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ABSTRACT. PCR: a new tool for the study of ectomycorrhizal fungi. PCR (Polymerase
Chain Reaction) is a simple technique that allows the specific amplification of particular regions
of the genome of living organisms to facilitate their study. In the last few years, this and other
complementary techniques have opened the field of the molecular mycology, whose applications
in detection, identification and classification of fungi are increasing every day. In this article, the
first of a series dealing with the Molecular Techniques that can be used in Mycology, we explain
the basic principles of both the PCR and two other complementary techniques commonly used
for the molecular analysis of the amplified regions: RFLPs (Restriction Fragment Length
Polymorphisms) and sequencing (determination of the primary structure of the nucleic acids).
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RESUMEN. La PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) es una técnica sencilla que permite
sacar copias (amplificar) de una determinada region del genoma de los seres vivos con el fin de
facilitar su estudio. Esta y otras técnicas complementarias se han abierto, en los Gltimos afios, al
ambito de la micologia molecular, cuyas aplicaciones a nivel de deteccion, identificacion y
clasificacion de hongos se incrementan dia a dia. En este primer articulo de una serie dedicada a
las técnicas moleculares aplicables en Micologia, se exponen los principios basicos,tanto de la
PCR como de las otras dos técnicas complementarias que se utilizan habitualmente para el
analisis molecular de las regiones amplificadas: los RFLPs (polimorfismos del tamafio de los
fragmentos de restriccion) y la secuenciacion (determinacion de la estructura primaria de los
acidos nucleicos) .
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INTRODUCCION

En los ecosistemas terrestres, numerosos hongos establecen relacion con las raices de
individuos de especies de interés forestal. Una de las asociaciones mas importantes en los bosques
templados son las micorrizas y, en particular, las ectomicorrizas. Entre ellas, destacan las que
establecen muchos Basidiomicetes con diversas especies de Abies, Pseudotsuga, Picea, Pinus y
Quercus. En los estudios de las micorrizas (sistematicos, evolutivos, poblacionales y de
comunidades), una meta fundamental es la identificacion de la especie fuingica que forma parte de la
micorriza. Tradicionalmente, la identificacion de hongos ectomicorricicos se ha llevado a cabo
basandose en las caracteristicas morfoldgicas ya sea de los carp6foros, ya de las ectomicorrizas. Esto
presenta la ventaja de que un investigador especializado puede identificar los “tipos”
ectomicorricicos rapidamente. Sin embargo, la observacion microscopica de determinados aspectos
ectomicorricicos (forma, color, estructura del manto) no permite atribuir los morfotipos micorricicos
a especies concretas de forma definitiva, por lo que solo pueden clasificarse en categorias; ademas,
los caracteres estudiados resultan modificados por la especie forestal con que se establece la
asociacion, dependen del medio ambiente (humedad en el terreno y tipo de substrato) y del criterio
del investigador. También debemos considerar que la disponibilidad de los carp6foros esta sujeta a la
periodicidad y estacionalidad de la fructificacion, y se puede establecer una correlacion directa entre
la diversidad de la comunidad superficial (basada en los carpoforos) y la comunidad subterranea
(basada en las ectomicorrizas) o, de acuerdo con la expresion inglesa “aboveground community” vs.
“belowground community”. Las modernas técnicas moleculares no presentan estos problemas,
porque el material objeto del analisis, el DNA, es totalmente independiente de la variacion ambiental
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o del hospedante. Entre estas técnicas, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase
Chain Reaction), desarrollada por Kary Mullis en 1985, ha proporcionado una nueva y apasionante
dimension al estudio de hongos.

La PCR permite la amplificacion de ciertas regiones de DNA in vitro (en condiciones
controladas), a partir de muy pequefias cantidades del DNA del hongo, que puede proceder, tanto de
cultivos como de carpdforos, micelios o micorrizas. Los fragmentos de DNA amplificados por PCR
pueden ser analizados mediante una serie de técnicas moleculares complementarias, que permiten
establecer patrones unicos y estables, propios de cada organismo ectomicorricico, y diferenciar asi
organismos muy proximos entre si. Por otro lado, estas técnicas también estan siendo utilizadas en
sistematica de hongos, ya que permiten deducir relaciones filogenéticas. El desarrollo de estas
técnicas ha permitido, en el estudio de diversas ectomicorrizas, discriminar especies proximas e,
incluso identificar individuos, al analizar poblaciones y comunidades.

