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Introducción

El género Ganoderma P. Karst., pertenece a la
familia Ganodermataceae (Basidiomycetes,
Fungi), para la cual Ryvarden y Moncalvo (1997)

reconocen un total de 220 especies; la familia
está constituida por un pequeño número de gé-
neros que presentan distribución cosmopolita y
que se desarrollan sobre el suelo o madera muer-
ta (Ryvarden y Johansen 1980). De acuerdo con
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Resumen

Objetivo: Evaluar dos métodos de extracción de DNA en especies de Ganoderma para determinar la efecti-
vidad en la amplificación de fragmentos de ITS de uso en el análisis filogenético.
Materiales y métodos: Se compararon dos técnicas de extracción de ADN (Doyle y Doyle 1987 y Aljanabi y
Martinez 1997) para materiales frescos y de herbario de 19 especies de Ganoderma. Para la amplificación
por PCR de la secuencia completa del ITS se utilizó el par de cebadores (ITS1F e ITS4) de acuerdo con las
condiciones descritas en Guzmán-Dávalos et al. (2003).
Resultados: Las muestras de especímenes frescos presentaron una banda en el gel de agarosa, mientras
que la mayoría de los especímenes de más de siete años no mostraron dicha banda. Sin embargo, a pesar de
la ausencia de banda se logró amplificar la región ITS de especímenes frescos como de herbario.
Conclusiones: Se concluye que los dos métodos son una alternativa para la extracción de ADN de calidad de
especímenes de Ganoderma y su posterior uso en la amplificación de la región del ITS.
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Abstract

Objective: To evaluate two methods of extracting from DNA of Ganoderma species to determine the
effectiveness in amplifying ITS fragments for use in phylogenetic analysis.
Materials and methods: Two techniques of DNA extraction (Doyle & Doyle 1987 y Aljanabi & Martínez 1997)
were compared for fresh and herbarium samples of 19 species of Ganoderma. For PCR amplification of the
complete sequence of the ITS was used primer pair (ITS1F and ITS4) according to the conditions described in
Guzmán-Dávalos et al. (2003)
Results: The samples of fresh specimens showed a band in the agarose gel, while most of the specimens
over 7 years showed no such band. However, despite the absence of a band is able to amplify the ITS region
of fresh and herbarium specimens.
Conclusions: We conclude that the two methods are an alternative for the extraction of DNA from specimens
of Ganoderma quality and its subsequent use in the amplification of the ITS region.

Keywords: Macromycetes; Molecular characters; Polyporaceae.
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la estructura de la superficie del píleo, Steyaert
(1980) estableció cuatro subgéneros (Gano-
derma, Elfvingia, Plecoderma, Anamixoderma)
y dividió el subgénero Ganoderma en dos sec-
ciones (Ganoderma y Characoderma). Otros
autores, como Corner (1983) y Ryvarden (1991),
han referido a las especies laqueadas como del
complejo G. lucidum y las especies opacas como
del complejo G. applanatum que han sido de-
nominados como los subgéneros Ganoderma y
Elfvingia, respectivamente.

A pesar de que el género ha sido estudiado por
diversos autores (Furtado 1965; Steyaert 1980;
Bazzalo y Wright 1982; Gilbertson y Ryvarden
1986; Adaskaveg y Gilbertson 1988; Ryvarden
1991, 2000), incluso con datos moleculares y de
otro tipo (Adaskaveg y Gilbertson 1986; Mon-
calvo et al. 1995; Gottlieb et al. 1998, 2000;
Moncalvo 2000; Smith y Sivasithamparam 2000;
Hong y Jung 2004), su taxonomía es contro-
versial. Sin embargo, en los últimos cinco años
Torres-Torres y Guzmán-Dávalos (2005, 2008a,
b, c, 2009, 2012) y Torres-Torres et al. (2009a,
b) han realizado contribuciones importantes en
las que aportan caracteres novedosos para la iden-
tificación de las especies que contribuyen a dar
nuevas interpretaciones en los análisis filoge-
néticos.

Hasta hace algunos años, en los estudios en

sistemática se utilizaban casi siempre caracteres
morfológicos; sin embargo, existen caracteres
que pueden estar sometidos a la subjetividad de
quien los analiza o bien no todos los caracteres
relevantes son apreciables a simple vista o no
tenemos la capacidad para definir inequívoca-
mente las homologías. En la actualidad, las he-
rramientas que se utilizan en la sistemática se
han extendido; ahora no sólo se toman en cuenta
los caracteres morfológicos sino también los
caracteres moleculares.

