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caso de las cantareláceas, una familia de dificil clasificación cuando sólo se emplean los caracteres 
tradicionales (morfológicos, microbiológicos o inmunoquímicos), debido a que éstos son pocos e 
inconsistentes, y a que existe una considerable variabilidad del aspecto morfológico del carpóforo al 
nivel intraespecífico (FEIBELMAN el al., 1994). La amplificación de la región completa de los 
espaciadores transcritos internos con el par de iniciadores ITS l /ITS4 ha permitido discriminar 
directamente varias especies incluídas en el género Canlharel/us (FEIBELMAN el al., 1994; 
LLORENS, 1996). Estos resultados plantean la posibilidad de detectar la presencia de cantare los a 
partir del análisis de sus micorrizas, en ausencia de cuerpo fructífero. También permiten plantearse el 
proyecto de generar marcadores moleculares para el estudio de sus poblaciones. 

En los casos en los que el tamaño del fragmento de DNA amplificado por PCR dirigida no 
permita identificar los hongos al nivel deseado, se puede hacer uso de una amplia batería de técnicas 
moleculares más precisas. Entre ellas, comentaremos aquí la obtención de patrones de digestión 
(RFLP) y la obtención de la secuencia nucleotídica completa del amplímero (secuenciación). 

RFLP 
Los enzimas de restricción reconocen y digieren secuencias particulares denominadas "dianas 

de restricción". Todas las secuencias de reconocimiento son palindrómicas, es decir, ambos 
filamentos pueden leerse del mismo modo en cada dirección como, por ejemplo, la secuencia 
5' ... GGJ,Cc. . .3' (la flecha indica el punto de digestión por el enzima de restricción Hae l/l). 

Cuando estas digestiones se realizan sobre una misma región de DNA (en este caso, los 
amplímeros), se generan patrones de bandas (una serie de bandas de tamaño medible) para cada uno 
de los enzimas de restricción utilizados. Con este método, se ponen de manifiesto diferencias 
(polimorfismos) que afectan a las secuencias diana de los enzimas de restricción utilizados. Los 
distintos patrones de bandas que se pueden distinguir por electroforesis (Fig.7) tras digerir los 
amplímeros con una batería de enzimas de restricción se denominan RFLPs (Polimorfismo en la 
Longitud de los Fragmentos de Restricción o "Restriclion Fragmenl Lenglh Polymorphism "). 
Numerosos autores (WINGFIELD & WINGFIELD, 1993; DANELL, 1994; HENRION el al., 
1994; NYLUND el al. 1994 y WARD & AKROFI 1994, entre otros), han demostrado que los 
análisis por RFLP de la región ITS del DNA ribosómico son suficientes para diferenciar táxones 
muy próximos. 

SECUENCIACIÓN 

Cuando el nive l de polimorfismo no se manifiesta mediante RFLP, se puede recurrir a analizar 
la totalidad de la secuencia de nucleótidos completa del amplímero. Este método es más 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 táxones 
se separaron en el transcurso de la evolución) entre los individuos analizados, siempre que se asuma 
que el polimorfismo de la región analizada es representativo del polimorfismo general del genoma. 

Técnicamente, la secuenciación por métodos enzimáticos (SANGER, 1977), se basa, al igual 
que la PCR, en la replicación del DNA (Fig. 1). En este caso, también se copia la secuencia del DNA 
molde a pat1ir de un extremo, determinado por el iniciador. Sin embargo, aquí, las copias se 
interrumpen mediante el uso de dideoxinucleótidos, ddNTPs, análogos de los dNTPs que carecen del 
grupo OH en posición 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 análogos, obtendremos cuatro colecciones de cadenas truncadas (una para cada tipo de 
base), todas con un extremo común. Además, todas las cadenas se marcan con radiactividad o con 
sistemas fríos (no radiactivos), para amplificar la señal. A continuación, las cuatro colecciones de 
cadenas se separan mediante electroforesis en geles de poliacrilamida de muy alta resolución , que 
permiten distinguir fragmentos de entre 20 y 600 pb de tamaño, que se diferencien en un solo 
nucleótido. 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 áreas de conocimiento 
de las Ciencias de la Naturaleza, constituyen potentes herramientas que ya están dando frutos en 
Micología, y en especial, en los campos de la detección e identificación de hongos micorrícicos, así 
como en su segui miento, 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 ftagmentos de ADN amplificados por PCR con los iniciadores 
lTS llITS4 de dos especies de Cantharellus. 1-6: Ccibarius; 7-15: C/utescens; P: patrón de peso molecular (escala 
de 100 pb)[LLORENS, 1996] (aniba). Fig. 7.- Electroforresis en gel de agarosa meta-Phor (1.8 %) de los 
fragmentos de digestión generados con las endonucleasas de restricción Hin! 1 y Msp 1 en Trich%ma spp. Trf: 
Tjlavovirens; Trp: Tportentosum; Trs: Tsaponaceum. Los dígitos se refieren a diferentes carpóforos de una misma 
recolección; P: patrón de peso molecular (escala de 100 pb )[LLORENS, 1996] (ab~io). 
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Fig. 8.- Autoradiografia de un experimento de secuenciación por el método de SANGER el al (1977), utilizando 
marcaje radioactivo, de dos muestras (a,b) de ADN. Las letras A,C,G,T indican el tipo de dideoxianálogo 
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 están utilizando para establecer relaciones 
filogenéticas entre distintos grupos de hongos y facilitar su clasificación taxonómica (WHITE el al., 
1900). 
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CUADRO l 
N° de ciclos 

1 
2 
3 
4 
5 
10 
15 
30 

Amplímeros 

2 
4 
8 

16 
32 

256 
8.192 

268.435.456 