En este trabajo, el primero de una serie dedicada a las técnicas moleculares que se estian
incorporando al estudio de los hongos, en general, y, en particular, a la evaluacion de procesos de
inoculacion (instalacion y seguimiento de la especie inoculada) y a la deteccion de hongos
competidores en programas de inoculacion, vamos a comentar los aspectos tedricos de la técnica de
la PCR. También daremos algunos datos sobre algunas de las técnicas complementarias para el
analisis de los productos amplificados mediante PCR. La técnica de la amplificacion de DNA por
PCR reproduce in vitro el proceso de autocopia (replicacion) del DNA que se produce de forma
natural en el interior de las células. Para comprender dicha técnica, es necesario estar familiarizado
con la estructura molecular del DNA y conocer los aspectos fundamentales del proceso de su
replicacion. Recomendamos consultar un manual general de Genética, Bioquimica o Biologia
Molecular, por ejemplo, SUZUKI et al (1994), para ampliar los aspectos principales de la estructura
y la replicacion del DNA resumidos a continuacion:

DNA

El DNA es un polimero de gran tamafio constituido por cuatro elementos basicos, los
nucleotidos, cada uno de los cuales es el resultado de la unién de una molécula de desoxiribosa (un
azicar), de otra de acido fosférico y una de las cuatro bases nitrogenadas (adenina, citosina, guanina
y timina). Los nucledtidos se unen entre si mediante enlaces fosfodiéster, y pueden llegar a formar
largas cadenas. El orden en el que se encuentran situados los nucledtidos (secuencia nucleotidica) a
lo largo de las cadenas es la forma en que se halla escrita la informacion genética del DNA, y se
suele indicar utilizando la inicial de la base nitrogenada que da nombre a cada nucleétido: A, C, G y
T (Fig. 1). En 1954, Watson y Crick describieron la estructura molecular del DNA que corresponde
a una hélice constituida por dos de estas cadenas, unidas entre si por enlaces débiles (puentes de
hidrogeno). Las dos cadenas de una misma molécula de DNA contienen informacion
complementaria: la secuencia de una de las cadenas nos indica la secuencia de la otra, debido a que
solo es posible establecer parejas tipo A-T o C-G. Ademas, ambas cadenas estan asociadas en forma
antiparalela, enfrentandose el extremo 5' (carbono en posicion 5 del aziicar) del primer nucleétido de
una de ellas, con el extremo 3' del filamento complementario.

La replicacion del DNA (autocopia) es un proceso (Fig. I) por el cual, a partir de un doble
filamento de DNA, se obtienen dos dobles cadenas idénticas entre si e idénticas a la molécula que ha
servido de molde. El mecanismo es semiconservativo, ya que la doble cadena original se desdobla en
dos filamentos simples, que son copiados fielmente gracias a la complementariedad de bases,
mediante unos enzimas denominados polimerasas de DNA. Estos enzimas copian la molécula
original (DNA molde) en sentido 5'— 3' a partir del extremo 3'-OH libre de un pequefio segmento de
DNA, unido al molde, que se denomina cebador y de los nucleétidos trifosfato libres (INTPs). Las
pollmerasas de DNA requieren Mg como cofactor. El proceso es tan eficaz, que la probabilidad de
error (mutacion) es de 10° ” nucleotidos. Segun la doctrina basica de la Biologia Molecular, el DNA
dirige la sintesis de las proteinas mediante unos complejos procesos denominados transcripcion y
traduccion. Los caracteres morfoldgicos de los hongos (tanto los macroscopicos como los
microscopicos), que sirven de base para las claves de identificacion tradicionales, dependen del
funcionamiento de las proteinas sintetizadas de acuerdo con la informacion contenida en el genoma,
si bien su expresion estd matizadas por condiciones ambientales como la humedad, el tipo de
nutrientes o el sustrato (Fig. 2).
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Fig. 1. - Estructura y replicacion del ADN (arriba). Fig. 2.- Representacion gréfica del flujo de informacion
genética 'y de los procesos implicados en €él. Se observa que los caracterers morfologicos vienen determinados
por la expresion del genoma (a través de las proteinas) y modulados por efecto del medio ambiente (abajo).
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LA AMPLIFICACION DEL DNA

