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USO DE TÉCNICAS MOLECULARES EN HONGOS BASIDIOMICETOS, 

EN FASE MONOSPORICA Y FASE REPRODUCTIVA 

Juan David Quintero. Vanessa Ruiz Marín 1 

RESUMEN 

Introducción: Los basidiomicetos constituyen un grupo de hongos que reúne aproximadamente 

treinta mil especies, consideradas superiores por su complejidad morfológica y la presencia de 

basidios, este tipo de hongos son importantes por su capacidad degraditiva de compuestos 

orgánicos aromáticos, heterogéneos y complejos que pueden ser contaminantes del 

medioambiente, debido a su amplia diversidad es complejo identificar con exactitud una especie, 

por lo que se opta a trabajar con herramientas moleculares para obtener resultados más precisos, 

basados en el genoma de las especies. Objetivo: Realizar un análisis molecular en dos especies 

de hongos con diferentes fases de desarrollo (monosporica y reproductiva).Objetivos 

específicos: Elegir las regiones ITS adecuadas para la identificación de la especie, comparar 

métodos mecánicos para la lisis de la pared celular del hongo en fase reproductiva, adquirir 

destreza en extracción, cuantificación y calidad del ADN fúngico. Metodología: Para el 

desarrollo del trabajo se tomó una muestra de hongo en fase reproductiva del campus 

universitario y la muestra del hongo en fase monosporica fue donado por la universidad de 

Manizales, una vez se tenía desinfectado el material se procedió a realizar la extracción de ADN, 

Electroforesis y PCR; Los resultados obtenidos indican que en el proceso de extracción ambas 

muestras dieron una buena cantidad y calidad promedio de ADN aproximadamente de 90 ng/µl y 

los productos de PCR indican que las muestras tienen un peso molecular entre 350 a 400 pb. 

Conclusiones: Al seguir los protocolos paso a paso se obtiene una extracción eficiente del 

material genético para sus posteriores análisis, los primers ITS4 e ITS5 amplificación 

correctamente para las fases estudiadas del de los hongos.  

Palabras Clave: Basidiomicetos, Fase monosporica, Fase reproductiva, Extracción de ADN, 

Electroforesis, PCR. 

 

INTRODUCCIÓN 

Los hongos son organismos eucarísticos, portadores de esporas, aclorofilicos, que por lo 

general se reproducen sexual y asexualmente y cuyas estructuras somáticas, ramificadas y 

filamentosas, están rodeadas por paredes celulares que contienen quitina o celulosa, o ambas 

sustancias, junto con otras moléculas orgánicas complejas (Tovar & Valenzuela, 2006). Son 

organismos heterótrofos por lo que utilizan compuestos orgánicos como fuente primaria de 

energía, a través de la secreción de enzimas degradan moléculas grandes y poco solubles en agua 

(carbohidratos, proteínas o lípidos) convirtiéndolos en moléculas más pequeñas y más solubles, 

las cuales son absorbidas por las membranas plasmáticas de las células fúngicas y asimiladas 

como nutrientes. La mayoría de los hongos filamentosos son organismos saprófitos que utilizan 

una gran variedad de sustratos como fuente de carbono, aunque un considerable número de 

especies son parásitos de animales, plantas, o incluso de otros hongos (Webster & Weber, 2009). 

Estos requieren oxígeno para su crecimiento, así como grandes cantidades de agua y de 

hidratos de carbono u otras fuentes de carbono. La mayoría de los hongos utilizan azúcares como 
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la glucosa y la levulosa (D-fructosa), pero algunos usan otros compuestos orgánicos como 

alimento, según su capacidad para sintetizar las enzimas adecuadas. Estos se reproducen por 

esporas, que son diminutas partículas de protoplasma rodeado de pared celular, estas esporas, 

que tienen características diferentes, heredadas de las distintas combinaciones de genes de sus 

progenitores, suelen germinar en el interior de las hifas, existen cuatro tipos de esporas que se 

producen de esta manera (oosporas, zigosporas, ascosporas y basidiosporas) definen los cuatro 

grupos principales de hongos (Triana & Veloza, 2005). 

Los basidiomicetos constituyen un grupo de hongos que reúne más de treinta mil especies  

consideradas superiores por su complejidad morfológica y la presencia de basidios, característica 

principal que define su identificación y clasificación taxonómica, estos tienen una esencial 

importancia en la naturaleza debido a que algunos de ellos, son capaces de descomponer o 

degradar la lignina (Agrios, 2005). 

Existe además un grupo de especies que son comestibles, de ellos los más cultivados 

comercialmente son el champiñón (Andrade et al., 2012). Otros se han investigado con 

aplicaciones en la medicina humana y son altamente promisorios como fuente de metabolitos 

bioactivos. Se han encontrado compuestos con actividad antiviral, antitumoral, hematológica, 

antioxidante, antinflamatoria y antidiabetes (Aqueveque et al., 2006); incluso pueden presentar 

actividad anticancerosa a través de la potenciación inmunológica, eficaz en la profilaxis y 

tratamiento del sida (Ick-Dong et al.,2005). Paralelo a estos descubrimientos se han reportado 

valiosos estudios referentes a la capacidad de los basidiomicetos de degradar eficientemente la 

lignina, polímero aromático, heterogéneo y complejo que protege las plantas de ataques de 

fitopatógenos. También pueden transformar a sustancias más simples que son menos 

contaminantes del medioambiente (Ortiz, 2009).  

