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RESUMEN

Las técnicas de marcadores moleculares en el estudio de basidiomicetos silvestres, son cada vez més aplicadas a proyectos
de ecologia, con especial enfoque en andlisis de la diversidad genética. Con frecuencia se requieren métodos
especializados para la extraccién del DNA de organismos de ambientes naturales, debido a los complejos compuestos que
los constituyen (polimeros de carbohidratos) y los contaminantes del ambiente (particulas de suelo). Los materiales
bioldgicos utilizados fueron basidiocarpos colectados en el bosque de Santa Rosa, Gto., y micelio aislado de estos
basidiocarpos. En este trabajo se utilizd un método de extraccion de DNA que permitié la amplificacion por PCR,
digestion con enzimas de restriccion y la hibridacién Southern por método no radiactivo. Los resultados que se
obtuvieron: La amplificacion de la region 1TS1 de la unidad ribosomal de las diferentes especies de basidiomicetos. Se
logrd observar la diversidad genética entre las diferentes especies de basidiomicetos y los micelios. Ademas los resultados
también sugieren diferencias en metilacion del DNA entre el micelio vegetativo y el micelio del basidiocarpo. Por ultimo
cabe mencionar que no se encontraron trabajos previos sobre la aplicacion de métodos de hibridacién Southern no
radiactivos para el analisis de basidiomicetos silvestres, siendo este trabajo pionero en aplicar esta técnica.

Palabras clave: Hongos, RFLP, Southern.

SUMMARY

Molecular marker techniques in the study of wild basidiomycete, are increasingly applied to ecology projects, with special
focus on analysis of genetic diversity. Often require specialized methods for extracting the DNA of organisms of natural
environments, because of the complex compounds that are (carbohydrate polymers) and contaminants from the
environment (soil particles). Biological materials used were basidiocarps collected in the forest of Santa Rosa,
Guanajuato. And mycelium isolated from these basidiocarps. In this work we used a DNA extraction method that allowed
the PCR amplification, restriction enzyme digestion and Southern hybridization by non-radioactive method. The results
were obtained: Amplification of the ITS1 region of ribosomal unit of the different species of Basidiomycetes. It was
possible to observe the genetic diversity among different species of basidiomycetes and the mycelia. Furthermore, the
results also suggest differences in DNA methylation between the vegetative mycelium and mycelium of basidiocarp.
Finally it is noteworthy that there were no previous work on the application of methods of non-radioactive Southern
hybridization for analysis of wild Basidiomycetes and this pioneering work in applying this technique.

Key words: Fungus, RFLP, Southern.

INTRODUCCION

Los hongos forman parte integral de los diferentes tipos de vegetacion en los bosques templados y
tropicales, participan en procesos de reciclaje de nutrimentos y descomposicién de la materia
organica. Debido a que los hongos carecen de clorofila, su nutricion depende de otros organismos y
de acuerdo con la clase de sustancias organicas que aprovechen pueden ser, entre otros: saprobios,
parésitos o simbiontes. Por esto los hongos son muy versatiles y su hébitat es muy amplio y
diversificado (Herrera y Ulloa, 1998).

La identificacion del micelio vegetativo de macromicetos silvestres aislados de suelo u de otros
sustratos presenta algunas dificultades (Rogers y col., 1989) por: i) las caracteristicas morfologicas
y estructurales de los micelios de hongos ectomicorricicos (EM) no varian grandemente, ii) varias
especies de simbiontes EM no pueden ser aislados en cultivo puro y iii) muy pocos hongos EM
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forman cuerpos fructiferos en cultivo puro. Los estudios por PCR han sido evaluados para la
identificacion de hongos EM. Esta es una valiosa herramienta en el estudio de evolucion molecular
y biologia poblacional.

La identificacion del micelio vegetativo los macromicetos silvestres aislados de suelo u otros
sustratos presenta algunas dificultades (Rogers et al., 1989) por: i) las caracteristicas morfologicas
y estructurales de los micelios de hongos ectomicorricicos (EM) no varian grandemente, ii) varias
especies de simbiontes EM no pueden ser aislados en cultivo puro y iii) muy pocos hongos EM
forman cuerpos fructiferos en cultivo puro. Los estudios por PCR han sido evaluados para la
identificacion de hongos EM. EI método permite la amplificacion de secuencias blanco de DNA.
Esta es una valiosa herramienta en el estudio de evolucion molecular y biologia poblacional.