La región espaciadora interna transcrita (ITS) del
ADN ribosomal (ADNr) nuclear (Figura 1),
contiene dos regiones variables no codificadoras,
que se encuentran dentro de las repeticiones al-
tamente conservadas del ADNr, entre la
subunidad pequeña, la región 5.8S y los genes
que codifican para ARNr de la subunidad gran-
de (Gardes y Bruns 1993). La funcionalidad del
ITS está relacionada con la división específica
dentro del transcripto primario ITS-1 e ITS-2
durante la maduración de las subunidades peque-
ñas (SSU), 5.8S y la subunidad ribosomal gran-
de (LSU).

Entre las características convenientes para el análi-
sis de secuencias ITS en hongos, se encuentran: la
región ITS completa de 600 a 800 pb puede
amplificarse fácilmente con iniciadores universa-
les; la naturaleza multicopia de las repeticiones del
ADNr hace de esta región una secuencia fácil de
amplificar, aun cuando se utilicen muestras de ADN
pequeñas o muy diluidas o altamente degradadas
(ADN obtenido de material viejo y especímenes
de herbarios) pero pese a esto, en algunos géneros
de hongos como Ganoderma esta región es difícil
de amplificar dada la naturaleza de la presencia de
pigmentos y contaminación con ARN (Torres-To-
rres et al. 2009). Lo anterior presenta una compli-
cación ya que muchas veces los caracteres mole-
culares son difíciles de obtener por el estado en el
que se encuentran los materiales de herbario lo que
hace necesario estandarizar protocolos.
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Figura 1. Esquema de la región espaciadora interna
transcrita (ITS).
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Este trabajo es parte de un proyecto más amplio,
que tiene como objetivo establecer las relacio-
nes filogenéticas, en la mayoría de los casos a
nivel infragenérico de un grupo selecto de macro-
micetos, empleando caracteres morfológicos,
moleculares y químicos. En ese proyecto para el
género Ganoderma en particular, se pretende
comprobar su monofilia, estudiar con caracteres
morfológicos, moleculares y químicos las rela-
ciones filogenéticas de las especies, y definir si
la presencia o ausencia de laca en el píleo de los
basidiomas de Ganoderma es la sinapomorfia a
nivel infragenérico. Así, en este trabajo se pre-
sentan los resultados obtenidos de una de las fa-
ses iniciales del proyecto, referente a la obten-
ción de datos moleculares. En particular se pre-
sentan los resultados sobre la extracción de ADN
y amplificación de ITS de especímenes de
Ganoderma.

Materiales y métodos

Material. Se estudiaron 93 especímenes de 19
especies del género Ganoderma de acuerdo con
la clasificación tradicional del grupo. Los espe-
címenes se recolectaron entre 1904 y 2004; la
mayoría de las muestras se obtuvieron a partir
de ejemplares de herbario y muy pocas de ma-
teriales recién recolectados. De los 93 especí-
menes se realizaron 170 extracciones de distin-
tos tejidos del basidioma: 73 corresponden a
contexto, mientras que 84 corresponden a tubos.
En trece muestras no se indica el tipo de tejido.

Experimentos de optimización para el género
Ganoderma. Para la extracción de ADN a partir
de muestras de herbario o frescas se ensayaron
dos protocolos, uno con SDS y proteinasa K para
la eliminación de proteínas (Aljanabi et al. 1997),
ya utilizado en el laboratorio de Genética para la
extracción de ADN de insectos y plantas (Palo-
mera 2005) y otro con CTAB y cloroformo-
isoamílico para la eliminación de proteínas
(Doyle y Doyle 1987), optimizado para extraer

ADN de diversos tejidos de pinos (Palomera
2002). En ambos protocolos se incluyó en el bu-
ffer de lisis PVP al 1%, además se adaptaron los
protocolos a la cantidad de tejido de las mues-
tras de herbario de Ganoderma.

Se llevaron a cabo dos experimentos, cada uno
con ocho muestras (100-306 mg) que se trabaja-
ron con los dos métodos de extracción de ADN.
En el primer experimento se utilizaron 8 ml de
buffer de extracción en el protocolo de Doyle y
Doyle y 4 ml de buffer de extracción para el
protocolo con Proteinasa K. En el segundo ex-
perimento se utilizaron 4 ml de buffer de extrac-
ción para los dos protocolos. La calidad del ADN
extraído se determinó por electroforesis en geles
de agarosa al 0.8% (Sambrook et al. 1989).

