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RESUMEN

Esta revision tiene por objeto evaluar el impacto de las técnicas de
biologia molecular para el estudio ecolégico de hongos micorrizicos
(EM). Se describe la utilidad de diferentes genes y las técnicas mole-
culares que se han empleado en la identificacion de los hongos mico-
rrizicos que se encuentran tanto en las raices de plantas hospederas
como en los suelos, asi como en estudios de evolucion y filogenia, que
han ayudado a conocer el origen de estos simbiontes y el impacto que
representan en la ecologia de las plantas. Se describe el uso de los
genes ribosomales (rDNA) (regiones muy conservadas) y de los espa-
cios intergénicos (IGS e ITS) (regiones muy variables), como una
herramienta confiable y muy utilizada en los tltimos afios por taxé-
nomos y ecélogos. Se aborda el uso de secuencias mitocondriales, mi-
crosatelitales y de las regiones repetidas del genoma (RAPDs), sin
olvidar la identificacion basada en los morfotipos de las ectomicorri-
zas. Esto tltimo de acuerdo con los cambios morfoldgicos que se pre-
sentan en la raiz durante el establecimiento de la ectomicorriza, lo
cual permiten evidenciar las raices asociadas con hongos EM e identi-
ficar hongos que estan en simbiosis. Se discuten técnicas relacionadas
con la transformacién de los hongos EM y el posible impacto de su
transformacion sobre la simbiosis, que puede ser de gran utilidad en
el desarrollo de hongos con caracteristicas especificas que puedan
promover las bondades de la simbiosis ectomicorrizica.

Palabras clave: Micorriza, genes, transformacion, morfotipos, hue-
llas genomicas.

SUMMARY

This review was done to evaluate the impact of molecular biology
techniques for ecological studies of mycorrhizal fungi. The usefulness
of different genes and molecular techniques used in the identification
of mycorrhizal fungi living in the roots of their hosts and in soil is
described. Such techniques are also used in evolution and phylogeny
studies to gain insights in the origin of symbionts and the impact that
it represents in plant ecology. It describes the use of highly conserved
ribosomal genes (rDNA) and its intergenic spacers (IGS and ITS)
(hypervariable regions), that in recent years have been reliable and
useful tools for taxonomists and ecologists. The review approaches the
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use of mitochondrial, microsatelites and RAPD sequences, as well as
the identification based on ectomycorrhizal morphotypes. The later
according to morphological changes induced in the root during the
ectomycorrhizal association, which have been helpful to evidence the
root fungal association and to identify fungal species present in spe-
cific symbiosis. Genetic transformation of the ectomycorrhizal fungi
and the effect of their transformation are discussed in relation to
their symbiosis. In the near future this can be useful to develop fun-
gal strains with specific characteristics capable of a better stimulation
of ectomycorrhizal symbiosis.

Index words: Mycorrhiza, genes, transformation, morphotypes, fin-
ger printing.

INTRODUCCION

Los dos tipos de micorriza de mayor distribucién en el
planeta, son la Micorriza Arbuscular (MA) y la Ectomico-
rriza (EM). Esta revision se refiere sobre todo a esta ulti-
ma. La simbiosis ectomicorrizica es una asociacién mutua-
lista entre las raices (didmetro menor de 2 mm) de arboles
y ciertos hongos (Ascomicetos y Basidiomicetos). Los ar-
boles que dominan en la mayoria de los bosques boreales y
templados, asi como grandes extensiones de los bosques
subtropicales y tropicales, forman este tipo de micorriza en
sus raices (Read, 1999). Muchos arboles de algunas fami-
lias son dependientes de esta asociaciébn para su supervi-
vencia y crecimiento normal (Smith y Read 1997), como
los de Piniceas (pinos), Fagiceas (haya, encino, roble),
Betulaceas (abedul, aile o aliso), y los de la familia tropi-
cal asiatica Dipterocarpacea (Mangachapuy). Algunos de
estos arboles, como ailes y pinos, responden a la presencia
del hongo EM con incrementos en su crecimiento, que va
desde 200 % hasta 538 %, y supervivencia en campo de
68 % (Valdés y Galicia, 1997; Valdés, 1986).
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La simbiosis EM juega un papel fundamental en la bio-
logia y ecologia de los arboles al incrementar la toma de
agua y nutrimentos, asi como al proteger a los mismos co-
ntra patégenos radicales (Smith y Read, 1997; Read,
1999). Estas funciones se entenderan mejor si se toma en
cuenta que la proporcion longitudinal entre la raiz y el mi-
celio absorbente de la EM en la etapa de plantula de los
pinos es 1:10° (Read, 1991).