La generacion de huellas moleculares a partir del DNA de hongos (Rosewich y Mcdonald, 1994), y
el establecimiento de relaciones filogenéticas entre el taxa coprinoide y otras relacionadas se han
basado en los sitios de restriccion en los productos de amplificacion de la region ITS (Hopple et al.,
1994). Se han realizado anélisis RFLPs utilizando la region IGS de la Unidad Ribosomal en
cultivos del hongo Basidiomycete Pleurotus cornucopiae (Iracabal y Labarére, 1994). El analisis
RFLPs de distintas regiones de la UR se ha aplicado en estudios de sistematica molecular del
género Pleurotus (Iracabal et al., 1995). Los RFLPs se han aplicado en la identificacion de hongos
EM con el objetivo de conocer la persistencia y distribucién de los hongos EM en ecosistemas de
bosque (Armstrong et al., 1989). En la identificacion y abundancia de Tylospora fibrillosa, hongo
EM, en una zona forestal (Erland, 1995). Por ultimo, en trabajos de diversidad genética en
poblaciones de Uncinaria necator, comparando aproximaciones basadas en RFLPs y PCR (Stumer,
2000); diversidad de hongos en suelo por RFLPs - PCR de la regién ITS (Viaud, 2000) e
identificacion de especies por patrones de RFLPs de Flammulina y determinacion de patrones
biogeogréficos entre especies (Methven, 2000). Otra aplicacion del RFLPs al estudio de
macromicetos es en la deteccion de los niveles de metilacion de residuos de citosina del DNA en
Coprinus cinereaus después de la replicacion meiética (Zolan y Pukkila 1986).

El objetivo de este trabajo fue realizar un analisis genético molecular comparativo en micelio
vegetativo y tejido del basidiocarpo de diferentes especies de macromicetos silvestres a partir de
especimenes colectados en la sierra de Santa Rosa, Gto., por marcadores moleculares e hibridacién
Southern no radiactivo.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Se utilizan entre 50 y 500 mg de peso humedo de muestra, tanto micelio vegetativo como
fragmentos de himenio del basidiocarpo, de los hongos silvestres de la coleccion del Laboratorio de
Micologia Basica de la Universidad de Guanajuato y del Laboratorio de Bioquimica Ecoldgica del
CINVESTAV- IPN U. Irapuato.

Produccion de biomasa del micelio vegetativo

Para la obtencion de suficiente biomasa de los micelios asilados se resiembran tomando de la orilla
de la colonia y se inocula en emplean en medio PDB. Los cultivos liquidos se realizaron en
matraces Erlenmeyer de 125 ml a los cuales se les agregaron 25 ml de medio liquido PDB esteril.
Con la ayuda de un sacabocados metalico de 0.5 cm de didmetro, se colocan en cada matraz 5
cilindros con indculo de los micelios provenientes de un precultivo en PDA, todo esto en
condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar. Los matraces asi inoculados se incuban en
una cdmara oscura a 24°C y 180 rpm por 8 dias dependiendo de la cepa con el fin de obtener el
mayor crecimiento de todos los micelios. Después de este tiempo se procede a filtrar al vacio los
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micelios con un embudo de Buchner de porcelana y papel filtro (Whatman No. 41), el micelio se
desprende del papel con una microespatula limpiada con etanol al 70% y se coloca en una bolsita de
plastico etiquetada con el codigo del micelio, enseguida se coloca en un termo con N, liquido para
congelarlo. Los micelios se almacenan en un ultracongelador Revco a -70°C para preservar el
DNA integro en el momento que se requiera su extraccion.

Aislamiento de DNA

Extraccidn del DNA, el tejido se congelo con N, liquido y se macero en un mortero. Se agregaron
500 I de regulador de extraccion: TrisHCI pH 8.5, 100 mM, SDS al 2%, EDTA 50 mM pH 8.5y
NaCl 50 mM. Se agregd 500 pl de cloroformo. Se centrifugaron 10 min a 12,000 rpm. Se agreg6
Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamilico (24:24:1). Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 12
000 rpm por 10 min, y se precipito el DNA con isopropanol frio.

Digestion del DNA total RFLP

La digestién del DNA se realiz con las enzimas, Msp | y Hpa Il para carpo6foro y micelio. Se
utilizaron 10 §He DNA con 1U de enzima y su regulador a un volumen final de 20 [ISe incubo
toda la noche a 37°C.