Este grupo de hongos, por su capacidad de degradación de compuestos orgánicos 

aromáticos, heterogéneos y complejos contaminantes del medioambiente pueden utilizarse para 

disminuir el uso de tratamientos químicos que pudieran generar un impacto mayor al ambiente, 

por lo que se sugiriere su uso potencial como biorremediadores. De acuerdo con la capacidad de 

actividad biológica y a su amplia gama de aplicaciones, los basidiomicetos son especies 

promisorias como controladores biológicos, con interés para la agricultura; pueden influir en el 

control de enfermedades vegetales, capacidad actualmente poco explorada, y se convierten en 

una herramienta potencial biotecnológica. La bioactividad de los basidiomicetos no ha sido 

suficientemente investigada y pueden constituir una fuente para los bioensayos, sugiriendo 

nuevas líneas de desarrollo de nuevos metabolitos con amplia gama de aplicaciones (Rojas, 

2013). Por lo tanto para buscar las posibles aplicaciones y beneficios que puede traer este tipo de 

organismos se emplean medios de cultivo in vitro como alternativa investigativa, uno de los 

medios selectivos para este tipo de hongo es el Sabouraud utilizado por Raymond Sabouraud en 

1892. 

La biología molecular se ha desarrollado grandemente a partir de la década de los 50´s, 

donde inicia un gran desarrollo de técnicas de aislamiento, manipulación y análisis, que van 

desde la detección de proteínas, hasta la recombinación y transformación genética (Echeverría, 

2006). La aplicación de técnicas moleculares inicia con la extracción de ADN y la obtención 

exitosa de datos confiables y reproducibles depende, en gran medida, de la extracción de ADN 

íntegro y puro. La extracción consiste en el aislamiento y purificación de los ácidos nucleicos y 

se basa en las características fisicoquímicas de la molécula. El ADN está constituido por dos 
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cadenas de nucleótidos unidas entre sí formando una doble hélice. Las bases de cadenas opuestas 

se unen mediante puentes de hidrógeno y mantienen estable la estructura helicoidal. Los grupos 

fosfato están cargados negativamente y son polares, lo que le confiere al ADN una carga neta 

negativa y lo hace altamente polar, características que son aprovechadas para su extracción.  

Los grupos fosfato tienen una fuerte tendencia a repelerse, debido a su carga negativa, lo 

que permite disolver al ADN en soluciones acuosas y formar una capa hidratante alrededor de la 

molécula. Pero, en presencia de etanol, se rompe la capa hidratante y quedan expuestos los 

grupos fosfato. Bajo estas condiciones se favorece la unión con cationes como Na+ que reducen 

las fuerzas repulsivas entre las cadenas de nucleótidos y permiten que el ADN precipite. Por otro 

lado, la carga neta negativa del ADN le permite unirse a moléculas y matrices inorgánicas 

cargadas positivamente. En general, los protocolos tradicionales consisten de cinco etapas 

principales: homogeneización del tejido, lisis celular, separación de proteínas y lípidos, 

precipitación y redisolución del ADN (Alejos et al., 2014). 

Como segundo paso en el análisis molecular se debe realizar la electroforesis en geles de 

agarosa o poliacrilamida es una de las metodologías más utilizadas en el laboratorio en todo lo 

relacionado con el trabajo con ácidos nucleicos. Mediante la electroforesis podemos separar 

fragmentos de ADN y ARN en función de su tamaño, esta consiste en la migración de las 

moléculas a través de un gel, en el cual, por acción de un campo eléctrico, serán separadas de 

acuerdo a su tamaño o peso molecular, se visualizan mediante una sencilla tinción, y de esta 

forma determinar el contenido de ácidos nucleicos de una muestra, teniendo una estimación de 

su concentración y grado de entereza. Podemos además extraer del gel los fragmentos de ADN 

que sean de interés, para posteriormente utilizarlos en diferentes aplicaciones (Fierro, 2014).Por 

último realizamos la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), la 

cual pretende aumentar el número de copias de fragmentos de ADN de una muestra de manera in 

vitro, según las condiciones establecidas y el propósito de su uso (Echeverría, 2006). 

La taxonomía e identificación de los hongos se ha basado tradicionalmente en la 

caracterización fenotípica de los mismos. La sistemática atribuía valores taxonómicos a aspectos 

asociados a la morfología, tanto macroscópica como microscópica, es decir, presencia o ausencia 

de septos en las hifas, formación de esporas y mecanismos de liberación de las mismas, o 

aspectos de la biología y ecología de estos organismos, así como resultados obtenidos a través de 

pruebas bioquímicas o el estudio de su ultraestructura. Datos que, en conjunto, han permitido 

establecer las diferentes categorías taxonómicas hasta nivel de especie y, en algunos casos, hasta 

niveles inferiores (Webster & Weber, 2009). Actualmente, la aplicación de técnicas de biología 

molecular, en particular el análisis de secuencias de nucleótidos del ADN y los estudios 

filogenéticos derivados de ellos, han cambiado mucho los conceptos tradicionales de la 

taxonomía fúngica (Perdomo, 2011).  