La técnica de la PCR se basa en provocar la elaboracion de copias de determinadas regiones
del genoma (totalidad del DNA de un individuo), que se denominan secuencias diana. Este proceso
se denomina amplificacién. El principio de esta técnica se muestra graficamente en la Fig. 3, e
incluye tres etapas caracterizadas, cada una de ellas, por una temperatura determinada.

a.- DESNATURALIZACION DEL DNA .- Separacion, a alta temperatura (superior a los 90°C), de
las dos cadenas de la doble hélice. El aumento de la temperatura intensifica la agitacion de las
moléculas, con lo que éstas se rompen por sus enlaces mas débiles (los puentes de hidrégeno) con lo
que se separan las dos cadenas de la doble hélice. En un DNA totalmente desnaturalizado todas las
cadenas son simples.

b.- HIBRIDACION DE LOS INICIADORES.- Los iniciadores (“primers”) son pequeiias cadenas de
DNA de cadena simple (tipicamente de unos 15 a 30 nucleétidos) que han sido disefiados para unirse
por complementariedad de bases a determinadas zonas del genoma. Este proceso se denomina
hibridacion. Normalmente se utilizan dos iniciadores que se hibridan a los extremos de la secuencia
diana y que son complementarios, cada uno de ellos, a uno de los dos filamentos. La hibridacion se
lleva a cabo disminuyendo rapidamente la temperatura de la mezcla. Al disminuir la temperatura, las
cadenas complementarias tenderian a reasociarse, pero debido a la elevada concentracion de los
iniciadores afiadidos a la mezcla de la reaccion, la formacion de complejos DNA-molde e iniciadores
se ve favorecida respecto a la reasociacion de las cadenas sencillas. La temperatura a la que se realiza
la hibridacion depende de la longitud y secuencia de los iniciadores. De estos ultimos depende la
especificidad de la ampliacion.

c.- EXTENSION DE INICIADORES.- Mediante la accion de una polimerasa de DNA, se consigue
que el extremo 3'-OH de cada iniciador aumente su longitud utilizando como molde el DNA original
y, como materiales de construccion, los cuatro nucleétidos trifosfato. Desde 1989 se utiliza, para esta
etapa, una polimerasa que proviene de la arqueobacteria termdfila Thermus aquaticus (Tag-
polimerasa) capaz de soportar una y otra vez las altas temperaturas necesarias para la
desnaturalizacion, lo que evita tener que afiadir nueva polimerasa en cada ciclo de la amplificacion.
Por esta razén, la polimerizacion se realiza a 72°C, que es la temperatura 6ptima de funcionamiento
de la Tag-polimerasa. En esta etapa, es critica la concentracién de Mg"", un catién decisivo para el
correcto funcionamiento de la enzima.

Esta serie de etapas o ciclo elemental se repite sucesivamente entre 20 y 40 veces (MITCHEL
et al. 1995). Para ello, es necesario disponer de un gran exceso de nucledtidos trifosfato y de
iniciadores, en comparacion con el de moléculas molde. EI gran poder de la PCR reside en que los
productos obtenidos (amplimeros), pueden actuar a su vez como molde en los siguientes ciclos. Asi,
al finalizar el proceso, tendremos las dos cadenas iniciales del DNA cebador inicial y muchos
millones de moléculas idénticas a la secuencia diana, ya que el producto de la amplificacion, se habra
acumulado dé forma exponencial (2"), tal y como se indica en el Cuadro I. Este proceso ha sido
automatizado mediante la utilizacion de un bloque termostatizado (termociclador), que permite
alcanzar las temperaturas caracteristicas muy de forma rapida y controlada.

REGIONES DIANA DE LA AMPLIFICACION

El conocimiento molecular del genoma, no sélo en los hongos, sino en todo tipo de
organismos, hace que las secuencias diana potenciales sean cada vez mas abundantes y puedan ser
utilizadas para resolver problemas cada vez mas especificos. Actualmente, todas las secuencias que
se conocen se recogen en bancos internacionales de secuencias y se pueden conseguir accediendo a
al banco, por ejemplo, por Internet. Uno de estos bancos es el del EMBL (European Molecular
Biology Laboratory, Cambridge, U.K.).