Obtencion de sonda de hibridacion

Southern no radioactivo

Para la hibridacion se incubo la membrana (con el DNA previamente transferido) durante una noche
con la sonda de DNA a 65°C. Para la deteccion, se sumergio la membrana en Tris-HCI 0.1 M pH
7.5, NaCl 0.15 M. Se bloque6 la membrana en Tris — HCI pH 7.5 0.1 M, NaCl 0.15M, agente
blogueador al 0.5%. Se incubo por 1 h y se coloc6 en Tri-HCI 0.1 M pH 7.5, NaCl 0.15 M,
agente bloqueador al 0.5% y anticuerpo conjugado Antifluoresceina-HRP 1/1000 (v/v). Se incubo 1
h. Se mezcld con volimenes iguales del kit Enhanced Luminol Nucleic Acid Chemiluminescence
Reagent. Se colocd la membrana en un “cassette” de exposicion y sobre ella una pelicula de rayos
X.

Para la amplificacién de DNA diferentes se utilizaron los oligonucleotidos descritos por White et al.
(1990), ITS1 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3", ITS2 5’-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3’,
la mezcla para PCR fue de 15 M ldél cetCintOdeMspit Aty RO [ 1
50 Mde MgCl,,1 M de cada uno de los oligonucleotidos y 0.5 U de enzima Taq polimerasa.
Se utilizaron 25 ng del DNA de Amanita rubescens para la sonda de hibridacién. El programa fue:
94°C 5 min, 30 ciclos de 94°C 45 s, 52°C 1 min 30's, 72°C 2 min y 72°C 7min.

RESULTADOS Y DISCUSION

La biodiversidad es el resultado de un proceso evolutivo que se manifiesta en los diferentes modos
de vida a lo largo de toda la escala de organizacion de los seres vivos. Asi, podemos observar y
estudiar una biodiversidad morfoldgica, fisioldgica, bioquimica y genética, en los macromicetos
silvestres de la sierra de Santa Rosa, Gto. Dado el gran ndmero de funciones que los hongos
desempefian en las areas naturales terrestres, particularmente en los bosques templados, el estudio
de marcadores genéticos de macromicetos silvestres puede contribuir de una manera sustancial al
conocimiento de la dindmica de un ecosistema forestal y de la respuesta de este a factores de
perturbacién ambiental, ayudando asi en proyectos de conservacion y restauracion de areas de
importancia ecolégica, como lo es el bosque de Santa Rosa, en el estado de Guanajuato.

El uso de técnicas de marcaje y deteccién de fragmentos de DNA sin utilizacion de radiactividad ha
ido estableciéndose de manera cada vez mas sélida en los laboratorios de Biologia Molecular. Este
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tipo de técnicas han ido progresando de tal forma que en la actualidad algunas de ellas poseen una
sensibilidad semejante a la deteccion por medio de radiactividad. Asi, se han desarrollado técnicas
para la cuantificacion de productos de amplificacion obtenidos por PCR utilizando biotina (Atamas
y White, 1997) al igual que se han descrito métodos de fotoinmunodeteccion para el marcaje y
deteccién de fragmentos de DNA con sensibilidades menores a un picogramo en regiones
homdlogas (Marvik et al., 1997). De la misma forma, el marcaje no radiactivo ha sido aplicado para
realizar ensayos de RT-PCR in situ, utilizado iniciadores marcados con fluoresceina (Stein et al.,
1997). Ademas de su gran sensibilidad, muchos de estos métodos son de rapido desarrollo y la gran
mayoria resultan mas econémicos que el marcaje radiactivo. Otras ventajas adicionales de los
métodos que no emplean radiactividad para el marcaje y deteccion de DNA son el menor una mayor
facilidad de ejecucién y el menor riesgo para el experimentador y los ecosistemas. En el caso
particular de los hongos Basidiomycetes la aplicacion de técnicas no radiactivas para el estudio de
acidos nucleicos es practicamente inexistente. En uno de estos escasos estudios se han utilizado
sondas de DNA marcadas con biotina para la discriminacién de aislados fértiles (heterocariontes) e
infértiles (homocariontes) del hongo comestible cultivable Agaricus bisporus (Sonnenberg y
Zandt-Linders, 1992), conocido popularmente como champifién.