Son numerosas las técnicas moleculares que se han utilizado para el estudio de los 

hongos; desde la cuantificación del contenido guanina/citosina del ADN nuclear hasta la 

hibridación ADN-ADN, técnicas clásicas que se han aplicado para determinar diferencias entre 

especies fúngicas e incluso para su identificación. No obstante, en los últimos años para tal 

finalidad se destacan los métodos electroforéticos y de secuenciación, especialmente el análisis 

comparativo de secuencias nucleotídicas de un determinado gen o fragmento del mismo 

(Wengenack & Binnicker, 2009).  
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Los ITS generalmente corresponden a secuencias altamente conservadas entre las 

especies fúngicas filogenéticamente próximas, en tanto que los IGS presentan una variabilidad 

muy elevada, incluso a nivel intraespecífico. Otra característica que determina la amplia 

utilización de estos genes, es el hecho de encontrarse en un número elevado de copias (hasta 200 

copias), facilitando su amplificación mediante la PCR (Perdomo, 2011). Para el diagnóstico 

micológico, las secuencias conservadas se utilizan generalmente para confirmar la existencia de 

una infección fúngica, en tanto que las variables se emplean en la identificación a nivel de 

especie del agente etiológico implicado (Wengenack & Binnicker, 2009). Por lo tanto el objetivo 

de este trabajo fue realizar un análisis molecular en dos especies de hongos con diferentes fases 

de desarrollo (monosporica y reproductiva). 

 

MATERIALES Y METODOS 

Descripción del área de estudio: El trabajo se realizó en el laboratorio de biología 

molecular de UNISARC, localizado en el municipio de Santa Rosa de Cabal (Risaralda, 

Colombia), a los 4°, 52’ 07” N y 75°, 37’, 22” W. El campus universitario hace parte de la 

cuenca media del rio Campoalegre, sobre la vertiente occidental de los Andes centrales 

colombianos a una altitud de 1635 m.s.n.m Fig.1, es una zona con las condiciones óptimas de un 

bosque húmedo pre-montano según la clasificación de (Holdridge, 1987). La precipitación 

promedio anual es de 3668 mm con un régimen bimodal que tiene sus picos en los meses de 

abril, octubre y noviembre, la temperatura medias es de 18, 9° C y una humedad relativa de 84% 

(FNC-Cenicafé, 2012). 

 

Fig.1 Ubicación de UNISARC en el municipio de Santa Rosa de Cabal, en el cual se puede observar la 

división de la capa urbana en color gris y las líneas que determinan las calles y manzanas del municipio.  
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Colecta de muestras de campo: El hongo en fase reproductiva (Imagen. 1a), fue 

colectado del tronco de un árbol en descomposición, el cual fue retirado desde su base y 

depositado en un recipiente plástico para luego ser llevado hasta el laboratorio de Biologia 

Molecular de Unisarc, por otro lado, el hongo en fase monosporica (Imagen.1b), fue donado por 

la Universidad de Manizales, el cual fue sembrado en medio SDA y con referencia de cepa Rio1 

26/08/16. 

 

Imagen. 1 Hongos de los cuales se tomaron las muestras; la  imagen (a) corresponde al hongo en fase 

reproductiva, mientras que la imagen (b) corresponde al hongo en fase monosporica. 

 

Tratamiento de las muestras: Una vez se tenía el individuo de fase reproductiva, este 

fue sometido a un proceso de limpieza realizando varios lavados con diferentes agentes 

desinfectantes y germicidas con el fin de remover  todo residuo o traza contaminantes que 

puedan interferir con la extracción de ADN, para este paso se utilizó agua destilada, hipoclorito 

de sodio al 3% y etanol al 70% v/v. Mientras que el hongo en fase monosporica no necesito de 

tratamiento preliminar, por lo tanto se realizó directamente la toma de la muestra con un asa 

microbiológica estéril para posteriormente extraer ADN. 

Extracción de ADN, calidad y cantidad de muestra: Una vez colectada la muestra en 

fase reproductiva  previamente desinfectada y  lavada, se procede a extraer una muestra de 

aproximadamente 100 mg y se deposita en un tubo eppendorf de 1,5 ml, luego se adiciona 450 µl 

de buffer de extracción el cual contiene: SDS  (funciona como detergente), TRIS 7.5 (el cual 

permite mantener el pH de la solución estable), EDTA (molécula quelante que sirve 

desestabilizar la membrana celular e inhibir a las ADNasas), NaCl ( recubre al ADN 

protegiéndolo y ayudando a evitar su degradación); se macero el material repetitivamente en un 

mortero de porcelana  hasta obtener la muestra homogénea, (este paso es clave en el proceso de 

extracción ya que se debe romper completamente la pared celular de la muestra), se adicionó 450 

µl de cloroformo ( su función es separar las dos fases de la muestra, dejando el ADN expuesto) y 

se mezcló todo el contenido del tubo por inversión, después se centrifuga las muestras a 14 mil 

rpm durante 5 minutos y se transfiere el sobrenadante a un nuevo tubo de 1,5 ml que contiene 

250μl de isopropanol (es el encargado remover la concentración residual de sales y promover la 

precipitación del ácido nucleico), luego se debe mezclar por inversión varias veces y refrigerar a 

--20°C  (durante 20 min), al retirar las muestras del refrigerador se centrifuga por segunda vez  a 

las mismas revoluciones durante 5 min,. Se removió el sobrenadante ya que el ADN se encuentra 

en la base del tubo eppendorf  y se adiciona 1ml de etanol frío al 70% (ayuda a precipitar el 

ADN), luego centrifugar por 5 minutos.  