Segun el nivel taxonémico que se esté¢ analizando, y segun el problema concreto que se
plantee, se examinaran unas regiones u otras (Fig. 4). En general, las regiones diana tienen que
cumplir una serie de caracteristicas:

a.- Ser polimérficas: es decir, que en los distintos tdxones que se intenta caracterizar, deben
tener distintas secuencias de nucledtidos.

b.- Estar localizadas entre regiones conocidas a nivel molecular, ya que se requiere la
utilizacion de dos iniciadores cuya secuencia nucleotidica sea complementaria de los extremos 5'y 3'
de la region diana.
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Fig. 3.- Reaccion de amplificacién por PCR: a) desnaturalizacion del ADN, b) hibridacion de los iniciadores y
¢) extension de los iniciadores. [MARTIN, 1995; basado en TAYLOR (1991) y REHN & REED (1993)].
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c.- Tener un tamafio adecuado. Por una parte, cuanto mayor sea el tamafio de la regién diana,
mas probabilidades tiene de ser polimorfica para taxones proximos, pero también sera mas probable
que la polimerasa pueda cometer errores al copiarla (recordemos que, aunque la tasa de mutacion es
de 1/10°, estamos haciendo millones de copias). Ademas, la polimerasa se muestra mucho mas eficaz
en copias cortas. Habitualmente, se utilizan regiones de entre 500 y 1000 pares de bases.

Para poder seleccionar regiones polimorficas, conviene detenerse primero en la organizacion
del DNA

ORGANIZACION DEL DNA

El genoma de los hongos como el de la mayoria de los organismos, esta organizado en
unidades de informacion (genes), que se pueden transcribir, y cuya traduccion a proteinas (que, en
general, son enzimas que catalizan reacciones del metabolismo) afecta a la expresion de los
caracteres morfologicos (Fig. 5). Estas unidades estin separadas entre si por regiones que no se
transcriben y/o no se traducen, llamadas regiones intergénicas o regiones no transcritas. Las
mutaciones (errores o modificaciones que se producen durante la replicacion del DNA) se producen
al azar en una baja proporcion (alrededor de 1/10 %). Sin embargo, debido a la estructura del DNA, no
todas las mutaciones tienen la misma trascendencia para la supervivencia del organismo portador Si
afectan a algtin gen, tendran efecto sobre las reacciones vitales o caracteres que vengan determinadas
por él, por lo que es facil que sean inviables o negativas, por lo que seran eliminadas por la seleccion
natural. Sin embargo, las que se produzcan en regiones intergénicas pueden mantenerse, ya que no
afectan a los caracteres del individuo. De esta forma, individuos muy alejados filogenéticamente
pueden tener casi la misma secuencia nucleotidica en sus genes, mientras que las regiones
intergénicas pueden ser muy diversas. Asi pues, en muchos casos, la amplificacion se centra en
regiones intergénicas, que son muy polimorficas y que se localizan entre genes de secuencia
nucleotidica conocida y muy conservada.

Una de las regiones diana mas estudiada, y de la que ya existen numerosos datos de secuencia,
es la region del rDNA (DNA que codifica para los RNA ribosémicos). Dichos genes estan muy
conservados dentro de los hongos, lo cual permite disefiar iniciadores especializados que dirijan su
amplificacion, incluso a partir de muestras que contengan como impureza DNA de otras
procedencias: raices, algas, parasitos o saprofitos. En particular, la region ITS, formada por las
regiones ITS1 e ITS2, representa una secuencia de bases suficientemente variable para comparar
entre si taxones cercanos (SCHAAL & LEARN, 1988; MOLINA et al. 1992; DE PRIEST, 1994;
HENRION et al. 1994; WARD & AKROFI, 1994).