Al amplificar la region ITS1 se observé un solo producto de amplificacion el cual presenté un
tamafio 290 de pb para Amanita rubescens, el producto de amplificacion de utiliz6 como sonda de
hibridacion. La sonda del fragmento ITS1 de A. rubescens dio una buena definicién de los patrones
de restriccion en los basidiocarpos. Se encuentran claras diferencias entre los tamafios de las bandas
generadas para las distintas especies, indicando que la localizacién de los sitios de corte para las
enzimas probadas vari6 de una especie a otra. En la mayoria de los hongos estudiados se observan
bandas de hibridacién de carp6foros arriba de las 500 pb, indicando que no existen sitios de corte
para las enzimas estudiadas dentro de la region ITS1 de los hongos estudiados. Al comparar los
datos de restriccion en basidiocarpos con las enzimas Msp |y Hpa Il no se observaron diferencias
en los patrones de digestién de los especimenes estudiados, particularmente cuando se utiliza la
sonda ITS1 de A. rubescens.

Trabajos previos en el estudio de metilacion de hongos, particularmente en los casos donde se
analizan Basidiomycetes, han utilizado cromatografia de capa fina de DNA marcado con fosforo
radiactivo (Antequera y col, 1984), visualizacion de dobles digestiones de DNA directamente en
geles de agarosa (Wilke y Wach, 1993), hibridacion tipo Southern con sondas marcadas con fosforo
radiactivo (Zolan y Pukkila, 1986; Li y Horgen, 1993) y recientemente la cromatografia de liquidos
a alta presion (HPLC, Binz y col., 1998).

El uso de los genes de la region UR o DNAr de mitocondria en hongos, amplificados por PCR, nos
permite hacer estudios de comparaciones de evolucién, filogenia, estudios ecoldgicos (como
puede ser la dindmica de poblaciones), deteccién de polimorfismos para la generacion de huellas
moleculares y comparaciones en bancos de datos para fines taxonémicos.

No obstante que a la fecha existe una gran cantidad de informacion respecto al proceso de
metilacion del DNA en organismos procariotes, los posibles papeles fisioldgicos de tal fendmeno
en eucariotes en general y en los hongos en particular, aun no es del todo clara. La informacidn al
respecto de los niveles de metilacion en hongos de la subdivision Basidiomycotina es
particularmente escasa y los resultados, en algunos casos, contradictorios. En este trabajo se
estudio la posibilidad de encontrar 5mC dentro de la regidn ITS1 de macromicetos silvestres debido
a que hasta ahora es la Unica base significativamente metilada encontrada en hongos (Wilke y
Wach, 1993) y para esto se escogieron las enzimas isosquisomeras Msp | y Hpa Il que tienen como
blanco la secuencia CCGG diferenciando entre 5mC interna o externa (Doerfler, 1983).
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En estudios iniciales de DNA total Antequera et al., (1984) concluyen gue los niveles de 5 metil
citosina son bajos o inexistentes en Schizophyllum commune, al igual que en la mayoria de
Deuteromycetes y Asomycetes estudiados, sin embargo, encuentran que dichos niveles son mas
significativos en el zigomycete Phycomyces blakesleeanus. En contraste, recientemente Binz y col.
(1998) concluyen que Agaricus bisporus y Armillaria bulbosa se encuentran entre los hongos con
mayores niveles de 5 metil citosina en DNA total, por encima de los Ascomycetes. Aunque Wilke y
Wach (1993) no realizan determinaciones sobre los niveles de metilacion de DNA total de A.
bispourus, estos mencionan que existen ciertos niveles de 5 metil citosina. Por otra parte, cuando se
estudian zonas definidas del DNA de Basidiomycetes, los resultados muestran diversos niveles de
metilacién. En Coprinus cinereus se han encontrado niveles significativos de metilacion en regiones
relacionadas con el centromero de los cromosomas (Zolan y Pukkila, 1986). En el caso concreto de
regiones de DNA relacionadas con la Unidad Ribosomal, se ha encontrado que Schizophyllum
commune tiene niveles significativos de metilacién y que el patrén varia entre distintas cepas
(Specht et al., 1982), mientras que no hay evidencia de metilacion de citosina en los genes de
rRNA mitocondrial de A. bisporus (Jin y Horgen, 1992). En el caso del hongo ascomycete
Neurospora crassa se ha encontrado que la 5 metil citosina esta presente principalmente dentro de
las regiones interespaciadoras que no se transcriben (Perkins et al., 1986), en contraste a lo
observado en P. blakesleeanus, en el cual no hay niveles significativos de metilacion dentro de la
UR. El resultado obtenido para los tejidos de los basidiocarpos estudiados en el presente trabajo
muestran que no existen diferencias en el patron de bandeo cuando se comparan los
autorradiogramas de las digestiones de DNA con Mspl y Hpall, particularmente al utilizar la sonda
ITS1 de A. rubescens. Solo en el caso de las muestras 1399 y POG1 parecen modificarse el tamafio
de las bandas obtenidas. La mayoria de las regiones ITS1 caracterizadas a la fecha en hongos no
excede los 450 pb, presentando un tamafio promedio de 250 pb. Por lo anterior, y debido al tamafio
aproximado de las bandas obtenidas en los ensayos de hibridacion Southern, es posible suponer que
la region ITS1 del micelio de los basidiocarpos de los basidiomycetes silvestres aqui estudiados
presenta niveles de 5 metil citosina muy bajos o inexistentes. Al analizar de manera combinada el
tamarfio de las bandas obtenidas en micelio vegetativo y basidiocarpo para aquellas muestras con las
cuales se pudo trabajar con los dos tipos miceliares los resultados son interesantes. El patrén de
bandeo del micelio vegetativo de las muestras POG1 con la sonda ITS1 de I. geophylla da una
banda de aproximadamente 4.2 kb y otra de 800 pb que también aparece con las otras dos sondas
ITS1 utilizadas. Dichas bandas no se encuentran presentes cuando se analiza el basidiocarpo,
particularmente en los resultados encontrados con la sonda de ITS1 de A. rubescens. De la misma
forma, los patrones de bandeo de los micelios vegetativos de las muestras 1899, LAC y J, difieren
de los patrones encontrados para sus respectivos basidiocarpos. Lo anterior indica que los patrones
de metilacion entre los tipos miceliares analizados difieren para una misma especie. Hasta donde se
sabe, este es el primer trabajo en el que se estudian los patrones de metilacion de basidiocarpos de
macromicetos silvestres y se comparan los datos con los patrones de metilacién del micelio
vegetativo.