Se descartó el sobrenadante de etanol y se dejó secar el pellet a temperatura ambiente 

sobre un papel absorbente dejando boca abajo el tubo eppendorf, una vez evaporado el etanol se 

resuspendio el pellet en 50μl de buffer TE ( se utiliza para eludir y conservar el ADN)  y se 



7 
 

1 Estudiantes de Biología de IX Semestre 

Vane-713@hotmail.com – Juancho_pick@hotmail.com  

Corporación Universitaria de Santa Rosa de Cabal UNISARC  

almacenó a -20°C;  el mismo protocolo se realizó con la muestra del hongo en fase monosporica, 

el único paso que se omitió fue la desinfección del material, ya que esta  muestra se tomó 

directamente del medio de cultivo; para determinar el contenido total de ácidos nucleicos, la 

estimación de su concentración y el grado de entereza se realizó una electroforesis en gel de 

agarosa, donde utilizamos el fago λ  como marcador de peso molecular. 

 

Electroforesis: Se preparó un gel de agarosa al 0.8% para visualizar cantidad y calidad 

de ADN, para lo cual se pesó 0.48 g de agarosa, diluida en 60 ml de TAE 1X (buffer de corrida, 

el cual tendrá el pH requerido y los iones necesarios para que fluya la corriente y pueda migrar el 

ADN), luego para homogenizar la solución se calentó en un  microondas durante dos minutos 

hasta obtener un producto totalmente  líquido, se deja pasar 10 minutos para que la solución se 

enfrié y luego se procede a  servir el gel en la cámara de electroforesis evitando fugas del 

preparado, este se deja polimerizar aproximadamente por media hora y ya se procede a servir las 

muestras mezclando 2 µl de gel red con 4 µl de ADN total, antes de depositar las muestras en los 

carriles se adicionó el marcador de peso molecular Fago λ en los primeros 3 carriles ; una vez se 

dejaron todas las muestras en los carriles correspondientes se conecta correctamente los cables 

(+) y (-) en las posiciones  correspondientes  y por último se programa para que funcione a 75 

voltios (V) durante 5 min,  esta corrida en tan poco tiempo se hace para verificar si las muestras 

si están corriendo adecuadamente, una vez se corrobora este procedimiento se reprograma la 

cámara de electroforesis para 45V durante 30 minutos y por último se revela el gel en la cámara 

de luz UV. 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR): La idea básica en este proceso es 

amplificar los fragmentos de interés, en este caso las regiones 16S y 18S, la técnica permite 

sintetizar muchas veces un pedazo de ADN utilizando una polimerasa que puede trabajar a 

temperaturas muy elevadas, para la PCR realizada se utilizó la taq polimerasa, de esta manera se 

busca asimilar lo que sucede naturalmente en la célula, por lo cual se deben añadir los 

ingredientes necesarios para hacerlo, teniendo en cuenta un orden específico: 1) Buffer 1x 1µL el 

cual mantiene las condiciones para que la enzima trabaje adecuadamente a cierto pH, 2) MgCl2 

1µL como un cofactor catalítico de la reacción, 3)  oligonucleótidos (llamados también primers, 

iniciadores o cebadores,  en este caso los primers utilizados fueron ITS4 0,5µL e ITS5 0,5µL 

necesarios para que se inicie la transcripción, 4) dinucleótidos (dNTPs) 1µL para complementar 

los fragmentos amplificados, 5) taq polimerasa 0,5µL, 6) muestra de ADN  0,5µL y por último 

se agregaron 6,5 µL de agua mili-Q para llevar a un volumen total de 12,5 µL. 

 El siguiente paso fue colocar los tubos en el termociclador, que básicamente sirve para 

calentarlos o enfriarlos a temperaturas muy precisas que se repiten una y otra vez (lo que se 

llama los ciclos de reacción), el primer ciclo fue 95ºC donde se desnaturaliza la doble cadena del 

ADN, quedando en forma de cadenas sencillas; luego se ajusta la temperatura a 55ºC, donde 

empieza la fase de alineamiento donde la taq polimerasa se une a los pedazo de ADN de doble 

cadena y comienza a copiar en sentido 5’ a 3’. Después la temperatura sube a 72ºC (paso que se 

conoce como extensión), ya que a 72ºC es la temperatura en la cual la polimerasa alcanza su 

máxima actividad y continúa la síntesis de los fragmentos de ADN a partir de los 

oligonucleótidos que ya se habían alineado. En el primer ciclo, con estas tres temperaturas, se 

sintetizarán los primeros fragmentos a partir del ADN genómico y este número de copias va 

aumentando exponencialmente de esta manera: en el ciclo 1 se producen 21=2 nuevos 
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fragmentos, en el ciclo 2 serán 22, esto es, 4 fragmentos recién sintetizados, y así, con 30 ciclos 

de PCR se producirán 230 nuevos fragmentos.  

