CIENCIA Y SOCIEDAD

Genética de la simbiosis micorricica

Estudio de Laccaria bicolor mediante silenciamiento por ARN

La simbiosis micorricica corresponde
a una asociacién mutualista anti-
gua entre hongos y raices de la mayoria
de las plantas terrestres. En los ecosis-
temas naturales, la adquisicién de los
nutrientes por la planta desde el suelo
se produce a través del micelio extrarra-
dical de los hongos simbiéticos, los cua-
les obtienen de la planta hidratos de car-
bono derivados de la fotosintesis. Dicha
asociacién también incrementa la efica-
cia bioldgica de la planta al aumentar
la disponibilidad de agua, la tolerancia
a metales pesados y la resistencia a pa-
tégenos.

La mayoria de plantas herbdceas y 4r-
boles tropicales se hallan asociados en
interacciones endomicorricicas, es decir,
mediante hifas fingicas que penetran
las paredes celulares de la planta hués-
ped. Los drboles de las zonas boreales y
templadas, en cambio, suelen formar ec-
tomicorrizas (ECM), simbiosis en las
que las hifas crecen sélo a nivel inter-
celular, sin penetrar las paredes celula-
res del huésped. En este dltimo grupo
se incluyen la mayoria de 4rboles de im-
portancia econdmica: pinos, piceas, abe-
dules, dlamos y robles, entre otros. Por
su parte, los hongos ectomicorricicos
pertenecen sobre todo a los basidiomi-
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cetes filamentosos. A pesar de su gran
importancia ecolégica y econdmica, la
comprensién actual sobre el reconoci-
miento entre el huésped y el micosim-
bionte, y sobre la formacién y funcio-
namiento de los 6rganos simbidticos, es
limitada.

Dificultades técnicas

Durante el dltimo decenio, el uso de
técnicas moleculares avanzadas ha per-
mitido ahondar en la genética de la in-
teraccidon ectomicorricica. En 2004, el
Instituto de genémica del Departamen-
to de energia estadounidense (JGI, de
Joint Genome Institute) decidi6 secuen-
ciar el genoma de los micobiontes de
4lamo, el primer 4rbol con su genoma
resuelto. La investigacién micorricica en-
traba asf en la era gendmica. Fruto de
la colaboracién entre el JGI y el Con-
sorcio para el Genoma de Laccaria (Lac-
caria Genome Consortium), se determi-
né el genoma del hongo basidiomicete
ectomicorricico Laccaria bicolor, en con-
creto la cepa S238N-H82.

El de Laccaria es el primer genoma
simbidtico flingico secuenciado. El mis-
mo ha facilitado el estudio de los perfi-
les de expresién génica durante los esta-
dios de desarrollo de la simbiosis ECM,

trabajos que han arrojado nueva luz so-
bre la interaccién entre la planta y el
hongo. Sin embargo, la investigacién ac-
tual sobre la interaccién ectomicorricica
topa con un obsticulo técnico impor-
tante. Para conocer la relevancia biols-
gica de los genes fingicos regulados en
la simbiosis (para la mayorfa de los cua-
les se desconoce su funcién) se requie-
ren métodos de genética inversa. Dichas
herramientas deben permitir, por un
lado, una transformacién genética repro-
ducible y de alta eficiencia; por otro, al-
terar el nivel de expresién de los genes
de una forma dirigida en el micelio di-
caridtico, la fase simbidtica del ciclo bio-
légico del hongo.

La modificacién genética de los basi-
diomicetes filamentosos no es tarea fa-
cil. Ello se debe, por una parte, a que
los métodos tradicionales utilizados para
transformar hongos se basan en la ob-
tencién y regeneracién de protoplastos
(células cuyas paredes han sido elimina-
das), la cual es sumamente engorrosa en
hongos de este grupo. Por otra parte, la
manipulacién dirigida de los genes es di-
ficil de llevar a cabo debido a la baja tasa
de recombinacién homdloga que presen-
tan estos organismos. Asimismo, la na-
turaleza dicariética del micelio simbié-
tico dificulta la generacién de mutantes
nulos en hongos basidiomicetes ectomi-
corricicos, dado que deben inactivarse,
por recombinacién homéloga, dos co-
pias del gen en cuestidn.

En nuestro laboratorio hemos desarro-
llado una técnica de transformacién ge-
nética de alto rendimiento para Lacca-
ria. Esta técnica, denominada TMA
(transformacién mediada por Agrobacte-
rium), explota la capacidad de la bacte-
ria Agrobacterium tumefaciens de transfe-
rir genes a otros organismos, un hongo
en este caso, para la obtencién de orga-
nismos transgénicos; se basa en la intro-
duccién de resistencia al antibidtico hi-
gromicina B.