La simbiosis tiene ademas relevancia porque los hon-
gos asociados son de importancia econémica por su valor
culinario, como la trufa negra (Tuber melanosporum Vitt.)
en Francia y recientemente en Nueva Zelanda; la trufa
blanca (7. magnatum Pico) en Italia; el hongo blanco o
matsutake (Tricholoma matsutake) en Japon; el duraznillo,
chantarel o rebozuelo (Cantharellus cibarius Fr.) y el en-
chilado o lactaire (Lactarius) en Europa y Norte América,
etc. Algunos de estos hongos llegan a tener un costo hasta
de US $3 000 por kg (Hall er al., 1994). En México, los
llamados “hongueros” (colectores de hongos silvestres)
cobran el kilogramo de hongos comestibles comunes entre
$10 y $20; sin embargo, cuando colectan el hongo blanco
o matsutake para los compradores que los exportan a Ja-
pon, reciben $500 por kg.

Las raices de los arboles que son colonizadas por hon-
gos ectomicorrizicos son aquéllas clasificadas como finas o
absorbentes, de un grosor menor de 2 mm (Vogt ef al.,
1997). Estas raices se encuentran en el suelo del bosque
expuestas a cientos de especies de hongos EM (Dahlberg et
al., 1997; Dahlberg, 1999) y cada especie existe en el
mismo suelo como una poblacién de muchos individuos
con diferencias genéticas conocidos con el nombre de clo-
nas flingicas o genets. La variacion fenotipica de los genets
es estable (Débaud et al., 1999), aunque pueden variar en
su capacidad de colonizar los genotipos de las plantas y en
su capacidad de promover el crecimiento de las mismas,
asi como en su adaptacién a los factores abidticos (sobre
todo al contenido de N y valor de pH del suelo). Dichos
factores pueden afectar la simbiosis y la diseminaciéon de
las clonas fiingicas o genets en el ecosistema forestal. Las
clonas de los hongos EM en el suelo de los bosques pue-
den variar en cantidad tanto en el tiempo como en el espa-
cio, de 150 a 300/m* y de mas de 150 afios (Dahlberg y
Stenlid 1994; Gherbi et al., 1999; Bonello et al., 1998).

Los estudios de composicion de las especies EM y de la
dinamica de las mismas en el suelo forestal, han sido difi-
ciles porque una gran cantidad de hongos EM no manifies-
tan crecimiento o crecen poco en medios de cultivo; ade-
mas, la forma tradicional de identificarlos taxonémicamen-
te estd basada en sus estadios sexuales y las estructuras ve-
getativas de los mismos hongos se encuentran en forma
hipogea, lo que hace dificil su identificacion. Adn mas, los
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resultados del trabajo con cuerpos fructiferos podrian ser
dudosos (Valdés er al., 2003; Dahlberg et al., 1997), por-
que muchos carpéforos también son hipogeos y raramente
son tomados en cuenta. No obstante, se conocen los rasgos
fisiologicos y ecoldgicos de algunos hongos EM.

Son muchos los aspectos que se desconocen de las co-
munidades de hongos EM en su habitat. Seria de gran va-
lor entender en un ecosistema cOmo es su estructura en
términos de nimero y abundancia de especies, su distribu-
cién espacial y temporal, el origen y mantenimiento de su
variacion genética, la autoecologia de las especies domi-
nantes, los factores ambientales que afectan su poblacion,
etc. Si se logra obtener tal conocimiento cientifico, éste
podria ser un aliado valioso en la elaboracién de progra-
mas tanto de repoblacién y reforestaciéon de ecosistemas
forestales, asi como de plantaciones en los que las especies
arboreas de importancia econémica puedan inocularse para
que se asocien con hongos EM seleccionados, no sélo en
su capacidad de promover su crecimiento sino también en
su adaptacion a diferentes factores ecoldgicos.

Para entender la diversidad, estructura y dindmica de
las poblaciones EM, asi como la biologia de este importan-
te grupo de hongos, es esencial conocer la estructura de su
genoma, su organizacién y su funcién. Los hongos EM
poseen varias regiones génicas que han mostrado ser de
gran utilidad para identificarlos, por lo que en este escrito
se describen tales regiones y, en forma breve, los avances
en su transformacion genética.

LOS HONGOS

Las comunidades de hongos EM son ricas en especies
y se conocen mas de 5 000 especies dentro de 15 familias
pertenecientes a los llamados hongos verdaderos, Ascomi-
cetos y Basidiomicetos. La mayoria de las especies descri-
tas pertenecen a los Basidiomicetos. Los hongos EM no
son monofiléticos; segin Bruns et al. (1998) y Horton y
Bruns (2001), mediante estudios tradicionales y molecula-
res se ha mostrado que durante la evolucién del planeta
aparecieron varias veces y que también se extinguieron.

Los Ascomicetos y Basidiomicetos comparten algunas
caracteristicas morfolégicas como el micelio septado, esta-
do dicaridtico en su ciclo de vida, estructuras asociadas
con la produccién de esporas, conidios y a veces sistemas
complejos de dispersién (Alexopoulos et al., 1996).