A la fecha no se conoce si la presion de las condiciones ambientales tiene alguna influencia sobre
los niveles de metilacion, aunque se ha reportado la pérdida de sitios de metilacion después de
prolongados subcultivos y almacenamiento a 4°C del micelio vegetativo de hongos utilizados como
modelo de estudio (Zolan y Pukkila, 1986). En otro trabajo se menciona que, en general, no hay
relacion entre la degeneracion de cepas y el aumento o disminucién de la metilacion, que podria
encontrarse en el hongo comercial A. bisporus, pero que la metilacién del DNA ha sido reportada
como un proceso de mutagenésis que pudieran ser por una metilacion de novo y transmitirse por
meiosis (Zolany Pukkila, 1986; Binz et al., 1998).

Aungue en este estudio no se estimé el nimero de copias detectadas en cada una de las muestras
analizadas, es posible que la intensidad de las bandas encontradas tenga relacién con el nimero de
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copias existentes en cada una de las muestras de basidiocarpo y micelio vegetativo, el cual puede
diferir de una muestra a otra. Afortunadamente las membranas utilizadas en este trabajo pueden ser
regeneradas e hibridadas de nuevo con las mismas sondas o con otras sondas de interés dentro y
fuera de la Unidad Ribosomal. De esta forma es posible optimizar el método de hibridacion aqui
montado y contestar algunas de las interrogantes surgidas con la presente aportacion. Permitira
tener una mejor idea de los cambios en la composicién de especies flngicas ocasionados por
diferentes alteraciones en la estructura y funcién del bosque. Para el estudio de estos cambios sera
necesario contar con un banco sondas de prueba y marcadores genéticos de los diferentes grupos de
hongos, particularmente de las variedades silvestres locales.

CONCLUSIONES

El método de marcaje e hibridacion tipo Southern sin utilizacion de sondas radiactivas permite la
deteccion de polimorfismos genéticos relacionados con la metilacion del DNA de macromicetos
silvestres.