Esa transferencia de genes permite la
manipulacién directa de micelio vegeta-
tivo intacto, evitando la necesidad de la
preparacién de protoplastos. La integra-
cién del transgén mediante TMA pre-
senta un patrén sencillo; genera sobre
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2. EN LA FUNCION GENICA normal (A) existe un flujo de informacion
entre el gen y su producto final, una proteina. Este flujo implica pri-
mero la transcripcion génica en moléculas de ARN mensajero (ARNm)
dentro del nucleo de la célula eucariotica (naranja) y la posterior
traduccion de éstas en el citoplasma celular (rosa). Para interrumpir
dicho flujo, podemos recurrir a la supresion génica (knock-out) o al
silenciamiento génico (knock-down). En la supresion génica (B) se

todo integraciones simples. Los genes
introducidos suelen integrarse sin pre-
ferencias hacia ninguna secuencia nu-
cleotidica. Sin embargo, las cepas trans-
génicas dicaridticas recuperadas bajo la
presién selectiva muestran un desvio no-
table hacia la integracién en secuencias
génicas.

Silenciar, mejor que suprimir
Debido a que la tasa de recombinacién
homéloga de Laccaria es extremadamen-
te baja, se descartd el uso de la técnica
de supresién génica (knock-out). Para la
modificacién dirigida del nivel de expre-
sién génico en el micelio dicaridtico se
evalué un método alternativo: el silen-
ciamiento por ARN.

El silenciamiento por ARN consiste
en la degradaciéon de ARN mensajero
(ARNm) de una forma dependiente de
secuencias homdélogas. Se basa en un me-
canismo celular antiguo de las células
eucariotas, que habria sido seleccionado
evolutivamente como un mecanismo de
proteccién contra la invasién de dcidos
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nucleicos viricos. En distintos organis-
mos eucaridticos, incluidos los hongos,
la via de silenciamiento por ARN pue-
de activarse de forma artificial, median-
te la introduccién de ARN de doble ca-
dena en forma de horquilla (ARNh) con
homologia de secuencia a un ARNm
blanco, lo que causa la degradacién es-
pecifica de este tltimo (knock-down).

El silenciamiento por ARN puede ac-
tuar también a nivel del citosol celular,
degradando ARNm originados incluso a
partir de varias copias génicas presentes
en un mismo o en distintos nticleos. Nos
referimos al silenciamiento génico pos-
transcripcional. Ofrece una manera rd-
pida y eficiente de alterar la expresion
génica en organismos multicelulares po-
liploides, diploides y dicaridticos.

Se usé el gen de la nitrato reductasa
(Lbnr) a modo de gen de prueba. Se si-
lencié con éxito mediante la expresion
transgénica de ARNh via TMA. El silen-
ciamiento por ARN causé modificacio-
nes epigenéticas, lo que sugiere una co-
nexion entre el silenciamiento por ARN

produce una recombinacion homoéloga del endogén con un transgén
no funcional; ello impide la transcripcion en ARN y, por tanto, la
obtencion de proteinas. En los organismos dicarioticos (C), esta téc-
nica no basta para impedir la expresion de un gen, puesto que éstos
cuentan con dos ntcleos en cada célula (naranja). Se recurre entonces
al silenciamiento por ARN (d), que interfiere en la sintesis proteica
mediante la destruccion especifica de las moléculas de ARNm.

y la metilacién de ADN en Laccaria. La
variacién en la fuerza de silenciamiento
génico mostrd correlacién con los sitios
genémicos de integracién, pero no con
el nimero de transgenes integrados: las
integraciones en las secuencias de los ge-
nes altamente activos generé la respues-
ta de silenciamiento mds intensa. Por tan-
to, el desvio en la integracién de los
transgenes hacia regiones codificantes
producido por la metodologia de trans-
formacién utilizada sugiere que TMA es
altamente compatible con el uso del si-
lenciamiento por ARN en Laccaria.

El silenciamiento de Lbnr también
produjo un fenotipo fingico no micorri-
zante con alamo utilizando nitrato como
fuente de nitrégeno. Sin embargo, la ca-
pacidad simbidtica del hongo fue restau-
rada por amonio o una fuente de nitré-
geno orgdnico.

Nuestros resultados constituyen la pri-
mera prueba genética de que la eficacia
del metabolismo del nitrégeno del hon-
go desempefa una funcién crucial en el
establecimiento de la simbiosis ectomi-



corricica. Ademds, sugieren que es la
planta quien controla la interaccién, de
modo que no permite al hongo consu-
mir fotosintatos sin ofrecer cierta canti-
dad compuestos nitrogenados al huésped
(evita el parasitismo). Asimismo, la in-
vestigacién demuestra que el silencia-
miento de genes por ARN en Laccaria
constituye una herramienta poderosa
para el estudio de la interaccién ectomi-
corricica.
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NOTA A LOS AUTORES:
Hemos intentado simplificar la ilustracién 2.
Por favor, revisenla.
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