Los Ascomicetos se distinguen por las ascas, células en
forma de saco que contienen las ascosporas. Tienen dos
fases reproductivas, una sexual con formacién de ascas y
ascosporas y la otra asexual con produccién de esporas en
el mismo micelio. Se clasifican solamente por sus
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estructuras sexuales. Algunos de ellos sélo tienen fase
sexual y otros producen gametangios uninucleados o
multinucleados. Estos hongos EM también forman cuerpos
fructiferos subterraneos o hipogeos (Brundrett et al.,
1996).

Los Basidiomicetos producen esporas en la parte exter-
na de una estructura microscopica especializada llamada
basidio. Las basidiosporas son haploides y al madurar
pueden ser uninucleadas o binucleadas. El micelio prima-
rio u homocarionte se origina en la germinacién de una
basidiospora; el micelio secundario proviene de la interac-
ciéon de dos micelios homocariontes compatibles, es hete-
rocarionte y frecuentemente binucleado. Para mantener su
condicion dicaridntica, muchos Basidiomicetos forman es-
tructuras especiales llamadas fibulas durante la divisién
conjugativa de los niicleos, en la punta de una hifa en cre-
cimiento. El micelio terciario esti representado por tejidos
especializados como son los basidiocarpos de las especies
més complejas (Alexopoulos ef al., 1996).

La capacidad de las células para unirse estd controlada
por sistemas genéticos complejos en Ascomicetos y Basi-
diomicetos. Las fusiones pueden ocurrir durante la plas-
mogamia, durante la reproduccién sexual o entre las es-
tructuras vegetativas.

Los hongos EM no siguen el patrén de diversidad de
las comunidades vegetales, el cual aumenta de los polos
hacia las regiones tropicales. Por ejemplo, los bosques de
las latitudes del norte tienen mas de 1000 especies de hon-
gos EM, mientras que en las zonas tropicales el nmimero de
hongos micorrizico arbusculares es de s6lo 25 (Allen et
al., 1995). Los taxones EM identificados son 5 400 (Moli-
na et al., 1992), en contraste con los hongos MA cuyo
nimero es de 150 (Allen ef al., 1995), y estan incluidos
en seis géneros de hongos MA y en 148 de hongos EM
(Brundrett et al., 1996).

LOS GENES PARA IDENTIFICAR
LOS HONGOS EM

Para evaluar la biodiversidad de los hongos es necesa-
rio hacer primero su identificacion de especie y de los ais-
lados. En los ultimos afios el desarrollo de las herramien-
tas moleculares ha permitido conocer la estructura, dina-
mica y variabilidad genética de la poblacion fingica EM
en su habitat. La mas 1til para el estudio de las comuni-
dades EM ha sido la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR por sus siglas en inglés) que permite identificar los
microorganismos (Gardes et al., 1991; Bruns y Gardes,
1993; Henrion et al., 1992). Los procedimientos basados
en PCR, ya sean reacciones simples o complejas (anida-
das), abarcan un vasto niimero de protocolos; entre los
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més empleados estin: a) Las regiones hipervariables del
rDNA (IGS o espacio intergénico, e ITS o espacio trans-
crito interno); b) Los polimorfismos de la longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLPs) de los productos de la
PCR; c¢) La amplificaciéon de las secuencias cortas repeti-
das (microsatélites); y d) La obtencién al azar del DNA
polimérfico.

Genes ribosomales. La PCR maés estudiada ha sido la
de los genes ribosomales y sus espacios intergénicos, (Fi-
gura 1). Estas regiones tienen muchas ventajas:

1. Tienen una organizacién conservada en el genoma de
todos los eucariontes y su presencia estd en unidades
repetidas una junta a la otra (Débaud et al., 1999).

2. Tienen un gran ndmero de copias, lo que facilita su
amplificacion (van Tuinen et al., 1999).

3. Contienen regiones muy conservadas (18S, 5.8S y
28S), lo que ha permitido un fécil disefio de iniciado-
res (Gardes y Bruns, 1993).

4. Estas regiones conservadas estin separadas por se-
cuencias divergentes, muy variables, polimdrficas en
longitud y en secuencias, debido a deleciones e inser-
ciones; son muy informativas y representan una huella
gendmica para cada hongo (Gardes ef al., 1991; Mar-
tin et al., 1998b; Bruns y Gardes, 1993; Henrion et
al., 1994).

Las regiones mas divergentes de los genes ribosomales
son los espacios intergénicos ITS y el IGS. La ecologia
microbiana en estudios de comunidades ectomicorrizicas le
ha dado un uso muy frecuente a la amplificacién de los ge-
nes ribosomales, casi exclusivamente para identificar los
componentes de la misma comunidad, a diferencia de lo
que se hace en las comunidades de procariontes en las que
se utiliza tanto para identificar como para cuantificar.