Los resultados de hibridacién encontrados en el micelio vegetativo y el micelo de los tejidos del
basidiocarpo indicaron que existen diferencias en los niveles de metilacion del DNA entre estos dos
tipos miceliares, en las especies estudiadas. Pero no en los patrones de metilacion.
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Utilizacion de marcadores moleculares para el estudio de hongos basidiomicetes silvestres

ANEXOS
ENZIMA SONDA ITS1 MUESTRA PM (pb)
Msp | A. rubescens GR57-2 500
I. geophyla AR 300
LAC 750
J 750
GR57-2 500, 750
POG1 800, 1500, 1900, 4200
1899 750, 1500
3599 800, 1500
3799 300
4099 400
6799 800, 1900
Trichoderma sp. GR57-2 500, 750
POG1 800
Hpa Il A. rubescens GR57-2 500
POG1 800
1899 750
3599 800
6799 800
I. geophyla GR57-2 500, 750
POG1 800
1899 750
3599 800
6799 800
Trichoderma sp. AC 300
AR 300
LAC 300
J 300
GR57-2 500, 750
POG1 800
1899 750
3599 800
3799 300
4099 400
6799 800

Tabla 1. Micelios patrones de restriccién e hibridacion “Southern”.
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Figura 1. Gel de agarosa al 1% con Br-Et que muestra DNA de basidiocarpos (A) y micelio vegetativo
(B) de las especies estudiadas. M marcador [¥Pst.

Figura 13. A) Productos de amplificacién por PCR de la regién ITS 1 de basidiocarpos utilizados como
sondas, carriles 1) Amanita rubescens, 2) Trichoderma sp. y 3) I. geophyla. Geles de agarosa al 1%
(w/v) con bromuro de etidio, M marcador de peso molecular B3t I.
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Hpa ll Msp |
12345678 910111213 M 12345678 910111213M

Figura 14. Productos de digestién del DNA aislado de basidiocarpos de macromicetos silvestres. Gel de
agarosa 1% (w/v) tefiido con bromuro de etidio. Carriles: Hpa Il 1) AC198, 2) LAC198, 3) J, 4) Libre, 5) 16,
6) POG1, 7) 0799, 8) 0999, 9) 1199, 10) 1399, 11) 1899, 12) 5099, 13) 9099. Msp | 1) AC198, 2) LAC198,
3) J, 4) 44244, 5) 16, 6) POG1, 7) 9099, 8) 0799, 9) 0999, 10) 1199, 11) 1399, 12) 1899. M marcador de

peso molecular C¥Pst I.

Hpa ll Msp |
M12 3456789101112131415 M1 2 3456 789 101112131415

Figura 15. Productos de digestion del DNA aislado de micelio de macromicetos silvestres. Gel de agarosa
1% (w/v) tefiido con bromuro de etidio. Carriles: 1) AC, 2) AR, 3) LAC, 4) J, 5) GR57-2, 6) POG1, 7) R057,
8) 1899, 9) 3599, 10) 3799, 11) 4099, 12) 6799, 13) ITS1 A. rubescens, 14) ITS1 I. geophyla, 15) ITS1
Trichoderma sp. M marcador de peso molecular ~ P3tI.
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Figura 1. Hibridacion Southern de las diferentes especies de macromicetos silvestres con la sonda ITS1 A.
rubescens. A) Micelios con Msp |, B) Basidiocarpos con Msp |, C) Micelios con Hpa Il, y D) Basidiocarpos

Hpa Il.
Micelios
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Figura 17. Autorradiografia que muestra los patrones de hibridacién “Southern” de las diferentes especies de
macromicetos silvestres estudiados utilizando como sonda el fragmento ITS1 obtenido por PCR del
basidiocarpo de I. geophyla. A y C) Carriles: 1) AC, 2) AR, 3) LAC, 4) J, 5) GR57-2, 6) POGL1, 7) RO57, 8)
1899, 9) 3599, 10) 3799, 11) 4099, 12) 6799, 13) ITS1 A. rubescens, 14) ITS1 |. geophyla, 15) ITS1
Trichoderma sp.B) Carriles:1) AC198, 2) LAC198, 3) J, 4) 44244,5) 16, 6) POG1, 7) 9099, 8) 0799, 9)
0999, 10) 1199, 11) 1399, 12) 1899, 13) 5099. M marcador de peso molecular

Basidiocarpos
Kk M1 234567 8 910111213 M
1, — . .
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B
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hibrida con la sonda utilizada funcionando como control negativo.

Mszp |

Hpall

P3t | se transfirio el cual no
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