 

RESULTADOS Y DISCUSION 

Extracción de ADN y Electroforesis de hongos basidiomicetos: Para determinar el 

contenido de ácidos nucleicos, la estimación de su concentración y el grado de entereza de las 

dos muestras de hongos que utilizamos (en fase reproductiva y monosporica), se usó la 

metodología de electroforesis en geles de agarosa al 0,8% y realizamos la visualización por 

medio de rayos UV de los cual no obtuvimos ningún resultado positivo (Fig.2), pues no se 

visualiza la presencia de ADN en las muestras esto puede ser causado por alguna de las 

siguientes razones 

Equipos sin verificación de calibración: Se recomienda que los equipos utilizados en 

biología molecular cuenten con un certificado de calidad avalado por sus propios fabricantes, a 

fin de asegurar el óptimo funcionamiento de las pruebas moleculares. Además estos equipos 

deben pasar por un proceso de mantenimiento preventivo continuo por lo menos una vez al año. 

Este proceso deberá ser realizado por personal técnico altamente capacitado para garantizar su 

buen funcionamiento y calibración (Yábar, 2003). 

 

 

Fig. 2 Primera práctica de extracción, dónde se utiliza como marcador de peso molecular el Fago lamda,  

Carril 1 fago λ de 30 ng/µl, Carril 2 fago λ de 60 ng/µl, Carril 3 fago λ  de 90 ng/µl, Carril 8 corresponde a 

la muestra del hongo en fase monosporica y el carril 9 a la fase reproductiva; en ambos carriles la 

extracción de ADN no fue optima ya que no se observa ningún bandeo, por lo tanto no se puede determinar 

el peso molecular de las muestras; en la parte inferior del gel se encuentra el control positivo. 

 

Equipos sin verificación de calibración: Se recomienda que los equipos utilizados en 

biología molecular cuenten con un certificado de calidad avalado por sus propios fabricantes, a 

fin de asegurar el óptimo funcionamiento de las pruebas moleculares. Además estos equipos 

deben pasar por un proceso de mantenimiento preventivo continuo por lo menos una vez al año. 

Este proceso deberá ser realizado por personal técnico altamente capacitado para garantizar su 

buen funcionamiento y calibración (Yábar, 2003). 

Agua MQ: En biología molecular la calidad del agua (grado de pureza) es imprescindible 

para obtener óptimos resultados en cada experimento. En ese sentido, se recomienda preparar 

tanto los buffers como también para los geles de agarosa con agua bidestilada. Si el investigador 

cuenta con un equipo de destilación asegúrese que el agua presente una resistividad eléctrica 
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dentro de un rango de 10 a 18 Meghoms (rango por el cual existe una mínima concentración de 

iones y cationes de agua, lo cual indica un alto grado de pureza) (Yábar, 2003). 

El equipo de destilación del laboratorio de trabajo ha tenido problemas de calibración, lo 

que puede llevar a pensar que la calidad del agua MQ no tiene un rango óptimo de Meghoms y 

esto provocar la deficiente preparación de los reactivos necesarios. 

Reactivos con bajo grado de pureza: Los reactivos que se empleen deberán ser de grado 

biología molecular a fin de asegurar resultados satisfactorios después de cada experimento. Para 

el caso de algunos reactivos que exigen mantenerse en refrigeración, deberán ser evaluados por 

el propio investigador que los adquirió antes de realizar cualquier experimento.  

 

Posibles vectores de contaminación: Desde el momento de la toma de muestra (hongo), 

la falta de un protocolo de desinfección y  las buenas prácticas de esterilidad de los instrumentos 

y entorno de trabajo llevo a la posible contaminación e interferencia del protocolo de extracción. 

Cantidad de muestra: Posiblemente la cantidad de hongo obtenida no fue suficiente 

según los protocolos reportados por otros autores, que en promedio requieren alrededor de 50-

500 mg de muestra (Lurentin & Martinez, 2012), el protocolo de extracción usado requerida 

aproximadamente 100 mg de  muestra pero este peso no fue comprobado, lo que lleva a pensar 

que la cantidad no fue suficiente como respuesta a la cantidad y calidad de ADN esperada según 

el protocolo usado. 

Si se excede la cantidad recomendada se puede sobresaturar el sistema, con lo que se 

afecta el rendimiento y aumentan las impurezas del extracto, de manera que es aconsejable 

realizar experimentos preliminares con distintas cantidades de material inicial para determinar 

cuál es la cantidad apropiada de muestra (Alejos et al., 2014). 

 

Pipeteo: La falta de destreza para pipetear ocasiono que las concentraciones estuvieran  

diferentes a las indicadas en el protocolo, los resultados se vieron alterados notablemente, 

algunos autores indican que el mal pipeteo aumentan el riesgo de contaminación, disminuyendo 

la purificación de la muestra. (Baena et al., 2013). 

 

Rompimiento de la pared celular: En este pasó de maceración y trituración de la 

muestra es de vital importancia para destruir la pared celular del hongo y así romper la 

membrana de quitina que lo protege de la lisis celular. (Rogers & Bendich, 1988). La 

homogenización, mecánica o química, consiste en romper las uniones entre las células para 

facilitar la interacción con las soluciones de lisis que ayudan a liberar el material genético 

(Alejos et al., 2014). 

 

En el caso del protocolo usado, se realizó un macerado mecánico en tubos eppendorf de 

1,5ml adicionando 450 µL de buffer de extracción, lo cual pudo causar que la pared celular del 

hongo no se rompiera de forma exitosa para realizar la extracción de ADN. 