Extracción de ADN. Para la extracción de ADN
con el protocolo basado en proteinasa K el teji-
do se maceró con nitrógeno líquido y se transfi-
rió a un tubo de 15 ml. Se agregaron 4 ml de
buffer salino (NaCl 0.4M, Tris-HCl 10mM,
EDTA 2 mM) con PVP al 1%. Se mezcló sua-
vemente por inversión y se añadieron 400 μl de
SDS al 20% y 20μl de proteinasa K (10 mg/ml).
Se mezcló por inversión y se incubó por una hora
a 65°C. Se añadieron 3 ml de NaCl 6M y se mez-
cló lentamente por 30 seg. Se centrifugó a 4000
rpm por 45 min a 24°C. Se transfirió el sobre-
nadante a un tubo nuevo y se agregó la misma
cantidad de isopropanol frío. Se mezcló suave-
mente por inversión, se incubó toda la noche a
-20°C, se centrifugó a 4°C por 30 min a 4000
rpm y se transfirió el sobrenadante a un tubo lim-
pio. Se centrifugó nuevamente a 4000 rpm por
20 min y se agregaron 2.5 ml de etanol al 70%
frío. Se mezcló por inversión cada 5 min al me-
nos tres veces. Se centrifugó a 4000 rpm por 10
min a 4°C y se decantó el etanol. La pastilla de
ADN se transfirió a un tubo nuevo de 1.5 ml con
1 ml de etanol al 70% frío, repitiendo el lavado
dos veces más. Se centrifugó a 4000 rpm por 10
min a 4°C y se decantó el etanol. La pastilla se
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diluyó en 100 μl-500 μl de TE (Tris 10 mM pH
7.4, EDTA 0.2 mM), disolviendo a temperatura
ambiente toda la noche. Se almacenó a -20°C
hasta su uso.

Con el método de extracción de Doyle y Doyle
(1987) el tejido se maceró con nitrógeno líquido
y se transfirió la muestra a un tubo de 15 ml con
4 ml de buffer CTAB 2X (CTAB 2%, Tris 100
mM, EDTA 20 mM, NaCl 1.4M) con PVP al 1%
previamente calentado a 65°C. Se incubó por 60
min a 65°C. Una vez fría la muestra se añadie-
ron 4 ml de cloroformo (alcohol isoamílico 24:1),
se centrifugó a 4000 rpm por 45 min, se transfi-
rió el sobrenadante a un nuevo tubo, se agregó el
mismo volumen de isopropanol frío, se incubó
toda la noche a -20°C. Se centrifugó a 4000 rpm.
por 20 min. Se decantó el sobrenadante. Se
añadieron 4 ml de buffer de lavado (etanol ab-
soluto, acetato de amonio 7.5M). Se centrifugó
a 2000 rpm por 2 min. Se decantó y secó. Se
añadieron 800 μl de buffer TE (Tris 1M pH 7.4,
EDTA 0.5 M) y 280 μl de agua destilada para
disolver la pastilla. Se añadieron 520 μl de acetato
de amonio 7.5 M. Se agregaron 3.5 ml de etanol
absoluto frío. Se incubó por una hora a -20°C.
Se centrifugó a 4000 rpm por 10 min. Se decan-
tó y secó la pastilla. Se añadieron 3 ml de etanol
al 70%. Se centrifugó a 2000 rpm por 5 min. Se
decantó. Se añadió 1 ml de etanol al 70% frio.
Se transfirió la pastilla de ADN a un tubo
eppendorf de 1.5 ml. Se repitió el lavado con 1ml
de etanol al 70% frío. Se centrifugó a 2000 rpm
por 5 min. Se decantó. Se disolvió la pastilla de
ADN en 300-500 μl de TE. Se dejó a temperatu-
ra ambiente toda la noche.

Amplificación de ITS. Para la amplificación por
PCR de la secuencia completa del ITS se utilizó
el par de cebadores (ITS1F e ITS4) de acuerdo
con las condiciones descritas en Guzmán-
Dávalos et al. (2003) con algunas modificacio-
nes. El volumen total de la reacción para la PCR
fue de 25 μl por muestra. Con 23 μl de mezcla

PCR (buffer PCR 10X, MgCl2 50 mM, dNTPs
5 mM, BSA 1 mg/ml), 1 μl de mezcla primer-
Taq (primer 5 y 3 10 μM y 0.2 μl de TaqPol 5U/
μl) y 1 μl de ADN (que se diluye 1:1 en caso de
presentarse una alta concentración de pigmentos).
Las muestras se amplificaron con las siguientes
condiciones: desnaturalización inicial a 95°C por
3 min, 24 ciclos de desnaturalización a 95°C por
1 min, alineación 50°C por 45 seg y elongación
a 72°C por 2 min; 14 ciclos de desnaturalización
a 95°C por 1 min, alineación 50°C por 45 seg,
(aumentar 5 seg por ciclo) y elongación a 72°C
por 2 min. Elongación prolongada final a 72°C
por 10 min.

