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METODOLOGIA PARA LA EXTRACCION DE ADN DE MATERIAL DE HERBARIO
DE GANODERMA (FUNGI, BASIDIOMYCETES)

METHODOLOGY FOR DNA EXTRACTION FROM HERBARIUM SPECIMENS
OF GANODERMA (FUNGI, BASIDIOMYCETES)

MaBEL GiseLA TorRRES-TORRES'?, LAURA GuzmMAN-DAvALOS?, ALMA RosA VILLALOBOS-ARAMBULA®

RESUMEN

Ganoderma es un género que presenta una distribucién cosmopolita. Debido su importancia en el area de la
salud (obtencidon de medicamentos novedosos) y a su caracter fitopatégeno en arboles de importancia
econdmica, en la ultima década se han realizado esfuerzos para la comprension de sus relaciones filogenéticas,
variabilidad morfolégica, genética y diagnéstico temprano en el caso de especies fitopatégenas. Sin embar-
go, en estudios moleculares ha sido complicado incluir muestras representativas de diferentes grupos,
porque es dificil disponer de material fresco o recién recolectado. Por esta razén, es de gran importancia
buscar alternativas para la obtenciéon de ADN a partir de material de herbario. Se probaron dos métodos de
extraccion de ADN, los cuales fueron modificados para optimizarlos, y se logré obtener ADN de materiales
de mas de 100 afios de antigliedad.
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ABSTRACT

Ganoderma genus presents a cosmopolitan distribution, has human’s health uses and economic value as
phytophatogen for forestry industry, in the last decade many efforts have been done in order to understand
its phylogenetic relationships, morphology, genetic variability and early diagnosis as phytophatogen species.
Nevertheless, for molecular studies has been complicated to include samples of different groups, due to
difficulties to get fresh materials. For this reason, we inquired for alternatives to extract DNA from available
herbarium’s materials. In this paper we proved two methods of DNA’'s extraction, which were modified in
order to improve its efficiency and to get samples as older as one hundred years.
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INTRODUCCION

Debido a la importancia que tienen los hongos del
género Ganoderma en el area de la salud (obten-
cion de medicamentos novedosos) y a su caracter
fitopatdgeno en distintos tipos de arboles de impor-
tancia econdmica, en la Gltima década se han reali-
zado esfuerzos para la comprension de sus relacio-
nes filogenéticas (Moncalvo et al., 1995; Gottlieb
et al.,2000), variabilidad morfologica y genética

(Bazzalo y Wright, 1982; Ryvarden, 2000), y diag-
nostico temprano en el caso de especies fito-
patogenas (Idris et al., 2003). Sin embargo, en ge-
neral los andlisis moleculares se han realizado con
ADN gendmico obtenido a partir de cultivo miceliar.
Esto representa una ventaja por la menor dificultad
en el proceso de extraccion, por la naturaleza de la
muestra, pero también limita el nimero de especi-
menes que pueden ser estudiados, porque muchas
veces es dificil obtener cultivos puros en el labora-
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torio, sobre todo cuando se trata de material de
herbario muy viejo o en mal estado, a partir del cual
la obtencion de la cepa es poco probable. Por ejem-
plo, en muchos casos es importante trabajar con
materiales tipo (especimenes de herbario en los que
se basaron para describir una especie nueva), a fin
de asegurar la identidad de las muestras. El proble-
maradica en que muchos materiales tipo son colec-
tas Uinicas y muy antiguas, de las que es imposible
realizar un aislamiento para su cultivo. Por otro lado,
en muchos casos no se cuenta con material fresco
para su cultivo. Este trabajo tiene como objetivo
probar y estandarizar metodologias para la extrac-
cion de ADN a partir de basidiomas de material de
herbario recolectados en diferentes fechas.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 la extraccion de ADN total usando los
métodos de Aljanabi & Martinez (1997) y Doyle &
Doyle (1987), a partir de 25 mg de basidioma seco.
El material se triturd previamente con nitrégeno li-
quido en mortero manual de 50 ml. Ambos méto-
dos probados se modificaron para lograr obtener
un mejor rendimiento. ELADN se visualiz6 en un gel
de agarosa al 0.8%. Se procesaron 44 muestras,
entre las que se incluyd de manera independiente,
fragmentos de contexto y tubos de los basidiomas.
Se incluyeron especies de contexto claroy oscuro.
Estas muestras corresponden a 10 especies:
Ganoderma applanatum (Pers.) Pat., G
argillaceum Murrill, G curtisii (Berk.) Murrill, G
fornicatum (Fr.) Pat., G lobatum (Schwein.) GF.
Atk., G orbiforme (Fr.) Ryvarden, G oregonense
Murrill, G pfeifferi Bres., G perzonatum Murrill y
una muestra de Amauroderma sp. Los especimenes
se recolectaron entre los afios 1904 y 2003.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con el método de Doyle & Doyle (1987) se reali-
zaron pruebas usando fenol/cloroformo y sélo clo-
roformo para la precipitaciéon del ADN. Con el mé-
todo de Aljanabi & Martinez (1997) se usaron va-