Tiempo de centrifugación y degradación del pellet: La suspensión del pellet debe ser 

obtenida mediante la centrifugación a 14 mil rpm durante 10 min y la precipitación del pellet fue 

lavada dos veces con etanol al 80% y resuspendio en buffer TE según (Lurentin & Martinez, 

2012). 
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El protocolo que usamos solo indicaba centrifugar a 14 mil rpm durante 5 min y después 

de esto lavar el pellet una única vez con etanol al 70%, lo que puedo causar  que no se diera la 

debida separación entre los reactivos antes adicionados y el pellet. 

 

Ausencia de cámara de flujo laminar: En trabajos de biología molecular, se 

recomienda trabajar en una campana de flujo laminar con el fin de evitar posibles 

contaminaciones de la muestra con ácidos nucleicos extraños. (Falcon & Valeta). 

En el momento de retirar el etanol que lavo el pellet, se realizó de manera mecánica 

volteando cuidadosamente los tubos eppendorf 1,5 ml sobre un papel absorbente en ausencia de 

acamara de flujo laminar, lo que puede ser una las causa de contaminación del ADN. 

 

Ausencia de proteinasa K: Los métodos de extracción de ADN que utilizan proteinasa k 

son más eficientes para obtener un ADN de alto peso molecular, logrando concentraciones (entre 

16-76 mg/l) pureza (entre 1,66 – 1,92), lo que produce una integridad optima de secuenciación. 

(Monrroy et al., 2014). Nuestro protocolo no utilizo la proteinasa K lo que puede responder el 

problema del baja pureza y peso molecular. 

 

El Gel Red vs Bromuro de Etidio: El gel red es un marcador de peso molecular es muy 

estable en el proceso de tinción de los ácidos nucleicos y permite visualizar ADN total y 

diferentes fragmentos de ADN previamente amplificado por PCR  (Uribe et al., 2013). Sin 

embargo este compuesto se degrada fácilmente al estar expuesto a la luz, provocando una 

disminución en su efecto de tinción, por lo tanto quizás este fue uno de los factores de la poca 

visibilidad de nuestras bandas en revelado del gel de agarosa. 

 

El bromuro de etidio (BrEt) es un agente intercalante (se intercala entre las bases 

nitrogenadas) que se usa como colorante fluorescente para la visualización de ácidos nucleicos 

en geles de agarosa y poliacrilamida, el inconveniente con el bromuro de etidio es su toxicidad a 

elevadas concentraciones debido a su capacidad mutagénica. Se debe evitar la inhalación del 

compuesto en estado sólido (manipularlo en campana de extracción), y se deben manejar las 

soluciones siempre con guantes (Alejos et al., 2014). 

 

Preparación de los geles de agarosa: La continua licuación de la agarosa incrementa su 

concentración por deshidratación alterando el perfil de las bandas al final del resultado. Por lo 

tanto, se recomienda preparar soluciones de agarosa en volúmenes no mayores de 200 mL y 

verificar constantemente la turbidez de la agarosa antes de la preparación del gel. De otro lado 

también se recomienda, verificar la presencia de residuos extraños en la solución ya que pueden 

interferir con el análisis del resultado final y con la electroforesis misma. Por lo tanto, será 

necesario preparar una nueva solución a fin de superar este inconveniente (Yabar, 2003). 

 

La Muestra no cae eficientemente y se difunde en el buffer de electroforesis en el 

momento que es depositada en el pocillo: Posiblemente en el momento de poner la muestra en 

los pozos de gel de agarosa, no se sumergió la punta de la pipeta hasta donde se debía, por lo 

tanto el total de la muestra homogenizada con el marcador de peso molecular, pierde una 

cantidad de su concentración lo que puede llevar a una baja visualización de la banda de ADN. 

Según (Yabar, 2003) una posible solución es volver a preparar el buffer de carga si es necesario 
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y servir las muestras de forma correcta en cada uno de los pozos sin perder la más mínima 

cantidad de la muestra. 

 

Fuga de buffer: Se pierde volumen del buffer de la cámara de electroforesis durante la 

corrida, (Yabar, 2003) recomiendan que para evitar cualquier tipo de fuga del buffer localizar el 

lugar de escape y untar con una capa mediana de vaselina. 

 

Las bandas de ADN no se ven nítidamente en el gel: Esto puede ser causado porque el 

gel de agarosa es muy grueso y el gel red está muy diluido (Yabar, 2003). Preparar geles más 

delgados de tal manera que se pueda visualizar el color del recipiente que lo contiene a través de 

ellos y proteger las muestras combinas con el Gel Red de la luz directa para evitar la degradación 

de esta sustancia. 

 

Degradación del ADN: Manchas indefinidas o difusas de ADN a lo largo de todo el gel 

por causa de contaminación. 

 

Ruido: Los resultados de este trabajo indican que la presencia de ARN y/o impurezas que 

coprecipitan con el ADN inhiben la visualización en el gel de agarosa. La falta de adición de 

ARNasa provocó la contaminación con ARN lo que hizo que al visualizar la banda se notara de 

poco peso molecular. La importancia de la adición de ARNasa es; la función catalítica que estas 

tienen en la reacción eliminando toda traza de ARN que puede interferir en la obtención del 

ADN (purificación del ADN). (Ùsuga & Rugeles, 2006). 