ANALISIS DE LOS AMPLIMEROS

Existen, basicamente, dos versiones de la técnica de PCR: la PCR dirigida, en la que los
iniciadores hibridan en un s6lo punto del genoma (o en varios puntos de igual secuencia) y la PCR al
azar o RAPDs, en la que se utilizan uno o varios iniciadores de secuencia muy corta (tipicamente,
unos 6 nucledtidos) que tienen numerosas dianas a lo largo del genoma. El producto de la PCR
dirigida pertenece a una sola substancia (muchas moléculas iguales), mientras que en la PCR al azar
suelen obtenerse numerosos productos de distinta longitud. En ambos casos, la técnica de analisis es
la electroforesis, que se suele realizar en geles de agarosa o poliacrilamida. Esta técnica consiste en
separar los fragmentos de DNA procedentes de la amplificacion sometiéndolos a un campo eléctrico.
Debido a su caracter 4cido, todos los fragmentos de DNA se moveran en un campo eléctrico y
recorreran una distancia que estd relacionada (de forma semilogaritmica) con su tamarfio. La
visualizacion de los amplimeros se realiza tifiendo el gel con bromuro de etidio (EtBr) e
iluminandolo con luz ultravioleta. La imagen se puede fotografiar (Fig. 6) o almacenar en programas
informéticos adecuados. Los tamarios de los fragmentos se estiman por comparacion con fragmentos
de DNA de tamafio conocido, los patrones de peso molecular. Tipicamente, estos patrones son el
DNA del fago A cortado con el enzima de restriccion Hindlll o patrones artificiales constituidos por
fragmentos de DNA que se diferencian entre ellos por 100 or 50 pb, cubriendo toda la amplitud
requerida.

El patréon de tamafos de los amplimeros, obtenido mediante RAPDs, es suficiente para
identificar algunos hongos ectomicorricicos. En esos casos se habla de ‘“huellas dactilares”
(“fingerprint”) de los hongos. En ocasiones, incluso el tamafio de los amplimeros obterfidos
mediante PCR dirigida es suficiente para apoyar la resolucion de cuestiones sistematicas. Este es el
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Fig. 4.- Rango de utilizacion de algunos marcadores moleculares en sistematica de hongos [ Adaptado de
BRUNS et al. (1991) | (arriba). Fig. 5.- Esquema de la organizacion del genoma. (abajo).
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caso de las cantarelaceas, una familia de dificil clasificacion cuando solo se emplean los caracteres
tradicionales (morfologicos, microbiologicos o inmunoquimicos), debido a que éstos son pocos e
inconsistentes, y a que existe una considerable variabilidad del aspecto morfologico del carpéforo al
nivel intraespecifico (FEIBELMAN et al., 1994). La amplificacion de la regiéon completa de los
espaciadores transcritos internos con el par de iniciadores ITS1/ITS4 ha permitido discriminar
directamente varias especies incluidas en el género Cantharellus (FEIBELMAN et al., 1994;
LLORENS, 1996). Estos resultados plantean la posibilidad de detectar la presencia de cantarelos a
partir del andlisis de sus micorrizas, en ausencia de cuerpo fructifero. También permiten plantearse el
proyecto de generar marcadores moleculares para el estudio de sus poblaciones.

En los casos en los que el tamafio del fragmento de DNA amplificado por PCR dirigida no
permita identificar los hongos al nivel deseado, se puede hacer uso de una amplia bateria de técnicas
moleculares mas precisas. Entre ellas, comentaremos aqui la obtencién de patrones de digestion
(RFLP) y la obtencion de la secuencia nucleotidica completa del amplimero (secuenciacion).

RFLP

Los enzimas de restriccion reconocen y digieren secuencias particulares denominadas ““dianas
de restriccion”. Todas las secuencias de reconocimiento son palindrémicas, es decir, ambos
filamentos pueden leerse del mismo modo en cada direccion como, por ejemplo, la secuencia
5°..GGCC...3’ (la flecha indica el punto de digestion por el enzima de restriccion Hae I11).

Cuando estas digestiones se realizan sobre una misma region de DNA (en este caso, los
amplimeros), se generan patrones de bandas (una serie de bandas de tamafio medible) para cada uno
de los enzimas de restriccion utilizados. Con este método, se ponen de manifiesto diferencias
(polimorfismos) que afectan a las secuencias diana de los enzimas de restriccion utilizados. Los
distintos patrones de bandas que se pueden distinguir por electroforesis (Fig.7) tras digerir los
amplimeros con una bateria de enzimas de restriccion se denominan RFLPs (Polimorfismo en la
Longitud de los Fragmentos de Restriccion o “Restriction Fragment Length Polymorphism’).
Numerosos autores (WINGFIELD & WINGFIELD, 1993; DANELL, 1994; HENRION et al.,
1994; NYLUND et al. 1994 y WARD & AKROFI 1994, entre otros), han demostrado que los
analisis por RFLP de la region ITS del DNA ribosomico son suficientes para diferenciar tdxones
muy proximos.