El fragmento amplificado se separó en geles de
agarosa (2%) con amortiguador TBE 1X, las
muestras se corrieron en promedio a 80 voltios
por dos horas y los geles se tiñeron con bromuro
de etidio para visualizar la banda de aproxima-
damente 500 pb en un transiluminador de luz UV
(UVP-TS20E). Se tomaron fotografías de los
geles con una cámara polaroid y con el sistema
de foto documentación EDAS (Kodak Digital
Science 1D v.3.0.2), posteriormente se procedió
a su análisis.

Resultados

Extracción de ADN. De las 130 extracciones de
ADN de las muestras de Ganoderma, 115 se
efectuaron con el protocolo con proteinasa K,
mientras que sólo 15 fueron procesadas con el
método de Doyle y Doyle. El análisis del ADN
obtenido en el gel de agarosa al 2% mostró que
la mayoría de las muestras (67%) obtenidas con
el método con proteinasa K, no presentan ningu-
na banda de ADN de alto peso molecular o de-
gradado, el 9% de las muestras procesadas
mostraron un barrido que indica ADN altamente
degradado y solo el 24% mostró una banda de
ADN de alto peso molecular (Tabla 1). El análi-
sis de los resultados obtenidos en la extracción
de ADN a partir de los dos tipos de tejidos:

Investigación, Biodiversidad y Desarrollo 2012; 31 (1): 61-7
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contexto y tubo, no muestran diferencias. Con
respecto a las muestras obtenidas con el proto-
colo Doyle y Doyle, el análisis mostró que en el
53% de las muestras no se observó ninguna ban-
da en el gel, mientras que en el 47% de las mues-
tras se registró una banda de ADN de alto peso
molecular. La mayoría de los especímenes de
Ganoderma, fueron colectados hace siete a cin-
cuenta años atrás, lo que explica la ausencia de
banda en el gel.

Amplificación con PCR de secuencias ITS. Los
productos de PCR obtenidos con el par de
cebadores ITS1-F e ITS4 se observaron en la
mayoría de los casos como una banda en los geles
de agarosa teñidos con bromuro de etidio. El
tamaño de los fragmentos de PCR, para el ITS
completo en las muestras de Ganoderma fue de
700 pb. Algunas muestras de ADN también
amplificaron una banda inespecífica de 500 pb
(Figura 2). Hasta ahora se cuenta con los resul-
tados de 253 reacciones de PCR, en donde sólo
el 30% mostró amplificación en la banda de in-
terés. Se realizó una prueba de reamplificación
con 1 μl del producto de PCR para las muestras
de ADN que no amplificaron para el ITS com-
pleto, y aumentando en el programa de alinea-
ción °C, con lo que se logró la amplificación de
algunas muestras de Ganoderma (Figura 3).

Discusión

Con base en los resultados de la electroforesis
del primer experimento para las muestras de
Ganoderma con los dos protocolos de extracción,
se encontró que de los dos métodos probados, el

Tabla 1. Resultados del análisis del ADN obtenido de muestras de Ganoderma.

Proteinasa K       Doyle y Doyle

Análisis de la electroforesis Tubo Contexto Tubo Contexto

Sin banda en el gel 40 37 5 3

Banda de ADN de alto peso molecular 16 12

Banda de ADN altamente degradado 5 5 4 3

Figura 2. Amplificación por PCR de la secuencia ITS
completa.

Figura 3. Reamplificación de la región ITS2.

más adecuado para la extracción de ADN de
especímenes de Ganoderma es el de proteinasa
K, porque el producto final contiene menos
pigmentos que aquellas muestras procesadas con
el método de Doyle y Doyle; además, el proto-
colo es más sencillo. Sin embargo, el segundo
experimento, nos revela que en el caso de Gano-
derma no siempre se eliminan los pigmentos, aún
con el método de proteinasa K. Así, la cantidad
de pigmentos en la muestra dependerá del tejido
utilizado. Es importante señalar que con estos
dos experimentos se logró establecer tanto la
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cantidad óptima de reactivos, como la cantidad
de muestra en mg a utilizar; estos resultados co-
inciden con los del trabajo realizado por Torres-
Torres et al. (2009b).

De cualquier manera, sabemos que ambos pro-
tocolos de extracción de ADN son adecuados
para muestras frescas o colectadas en los últi-
mos cinco años porque en muestras con estas
características se observan bandas de ADN de
alto peso molecular en el gel de agarosa. Es
importante señalar que en el gel también se ob-
servaron pigmentos coextraídos con el ADN,
como un barrido intenso en el fondo del gel, lo
que impide la cuantificación del ADN por
espectrofotometría.

Conclusiones

El trabajo permite concluir que los dos protoco-
los son una buena alternativa para la extracción
de ADN de Ganoderma spp., en donde el ADN
permitió la amplificación de la región ITS por la
técnica de PCR; ambos protocolos son de apli-
cación en estudios moleculares más finos y en el
análisis filogenético.
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