Este ruido logra ser eliminados mediante la acción enzimática de la ARNasa y la adición 

de acetato de amonio. (Radstrom et al., 2004) Señalan que los inhibidores actúan inactivando la 

polimerasa del ADN, o degradando el ácido nucleico de la muestra. La ARNasa elimina el ARN 

que precipita junto al ADN en el proceso de extracción, mientas que el acetato de amonio, al 

incrementa el gradiente salino, contribuye con la remoción de las proteínas que coprecipitan 

junto a los ácidos nucleicos (Aidar & Peres, 2007; Doosty et al., 2012) así como de algunos 

polisacáridos en forma similar a como lo hace el acetato de potasio (Ribeiro & Lovato, 2007). 

Esta remoción se logra mediante la precipitación de estos compuestos partiendo de la suspensión 

que contiene ADN en la fase líquida. 

Para tener resultados exitosos se repitió la extracción de ADN y electroforesis siguiendo 

cuidadosamente todos los pasos de los protocolos, para la muestra 1 (hongo en fase 

monosporica) se tuvo especial cuidado en tomar la muestra del cultivo sin trazas de agar que 

podían interferir en los resultados esperados, para la muestra 2 (hongo en fase reproductiva) se 

realizó una metódica desinfección y una maceración mecánica utilizando un mortero de 

porcelana para ayudar así una óptima lisis celular , lo que nos llevó tener una buena cantidad de 

muestra para proceder a la extracción de ADN, además se hizo réplicas de cada muestra para 

realizar comparaciones entre las mismas y observar los posibles errores. Para cumplir con 

nuestro objetivo  tomamos en cuenta todas las recomendaciones nombradas anteriormente y 

dimos solución de los problemas presentados en la primera práctica, teniendo como resultado en 

la electroforesis (Fig.3) la observación de un una banda con excelente calidad y cantidad de 

ADN total. 
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Fig. 3 Segunda práctica de extracción, en los primeros 3 carriles se encuentra el marcador de peso 

molecular (Fago λ), en esta ocasión se realizaron 2 muestras por tipo de hongo, por lo tanto el carril 11 y 12 

corresponden al hongo en fase monosporica, mientras que los carriles 13 y 14 al hongo en fase 

reproductiva.  

 

ANÁLISIS DE PRODUCTO DE PCR 

Para optimizar la PCR se recomienda trabajar con un control negativo: un tubo extra al 

que se le agreguen todos los reactivos utilizados en el PCR, excepto ADN, si en esta muestra hay 

amplificación significa que en algún reactivo hay restos de ADN o de producto de PCR que está 

contaminando el experimento. Si esto sucede, consideramos que lo más fácil es deshacerse de 

todas las alícuotas sospechosas y tomar alícuotas nuevas; Además nos permite visualizar posibles 

casos de contaminación, una vez que se ha ajustado el protocolo de  PCR es siempre 

recomendable incluir un control positivo, este es un tubo que contiene ADN de una muestra que 

haya amplificado adecuadamente y cuyo patrón de bandas es conocido. De esta manera, puede 

esperarse que si la reacción se llevó a cabo correctamente, esta muestra siempre salga. En caso 

contrario, si nuestra PCR no generó bandas en ninguna de las muestras, ni siquiera en el control 

positivo, puede suponerse que el error radica en que se nos olvidó agregar algún ingrediente o 

bien que los ciclos de temperatura no se llevaron a cabo adecuadamente, ya sea por problemas de 

la máquina o bien por error al elegir el programa de amplificación (Espinosa, 2007). 

Para evaluar si se logró una amplificación exitosa, utilizamos la visualización del 

fragmento amplificado mediante electroforesis en gel de agarosa la cual fue positiva para los 

carriles 11 y 12 que corresponden a la  muestra del hongo en fase monosporica y los carriles 13 y 

14 muestra del hongo en fase reproductiva (Fig. 4). Si el producto no hubiera amplificado o éste 

hubiera tenido un bajo rendimiento, se recomienda cambiar las condiciones de la PCR 

(temperatura y concentraciones de los reactivos), así como supervisar el correcto funcionamiento 

del termociclador. 

 

Fig. 4 Electroforesis de producto PCR, en el carril 1 se encuentra el marcador de peso molecular de 1kb, en 

los carriles 11 a 14 tienen un peso molecular aproximadamente entre 300 a 400 pb. Los carriles 11 y 12 son 

los resultados de PCR del hongo en fase monosporica, mientras que los  carriles 13 y 14 son los resultados 

de PCR del hongo en fase Reproductiva. 
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En el protocolo no se usó BSA (Bovine Serum Albumin o Albúmina Sérica Bovina), por 

lo tanto no se sabe cómo hubiera ayudado en nuestro producto, ya que según Espinosa en  el 

2007 este reactivo incrementa la eficiencia de la PCR y actúa como una proteína captadora de 

iones y otros inhibidores de la taq polimerasa como la melanina. 