La variabilidad en la secuenciacién observada en las 2
regiones ITS de los genes ribosomales que separan la sub-
unidad ribosomal pequefia 5.8 de la subunidad ribosomal
grande 258, ha sido determinante para distinguir un hongo
de otro. La mayoria de los estudios de ecologia molecular
de los hongos EM se ha hecho con restriccién de estas re-
giones que estan separadas por el gen ribosomal 5.8S. En
los hongos es de un tamafio de 650 a 900 pb e incluye al
gene 5.8S. Los RFLPs de los hongos en asociacién con su
planta hospedera han sido analizados con un par de inicia-
dores (ITS1F e ITS4) descritos por Bruns y Gardes
(1993); estos iniciadores fueron disefiados para amplificar
el gene 5.8S y las regiones ITS de los basidiomicetos, (Fi-
gura 1). La variabilidad interespecie del ITS1 y del ITS2,
ha sido especialmente estudiada para establecer marcadores
para las especies de los hongos de gran valor culinario,
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como las trufas (Henrion ef al., 1994; Mello et al., 1996,
1999).

Un ejemplo de los aspectos practicos del uso del ITS es
el de la trufa de Perigord (Tuber melanosporum) en la in-
dustria. Este hongo renombrado en la gastronomia france-
sa por sus cualidades organolépticas, e importancia eco-
némica por la produccion y venta de plantulas EM y cuer-
pos fructiferos frescos y procesados, ha sido mezclado con
trufa asidtica negra (7. indica) en algunos productos co-
merciales. Con el objeto de evitar fraude, dafio ecoldgico
resultante de introduccién accidental o voluntaria y prote-
ger la actividad profesional de las personas involucradas en
la produccién de T. melanosporum, algunos cientificos han
disefiado un método de tipificacién rapido y confiable para
discriminar entre las 2 trufas en diferentes productos co-
merciales, con base en el ITS (Mabru et al., 2001).

Esta misma region ITS también se puede secuenciar y
sus datos son probablemente los ideales para usar en la
identificacion taxondmica, porque tienen el poder resoluti-
vo para ubicar hongos desconocidos dentro de una especie
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o al menos en un grupo de especies. Otra ventaja de los
datos obtenidos del gen ITS, es que bastan las secuencias
de los ITS de ejemplares desconocidos para buscar en el
banco de genes (GenBank), o en la base de datos de nu-
cledtidos del EMBL (European Molecular Biology Labora-
tory); la variacién dentro de los espacios es tan amplia,
que s6lo los taxones muy cercanos se pueden encontrar
(Horton y Bruns, 2001).

El uso de los iniciadores ITS1F-ITS4B ha sido aplicado
recientemente a muestras de suelo con gran éxito. Lande-
weert et al. (2003), en suelos de bosque de coniferas,
hicieron extraccion del DNA total del mismo, amplificaron
el DNA micelial de los basidiomicetos, que clonaron y se-
cuenciaron; de esta manera obtuvieron 25 grupos flingicos
a los que llamaron “unidades taxondmicas operacionales”,
de los que 16 mostraron homologias con hongos conoci-
dos, y otros no pudieron ser identificados. Lo interesante
de este enfoque en el uso de estos iniciadores, es que lo-
graron ver la distribucion espacial de los hongos EM en
los horizontes del perfil de los suelos estudiados.

5SA
Unidad de rDNA — Unidad de rDNA Unidad de rDNA
B | — | 168 | | — | 168 | | — |
h

ITS1

SSA’

Figura 1. Genes ribosomales y sus espacios interunidades, espacios intergénicos y dominios de la subunidad grande. Los iniciadores para amplificar los espacios intergénicos y
los dominios también estdn indicados (Gardes y Bruns, 1993; van Tuinen et al., 1998; Jacquiot et al., 2000).
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El espacio intergénico IGS1, que se encuentra localiza-
do en el extremo 3’ del 28S y el extremo 5° del 5.8S se ha
usado para tipificar los cuerpos fructiferos de algunos hon-
gos EM, pues los diferentes tipos de IGS1 dan patrones
unicos de estos fragmentos de DNA en términos de nime-
ro y tamafio en los productos de la PCR. Asi, haciendo
analisis heteroduplex (para identificar homo y heterocigo-
tos) de este espacio intergénico, se ha identificado varia-
cién genética con patrones dnicos IGS1 de cuerpos fructi-
feros de Laccaria amethystina (Gherbi et al., 1999). Con
este mismo espacio genético IGS1 y técnicas para atrapar
esporas, se ha logrado observar la dispersién de las mis-
mas (flujo de genes) en Schizophyllum commune, y la di-
versidad entre las poblaciones de este hongo en el Caribe
(James y Vilgalys, 2001). Los iniciadores para amplificar
el IGS son varios, como 5SA, 5SA’, 5S, y otros.