rias modificaciones: agregar PVP al 1%, usar RNasa,
mantener la proteinasa K a 37°C durante toda la
noche, 0 a 65°C por una hora, o disminuir su canti-
dad a la mitad. Para ambos métodos se aument6 el
nimero de lavados (hasta 3) y el tiempo de lavado
(hasta 15 min) con etanol. La opcién de 3 lavados
de 15 min fue la que mejores resultados presentd y
por eso se decidi6 continuar realizando modifica-
ciones con base en estos resultados.

Con los cambios realizados con el etanol se obtu-
vieron resultados satisfactorios con los dos méto-
dos para especimenes recolectados recientemente
(desde 1990 a la fecha). Sin embargo, el ADN de
especimenes viejos o muy viejos (desde 1900 a
1980), no se pudo visualizar en el gel de agarosa, a
pesar de que se observo una pastilla y las lecturas
en el espectrofotdmetro fueron adecuadas. La cali-
dad del ADN se determino por el promedio A260/
A280, el cual fue >1.009 para todas las muestras.

En la mayoria de los casos, el ADN aislado con el
método de Aljanabi & Martinez (1997) tuvo proble-
mas de altas concentraciones de sal y contamina-
cion con ARN y pigmentos, visualizados en el gel de
agarosa como una banda superior o un barrido, res-
pectivamente (Figura 1). La sal fue eliminada repreci-
pitando el ADN y aumentando el niimero de lavados a
tres con etanol al 70%. Para el problema del ARN al
principio se usd6 ARNsa, pero debido a que el ARN
suele degradarse con el tiempo (15-20 dias en este
caso), se decidio no usarla (Figura 2). E1 ADN pre-
sentd una coloracion oscura, que también fue dismi-
nuida con lavados con etanol, aunque en algunos ca-
sos no se logro eliminar el pigmento completamente.
La coloracion de la pastillade ADN no parece estar
asociada con el color del contexto ni de los tubos,
mas bien se podria deber a sustancias cromogenas o
fenoles, que quiza en algunos casos hacen que se re-
gistre lectura en el espectrofotometro en la longitud de
onda que corresponde al ADN. Tanto los tubos como
el contexto son materiales adecuados para la extrac-
cion del ADN, pero los tubos son de mas facil proce-
samiento.
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Figura 1. ADN usando protocolo de Aljanabi & Martinez (1997). Se
observa la banda superior de sal (flecha corta) y el barrido inferior
debido al ARN (flecha larga)

Figura 2. ADN después de re-precipitaciéon y lavado con etanol sin
banda superior ni barrido. Para las otras no se observaron bandas

No se encontraron diferencias importantes en el ADN aislado a
partir de tubos y contexto; sin embargo, es relevante mencionar
que el material proveniente de tubos es mas fcil de triturar y mani-
pular, que el material de contexto. Al contrario de lo que se espe-
raba, G oregonense, especie de contexto claro, presentd una pas-
tilla muy coloreada, mientras que el ADN de G. orbiforme, de
contexto oscuro, no presentd pigmentacion. Las otras muestras se
comportaron de acuerdo con la coloracion del contexto. Sin em-
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bargo, se present6 un barrido muy
intenso de ARN en el gel de agarosa
en casi todas las muestras, indepen-
dientemente de que fueran de con-
texto claro u oscuro.

Es importante la re-precipitacion cui-
dadosa para lograr un ADN mas lim-
pio. También es necesario realizar
modificaciones a los protocolos de
extraccion que permitan una mayor
optimizacion del proceso y obtencion
de ADN de material viejo o muy vie-
jo. Los dos métodos con modifica-
ciones presentan una alternativa para
la extraccion de ADN del material de
herbario; el de Aljanabi & Martinez
(1997) es un método mas sencillo
que requiere menos tiempo de pre-
paracion y procesamiento de las
muestras.

CONCLUSIONES

Elaumentar el nimero de lavados del
ADN con etanol, mejora la calidad
de éste y disminuye la coloracion.
No existen diferencias significativas
en cuanto a calidad del ADN en los
dos métodos utilizados. Tanto los tu-
bos como el contexto son propicios
para la extraccion del ADN, aunque
los tubos presentan una ventaja en
relacion con la facilidad para proce-
sar la muestra.
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