 

IMPACTOS 

  

Actualmente, la aplicación de técnicas de biología molecular, en particular el análisis de 

secuencias de nucleótidos del ADN y los estudios filogenéticos derivados de ellos, han cambiado 

mucho los conceptos tradicionales de la taxonomía fúngica (Perdomo, 2011). Pues la taxonomía 

e identificación de los hongos se ha basado tradicionalmente en la caracterización fenotípica de 

los mismos ya que la sistemática atribuía valores taxonómicos a aspectos asociados a la 

morfología, tanto macroscópica como microscópica o aspectos de la biología y ecología de estos 

organismos, así como resultados obtenidos a través de pruebas bioquímicas o el estudio de su 

ultraestructura, las cuales a largo plazo son costosas hablando de tiempo y veracidad de los 

resultados por el contrario las técnicas moleculares que se han utilizado para el estudio de los 

hongos; desde la cuantificación del contenido guanina/citosina del ADN nuclear hasta la 

hibridación ADN-ADN, técnicas clásicas que se han aplicado para determinar diferencias entre 

especies fúngicas e incluso para su identificación. No obstante, en los últimos años para tal 

finalidad se destacan los métodos electroforéticos y de secuenciación, especialmente el análisis 

comparativo de secuencias nucleotídicas de un determinado gen o fragmento del mismo 

(Wengenack & Binnicker, 2009).  

El proyecto tiene un aporte a nivel ambiental y económico, ya que implementando las 

técnicas moleculares se tiene mayor exactitud de la especie de hongo que se estudia, así 

fortaleciendo la sistemática fúngica, garantizando así la identificación y potencialidad de estos, 

pues en la actualidad, los hongos son de gran importancia a nivel industrial y otros se han 

investigado con aplicaciones en la medicina humana y son altamente promisorios como fuente de 

metabolitos bioactivos. Se han encontrado compuestos con actividad antiviral, antitumoral, 

hematológica, antioxidante, antinflamatoria y antidiabetes (Aqueveque et al., 2006); incluso 

pueden presentar actividad anticancerosa a través de la potenciación inmunológica, eficaz en la 

profilaxis y tratamiento del sida (Ick-Dong et al.,2005). Paralelo a estos descubrimientos se han 

reportado valiosos estudios referentes a la capacidad de los basidiomicetos de degradar 

eficientemente la lignina, polímero aromático, heterogéneo y complejo que protege las plantas de 

ataques de fitopatógenos. También pueden transformar a sustancias más simples que son menos 

contaminantes del medioambiente (Ortiz, 2009).  

 

CONCLUSIONES 

  

Los basidiomicetos son importantes en la naturaleza debido a que algunos de ellos son 

capaces de degradar compuestos orgánicos aromáticos, ligninolíticos, heterogéneos y complejos 

que pueden ser contaminantes para medio ambiente,  por lo tanto es de suma importancia tener 

una clasificación clara y exacta de las especies con estas particularidades, ya que es un grupo 

bastante diverso, las herramientas moleculares son eficientes en el momento de clasificar y 

analizar este tipo de hongos. 
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Para la extracción de ADN en hongos basidiomicetos es esencial el seguir paso a paso las 

indicaciones del protocolo y procurar en gran medida de evitar los posibles vectores de 

contaminación, al igual que tener los equipos volumétricos bien calibrados y reactivos en buen 

estado, de esta manera se tendrá una buena extracción de material genético de la especie a 

analizar. 

En este caso la atracción de ADN realizada en el hongo en fase monosporica y fase 

reproductiva, arrojo un resultado positivo para ambas muestra, sin embargo se obtiene mayor 

cantidad del material genético cuando este es extraído directamente de la fase reproductiva, 

además en este caso se evita la posible contaminación o inhibición que puede ocasionar las trazas 

del medio de cultivo del que se extrae la muestra de la fase monosporica. 

En ocasiones puede resultar engorroso el rompimiento de la pared celular del hongo, por 

lo que se recomienda hacerlo con los equipos adecuados o manualmente garantizando el 

macerado (lisis celular) total de la muestra ya que de este paso depende el resto de análisis 

moleculares que se deseen hacer. 

En el momento de realizar la electroforesis se debe tener un registro donde se indica el 

número y tipo de muestra que se deposita en cada carril para evitar posibles confusiones, es 

elemental trabajar de manera rápida pero eficaz ya que el marcador de peso molecular (Fago λ) 

se degrada fácilmente al estar expuesto ante la luz, como segundo punto pero no menos 

importante, es clave el momento de depositar las muestras en el carril ya que esta debe caer 

completamente en el pozo sin dejar derramar muestra en el buffer, al igual que tener cuidado de 

romper el gel con la punta de la pipeta. 

La reacción de PCR es muy sensible a cambios de iones, temperaturas y contaminantes 

que pueden estar en el ADN o en el agua, por esto es fundamental llevar el correcto paso a paso 

del protocolo, además de supervisar el correcto funcionamiento del termociclador. 

Elegir los ITS adecuados desde el inicio de la investigación llevará a una óptima 

amplificación de PCR y rápida identificación de la especie, ya que estos tienen secuencias 

altamente conservadas entre las especies fúngicas, de esta manera se pueden realizar estudios 

filogenéticos a partir de las herramientas moleculares. 

La ventaja de trabajar con técnicas moleculares es que se obtiene eficazmente la muestra 

de ADN, el protocolo que  utilizamos ha sido probado en diferentes especies de hongo, 

facilitando así el costo y el tiempo para el diseño de una nueva metodología. 

Para finalizar, la implementación de herramientas moleculares en la biología es de 

importancia porque esta  busca el entendimiento de las interacciones de los diferentes sistemas 

de la célula, lo que incluye las relaciones de la síntesis proteica, metabolismos y procesos 

evolutivos, los cuales son claves en el momento de caracterización genética de una especie. 
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