El polimorfismo de los fragmentos de restriccién, tanto
del ITS como del IGS, ha sido adecuado para conocer
también la sistematica de los Ascomicetos como las mori-
llas (Buscot et al., 1996), hongos de gran importancia cu-
linaria y econémica (Morchella esculenta).
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El gen ribosomal 5.8S ha mostrado por si solo ser Ttil
en aplicaciones de ecologia y evolucién, asi como para de-
terminar la ubicacién de hongos asexuados dentro de gran-
des grupos taxondmicos y de hongos EM (Cullings y Vo-
gler, 1998).

El gen ribosomal 18S es la region del genoma de los
Glomeromycota (hongos formadores de MA) mas secuen-
ciada para estudios de filogenia (Simon et al., 1992,
1993). Los datos filogenéticos obtenidos de las secuencias
del rDNA 18S de diferentes hongos se han usado para fe-
char su origen entre 353 a 462 millones de afios (Simon et
al., 1993), lo que corresponde al periodo en que las plan-
tas primitivas colonizaron los continentes (Pirozynski y
Dalpé, 1989). Aunque los iniciadores disefiados para este
gen son efectivos para detectar hongos en las raices de las
plantas, su sensibilidad y especificidad se incrementa
cuando se combina con una técnica de enriquecimiento se-
lectivo del DNA amplificado (SEAD, por sus siglas en in-
glés) (Clapp et al., 1995).

SONDA G2
| SONDA G1 | SONDA US 1
GAATGGAGATCAAT-
TA TTAATATGTAAA- TAACCA
TATTCT
CA
MLS ML7

5 3
3 5

CML7.5 SONDA CON- SONDA S1 SONDA R1
TROL CGAATATGATATTTGT- CGCCATTACA
CCGCCCCAGT- GAGAAT CCCTCCATAA
CAAACTGCC

Figura 2. Regiones ML5, ML6, ML7, ML8 de la subunidad grande de los genes mitocondriales con sus iniciadores para identificar basidiomicetos (Bruns y Gardes, 1993).
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El gen ribosomal 28S es una regién polimdrfica del gen
ribosomal, cuyo extremo 5’ es otro punto de identifica-
cién por ser mas informativo debido a su variabilidad, lo
que ha permitido obtener nuevas secuencias de los Agari-
cales y Boletales (Moncalvo et al., 2000).

Durante la evolucién ha habido grandes variaciones en
el tamafio de esta molécula; la mayor parte esti restringida
a los dominios D1 y D2 (Figura 1). El D2 es polimérfico
en longitud y en secuencias (por inserciones y por delecio-
nes), lo que ha conducido a la generacién de iniciadores
para distinguir entre taxones de Glomales (van Tuinen et
al., 1998, 1999). El polimorfismo del dominio D2 del
rDNA 28S es tan grande que permite construir iniciadores
con diferentes niveles de especificidad. Los iniciadores uti-
lizados pueden ser LR1, NDL22, 5.23 6 5.25. Cuando es-
ta regién se utiliza como DNA molde para hacer una se-
gunda reaccién de PCR, se logra distinguir entre micelios
de diferentes hongos en cultivo, en suelo, en micorrizdsfe-
ra y en micorriza (Jacquiot et al., 2001).

Genes mitocondriales. La region ML5-ML6 de la
subunidad grande de los genes mitocondriales, regién de
alrededor 416 pb (Figura 2), se ha utilizado también para

Microsatélites

e

/
/
/

/ Iniciador

5 --GTGGTGGTGGTGGTG-- 3 — — _)

5 mem— CACCAC. . . DVOOVD
GTGGTG . . .HLIOLO
5’
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identificar Basidiomicetos EM (Bruns et al., 1998). Esta
regiéon puede ubicar secuencias desconocidas a nivel de
familia como Russulaceae, Amanitaceae, etc. Una desven-
taja importante con los genes mitocondriales es que en los
hongos estos genes pueden presentar intrones que dificul-
tan la amplificacion, ademas de que en ocasiones da poca
resolucion (y a veces ninguna) dentro de las mismas fami-
lias.

Satélites. Su uso para obtener huellas genéticas de los
hongos EM se refiere a la amplificacién de microsatélites.
Estas regiones hipervariables organizadas repetidamente
una tras otra y caracterizadas por una amplia taza de muta-
cién, las hace muy informativas en variacién genética entre
y dentro de las especies. Algunos oligonucleétidos especi-
ficos para estas secuencias simples repetidas son efectivos
como iniciadores simples para la PCR (Figura 3). Estos
oligonucledtidos fueron originalmente disefiados como
sondas de hibridacion en ensayos de huellas genéticas tra-
dicionales. Los minisatélites tienen 20 repeticiones y los
microsatélites hasta 8. Son muchos los iniciadores que se
pueden ensayar en la PCR, (CT)s, (GT)s, (GAC)s,
(GTG)s, (GACA)s, (TGTC)s, etc. (Martin ez al., 1998a).