SECUENCIACION

Cuando el nivel de polimorfismo no se manifiesta mediante RFLP, se puede recurrir a analizar
la totalidad de la secuencia de nucleo6tidos completa del amplimero. Este método es mas largo y
costoso que los RFLPs, pero al comparar la totalidad de la secuencia, permite aventurar relaciones
filogenéticas (es decir, distancia genética indicadora del tiempo transcurrido desde que dos taxones
se separaron en el transcurso de la evolucion) entre los individuos analizados, siempre que se asuma
que el polimorfismo de la region analizada es representativo del polimorfismo general del genoma.

Técnicamente, la secuenciacion por métodos enzimaticos (SANGER, 1977), se basa, al igual
que la PCR, en la replicacion del DNA (Fig. 1). En este caso, también se copia la secuencia del DNA
molde a partir de un extremo, determinado por el iniciador. Sin embargo, aqui, las copias se
interrumpen mediante el uso de dideoxinucleotidos, ddNTPs, analogos de los dNTPs que carecen del
grupo OH en posicion 3' y que, por consiguiente, no permiten que prosiga el alargamiento de la
cadena. Realizando por separado todas las copias truncadas posibles de la cadena original con cada
uno de los analogos, obtendremos cuatro colecciones de cadenas truncadas (una para cada tipo de
base), todas con un extremo comun. Ademas, todas las cadenas se marcan con radiactividad o con
sistemas frios (no radiactivos), para amplificar la sefial. A continuacion, las cuatro colecciones de
cadenas se separan mediante electroforesis en geles de poliacrilamida de muy alta resolucion, que
permiten distinguir fragmentos de entre 20 y 600 pb de tamaiio, que se diferencien en un solo
nucledtido. Una vez revelado el gel, la secuencia se deduce del orden (de abajo a arriba) en que
aparecen fragmentos en los cuatro carriles del gel (Fig. 8).

Las técnicas moleculares, que han irrumpido con fuerza en numerosas areas de conocimiento
de las Ciencias de la Naturaleza, constituyen potentes herramientas que ya estan dando frutos en
Micologia, y en especial, en los campos de la deteccion e identificacion de hongos micorricicos, asi
como en su seguimiento, tanto a nivel de invernadero como a nivel de campo (HENRION et. al.,
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Fig. 6.- Electroforesis en gel de agarosa (2%) de los fragmentos de ADN amplificados por PCR con los iniciadores
ITS1/ITS4 de dos especies de Cantharellus. 1-6: C.cibarius; 7-15: C.lutescens; P: patrén de peso molecular (escala
de 100 pb)[LLORENS, 1996] (arriba). Fig. 7.- Electroforresis en gel de agarosa meta-Phor (1.8 %) de los
fragmentos de digestion generados con las endonucleasas de restriccion Hinf Iy Msp I en Tricholoma spp. Trt:
T flavovirens;, Trp: T.portentosum; Trs: T.saponaceum. Los digitos se refieren a diferentes carpéforos de una misma
recoleccion; P: patrén de peso molecular (escala de 100 pb)[LLORENS, 1996] (abajo).
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Fig. 8.- Autoradiografia de un experimento de secuenciacion por el método de SANGER et al (1977), utilizando
marcaje radioactivo, de dos muestras (a,b) de ADN. Las letras A,C,G,T indican el tipo de dideoxianalogo
utilizado en cada caso. La lectura del gel se realiza de abajo a arriba. Muestra a: 5°... TCCATCCA
AATCTTCCCTAA...3’; Muestra b: 5°...TGCGCATCAAGCAACGAGT...3".
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1994). Por otro lado, estas técnicas también se estan utilizando para establecer relaciones
filogenéticas entre distintos grupos de hongos y facilitar su clasificacion taxonomica (WHITE et al.,
1900).
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CUADROI
N° de ciclos Amplimeros
1 2
2 4
3 8
4 16
5 32
10 256
15 8.192
30 268.435.456




