicos que
definan la simbiosis micorrízica es esencial para com-
prender la interacción planta-microorganismo.
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