. ) ) ) o A e
A e
/ LT RN ~

3

DNA
nuclear

N
N
N

N
GTGGTG . .

. DLOOLO 3
caccac © . - ovoovo I
5’

.
e — —E «€ -~ DLODILIDLODLIILD - §
.

Iniciador

Amplicén Interrepetido

Figura 3. DNA inter-repetido (repeticiones microsatélite). Los nucledtidos complementarios de las repeticiones microsatélite sirven como iniciadores cuando dos repeticiones in-
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Estos marcadores son herramientas potenciales para el
estudio de la identificacion, diversidad y distribucion de
los genets o clonas flingicas y de la estructura de la pobla-
cion a escalas espacial diferente como es el caso de la lla-
mada falsa trufa (Rhizopogon vinicolor) (Kretzer et al.,
2000). Con estos marcadores, en este hongo se encontrd
diversidad alélica en 19 colecciones que representan 19
genets o clonas. Buscot ef al., (1996), al estudiar el com-
portamiento de poblaciones de nicleos en micelios hetero-
cariontes en miembros de la familia Morchellaceae, hicie-
ron la PCR del microsatélite con el iniciador (GTG)sy de-
mostraron que esta familia de hongos muestra menos poli-
morfismo del DNA intraespecifico que otros Ascomicetos.

Por otro lado, Gherbi et al. (1999) al estudiar la varia-
ciones en tiempo y espacio de Laccaria amethystina colec-
tado en un bosque de Fagus (haya), clasificaron los cuer-
pos fructiferos del basidiomiceto en un tipo especifico de
ITS1 segtin su patrén de restriccién; después analizaron de
acuerdo a la amplificaciéon al azar de los microsatélites
(RAMS, por sus siglas en inglés) y lograron probar que el
arbol puede ser colonizado por diferentes clonas cada afio,
y encontraron hasta 130 genets/100 m? en un afio y de és-
tos sdlo 8 al afio siguiente. Asi mismo, se ha podido mos-
trar que la distribucién espacial puede tener origen en la
fructificacion erratica de las clonas persistentes subterra-
neas, en el mismo bosque cerrado de haya.

Otro protocolo interesante y confiable por su precision
para estudiar la ecologia de los hongos EM se refiere a las
secuencias caracteristicas de las regiones amplificadas o
SCAR (por sus siglas en inglés); es otro protocolo intere-
sante y confiable por su precision para estudiar la ecologia
de los hongos EM. Se hacen con base en la obtencién de
marcadores polimoérficos al azar (RAPDs) y a partir de
aqui se eligen bandas presentes inicamente en el DNA del
hongo en estudio, es decir bandas caracteristicas del mis-
mo, las que después de probadas en su especificidad, se
secuencian y se disefian iniciadores. Este método ha resul-
tado muy efectivo para detectar micorrizas formadas por
un hongo introducido (Laccaria bicolor) en plantaciones
europeas del abeto Douglas (Pseudotsuga menziesii). Los
marcadores SCAR han mostrado también ser marcadores
potenciales para tipificar las clonas fingicas nativas y po-
drian serlo en el estudio de la persistencia de las cepas in-
troducidas en las poblaciones locales de hongos ectomico-
rrizicos (Weber et al., 2002).
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MORFOTIPIFICACION

Es importante mencionar que el uso de los caracteres
morfoldgicos de los apices ectomicorrizados de los arboles
constituye una herramienta valiosa en la identificacion de
los hongos que generan su formacién. Es bien conocido
que las caracteristicas morfoldgicas y anatdmicas que con-
fieren los hongos EM a las raicillas (menores de 2 mm)
que se transforman en ectomicorriza, son de gran utilidad
para distinguir un hongo de otro. Los apices ectomicorri-
zados o morfotipos difieren ampliamente en su anatomia
(Figura 4), lo que ha sido confirmado repetidamente (Age-
rer, 1987-1996; Ingleby er al. 1990; Agerer, 1999, 2001;
Kranabetter y Friesen, 2002). Las caracteristicas morfol6-
gicas que se consideran para tipificar son:

e Tipo de ramificacién (sin ramificar, monopddica-
pinada, monopddica piramidal, dicotémica, pinada
irregular, coraloide, tuberosa).

¢ Color (gran variedad y combinaciones, y modificacién
por la edad).

¢ Rizomorfos (forma, frecuencia, ocurrencia, conexion
con el manto fiingico).

e Micelio extra matrical (con hifas diferentes en forma y
densidad).

¢ Superficie del manto (liso, granuloso, espinoso, algo-
donoso).

« Cistidios (forma, color, superficie)..

La eficacia del uso de este método morfol6gico ha si-
do comprobada con técnicas moleculares, como es el caso
de la identificacion de los hongos asociados a Monotropa
uniflora. Esta angiosperma carente de clorofila, parasita de
plantas autétrofas ectomicorrizicas, es micoheterétrofa. De
esta forma se probd que la relacién hongo-Monotropa tiene
gran especificidad; la planta se asocia sdlo con miembros
de la familia Russulaceae (Young et al., 2002).

De la misma manera, los hongos asociados a la planta
actinorrizica fijadora de N: asociada con Frankia Dryas
octopetala, especie artica de montaiia, fueron identificados
por evidencias morfoldgicas (morfotipos) y confirmados a
través de RFLPs y secuencias del ITS (Harsington y Mit-
chel, 2002).
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Lactarius pubescens

Figura 4. Ejemplos de morfotipos de ectomicorrizas. a) Micorriza formada por Amanita muscaria; b) Micorriza formada por Lactarius pubescens (Ingleby et al., 1990).

TRANSFORMACION

La manipulaciéon genética molecular de microorganis-
mos requiere del desarrollo de sistemas de transformacién
mediada por plasmidos, que incluye diferentes pasos: la
introducciéon de DNA exdgeno en las células receptoras, la
expresion de los genes presentes en el DNA introducido, y
el mantenimiento estable y replicacion del material genéti-
co insertado, lo que permitird la expresion de las caracte-
risticas fenotipicas deseadas (Finchman, 1989). Las técni-
cas de manipulacion genética de hongos han sido usadas
para el mejoramiento de especies de interés agricola e in-
dustrial.

Se han desarrollado sistemas de transformacién, sobre
todo en grupos de hongos filamentosos patégenos, tanto de
humanos como de plantas y hongos de interés biotecnol6-
gico, entre los cuales estidn la produccion de protoplastos,
la electroporacion (Chassy et al., 1988), biobalistica (San-
ford, 1988) y, aprovechando la maquinaria de Agrobacte-
rium tumefaciens para transferir material genético en for-
ma natural, también se gener6 el método conocido como
Agro-transformacién (Bundock y Hooykaas, 1996).
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PROTOPLASTOS

Este es el método mas comin para llevar a cabo la
transformacion genética de muchos microorganismos; la
preparacion de protoplastos de células fiingicas requiere
del uso de enzimas que degradan la pared celular, cuya
eleccién es un paso critico porque puede alterar la tasa de
transformaciéon. Los protoplastos se protegen osmotica-
mente con sorbitol y pueden congelarse a -70 °C.

Los protoplastos viables del micelio de los hongos ec-
tomicorrizicos pueden ser usados para responder interro-
gantes en torno al intercambio de metabolitos o comparti-
mentacion quimica, procesos que no tienen posibilidades
de estudiarse con hifas intactas, con cultivo de tejidos ni en
las mismas micorrizas. Desafortunadamente son pocos los
reportes del aislamiento de protoplastos de hongos EM.

La transformacién con protoplastos se ha logrado en
varios hongos ectomicorrizicos, como Laccaria bicolor
(Kropp y Fortin, 1986), Amanita muscaria (Chen Yy
Hampp, 1993) y Cenococcum geophilum (Stilten et al.,
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1995). Aunque la frecuencia de regeneracion es baja, es
apropiada para llevar a cabo experimentos de transforma-
cioén en Laccaria laccata (Barrett et al., 1990) y Hebeloma
cylindrosporium; éste altimo es el segundo hongo EM que
se ha transformado (Marmeisse et al., 1992). Otros hon-
gos, como Suillus luteus y Pisolithus tinctorius (Barrett et
al, 1989), no regeneran protoplastos en ningin medio de
cultivo hasta ahora ensayado.

ELECTROPORACION

Es una técnica basada en la permeabilizacion reversible
de las membranas celulares, inducida por una breve des-
carga eléctrica. Las alteraciones que ocurren en la mem-
brana durante un pulso eléctrico permiten que se introduz-
ca material genético al microorganismo, lo que resulta en
una transformacion genética (Chassy et al., 1988). Los
cambios fisicos y bioldgicos que ocurren después de haber
sido sometidas las células a un potencial eléctrico de 200-
400 V consisten en que las mismas forman areas grandes
de despolarizacién, lo que permite que la membrana sea
permeable a micro y macromoléculas (Neumann y Rosen-
heck, 1972, Chassy et al., 1988). Hay evidencias de que la
matriz lipidica pueda ser considerada como el sitio de la
permeabilizacién y se ha postulado que las uniones lipido-
proteina podrian ser los sitios de la electropermeabiliza-
cion. Entre los factores criticos que presenta la técnica es-
tan el voltaje aplicado y el tiempo de pulso, pues hay valo-
res especificos para cada microorganismo.

BIOBALISTICA

Otro método exitoso para la transformacién genética de
hongos es la biobalistica 0 bombardeo, también conocido
como de los microproyectiles y de aceleracién de particu-
las (Klein et al., 1992). Este es un proceso en el cual se
emplean microproyectiles cubiertos de DNA que son libe-
rados a alta presion sobre células o tejidos intactos (San-
ford, 1988). Con este método se ha logrado la transforma-
ciéon de dos hongos EM, Paxillus involutus (Bills et al.,
1995) y Laccaria bicolor (Bills et al., 1999), ademas del
hongo MA Gigaspora rosea (Forbes et al., 1998).

TRANSFORMACION MEDIADA POR
Agrobacterium tumefaciens

Esta bacteria es un patégeno que habita el suelo y ri-
z6sfera de muchas plantas superiores a las que induce
cambios morfogenéticos; la enfermedad originada es cono-
cida como agalla de la corona que se manifiesta por la
formacion de un tumor. Este lo forma la planta debido a la
transferencia a su genoma de un fragmento de DNA de la
bacteria llamado T-DNA presente en el plasmido Ti (Piers
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et al., 1996). La modificacion genética de la planta por A.
tumefaciens es un evento natural y tnico de la transferen-
cia de material genético entre organismos de dos reinos
diferentes (Bundock et al., 1995; Bundock y Hooykaas,
1996). El proceso depende de la induccién de varios ele-
mentos génicos componentes de Agrobacterium requeridos
en la transformacion de las células vegetales: a) E1 T-DNA
(genes responsables de tumores); b) Region vir, y c) Tres
loci de virulencia ubicados en el cromosoma.

De Groot et al. (1998) lograron modificar diferentes
hongos filamentosos con este sistema; Chen y Hampp
(1993) describen también la transformacion de una cepa
comercial de Agaricus bisporus, mediante cuerpos fructife-
ros (Chen et al., 2000), lo que mostrdé ser mas eficiente
que el uso de protoplastos. Tres basidiomicetos formadores
de EM, Suillus bovinus, Hebeloma cylindrosporium, y
Paxillus involutus, son ahora transgénicos con el uso de
este sistema (Pardo et al., 2002).

PERSPECTIVAS

La transformacion de estos hongos tiene un potencial
enorme. La manipulacién genética es relativamente senci-
lla, ya que incorporan con cierta facilidad DNA exdgeno a
su cromosoma con gran estabilidad. Podria facilitar el di-
sefio de proyectos de investigaciéon con muchas ventajas
para producir inoculantes que evitarian el uso de fertilizan-
tes o de pesticidas durante la produccién de plantulas en
vivero, etapa de alta vulnerabilidad de los arboles.

Se podria incrementar la eficiencia de la simbiosis a
través de la manipulacién para incrementar el transporte de
agua y nutrimentos, de mayor produccion de fitohormo-
nas, de hacer plantas mds tolerantes a fitopatégenos, a es-
trés hidrico, salino o de pH extremo, etc., lo que podria
asegurar el éxito al plantar arbolitos con fines de reforesta-
cion en areas degradadas. No menos importante seria ma-
nipular genéticamente los hongos ectomicorrizicos para
mejorar las funciones radicales; es preferible hacerlo a tra-
vés de estos hongos habitantes naturales de la raiz, que
hacerlo en la planta dado que ésta podria provocar una
respuesta indeseable en las otras partes de su organismo.
La transformacion del microorganismo endofitico en lugar
de la raiz, evitaria también el uso de promotores especifi-
cos de la respuesta de la raiz.

La interfase formada por el hongo ectomicorrizico en-
tre la planta y el suelo, hace del hongo un buen instrumen-
to para estrategias genéticas que involucren funciones ri-
zosféricas. Se sabe que la rizosfera es un lugar en donde
hay cambios extremos de humedad donde puede registrar-
se escasez, de modo que los microorganismos ahi presen-
tes pueden sufrir un efecto osmoético. La osmo-regulacién
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con produccién de osmolitos podria hacerse a través de
genes de bacterias. Esta interfase formada por el hongo,
también puede utilizarse para la estimulacién o inhibicién
especifica de ciertos microorganismos risosféricos cuyos
efectos benéficos pueden ser directos o indirectos para la
planta.

La transformacién de los hongos EM abre la posibili-
dad de llevar a cabo estudios moleculares para entender la
asociaciéon simbidtica establecida por estos hongos. Por
ejemplo, la simbiosis que se integra entre Pisolithus tincto-
rius y el eucalipto ha sido ampliamente estudiada; estos
estudios han llevado a la clonacién de mensajeros que pre-
sumiblemente codifican genes involucrados en la simbiosis
(Martin et al., 1998b). Este tipo de trabajos abren la puer-
ta para que mediante ensayos de mutagénesis dirigida sea
posible demostrar la funcionalidad de los mensajeros.
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