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RESUMEN 

 

Pycnoporus es un género de hongo basidiomiceto que se encuentra estrechamente 

relacionado con Trametes siendo morfológicamente similar, pero contrario a su color 

verdoso, grisaseo, pardo obscuro de éste. De acuerdo con Lomascolo et al. (2011) este 

género presenta tres características principales:  

1) Producir metaloenzimas de cobre y hierro implicadas en los compuestos de las 

paredes de las células vegetales. 

2) Poseer una ruta metabólica que involucra la funcionalidad de los compuestos 

aromáticos de la pared celular para dar alto valor añadido a compuestos como 

aromas y antioxidantes. 

3) Capacidad para producir cuerpos fructíferos y líneas celulares monocarióticas en 

condiciones de cultivo de laboratorio. 

Las especies de Pycnoporus tienen un intenso color rojo-anaranjado (Ryvarden, 1991; 

Ryvarden y Gilbertson, 1994) y el género comprende 8 especies: P. annosus, P. 

epilobii, P. mimicus, P. serialis, P. sanguineus, P. coccineus, P. cinnabarinus y P. 

puniceus. Habitualmente la identificación de las especies se basa en sus características 

morfológicas macro y microscópicas, así como su distribución geográfica en el mundo 

(Nobles y Frew, 1962), además, los metabolitos primarios y secundarios que produce el 

género Pycnoporus exhiben características diferenciales dependientes de cada especie 

y sus condiciones de cultivo, entre ellos enzimas ligninolíticas. Sin embargo, la 

separación entre especies de Pycnoporus, es decir P. sanguineus, P. cinnabarinus, P. 

coccineus y P. puniceus sigue siendo difícil, sobre todo a nivel morfológico 

macroscópico porque las características que presentan son muy similares (Eggert et al., 

1998; Lomascolo et al., 2011; Lesage-Meessen et al., 2011; Coronel, 2016; Díaz, 2015; 

Andrade, et al., 2020), es decir el carpóforo presenta un píleo el cual puede medir de 1 

a 9 centímetros, el ancho 2-6 centímetros y un espesor que va de 0.2 a 2 centímetros. 

Los colores van de la escala del rojo al anaranjado, himenio poroso, típicamente 

sésiles, consistencia corchosa, esporas de color blanquecinas con forma ovalada, 



  

cilíndrica o piramidal. Se puede diferenciar a estas especies mediante un estudio 

detallado en cuanto a la morfología del cuerpo fructífero, esporas e hifas. 

La identificación por medio de técnicas moleculares de genes que comprenden 

secuencias ITS del ADN ribosómico, β-tubulina y enzimas como ARN polimerasa, 

celobiohidrolasa-C, topoisomerasa II, manganeso peroxidasa o lacasas ha sido de gran 

ayuda especialmente en hongos basidiomicetos (Eggert et al., 1998; Lomascolo et al., 

2002). Sin embargo, existen pocos trabajos a nivel internacional y nacional donde se 

empleen más de tres marcadores moleculares de identificación de hongos 

basidiomicetos. En este trabajo se propuso la identificación de la cepa de Pycnoporus 

HEMIM-53 proveniente de Quilamula, Tlaquiltenango, del estado de Morelos, para 

determinar sí pertenece a la especie P. coccineus usando oligonucleótidos dirigidos al 

gen lacasa de 1646 pb, amplificándolo en tres fragmentos (566, 584 y 496 pb). Se 

lograron amplificar los primeros dos fragmentos: fragmento 1, de 531 pb y el fragmento 

2, de 513 pb, que, juntos equivalen al 63.42% de las bases totales del gen, los 

resultados sugieren que el fragmento de 531 pb representa el 32.26% del gen completo 

y pertenece a la especie P. sanguineus con un 96% de identidad y a la especie P. 

coccineus con un 80.61%. El fragmento de 513 pb representa el 31.16% del gen total, 

los resultados sugieren que la cepa pertenece a P. sanguineus con un 89.44% de 

identidad y a la especie P. coccineus con un 79.86%. Sin embargo, no se pudo obtener 

ninguna secuencia del fragmento de 496 pb. Cabe mencionar que la cepa podría 

tratarse también de una cepa híbrida y quizá sea necesario obtener todo el genoma de 

la cepa para mandarlo a secuenciar y mejorar los resultados obtenidos.
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1. INTRODUCCIÓN 

 

El reino Fungi es considerado un grupo mega diverso (Margulis, L., & Chapman, 2009, 

Heredia et al., 2008), se encuentra ampliamente distribuido a nivel mundial, 

registrándose más de 80, 000 especies de hongos en el mundo, de las cuales 7,000 

especies se encuentran distribuidas en México (Díaz, 2015). Contribuyen a la 

descomposición de la materia orgánica, participando en los ciclos biogeoquímicos y de 

esta forma juegan un papel de vital importancia en el mantenimiento de los ecosistemas 

(Pompa, 2011). Además, pueden representar una importancia económica, alimenticia, 

medicinal y biotecnológica para el hombre, aunque algunos otros pueden resultar 

también perjudiciales (Díaz, 2015). 

 

Los hongos comparten parcial o totalmente las siguientes características: nivel de 

organización unicelular, pluricelular o dimórfico; paredes celulares que contienen quitina 

y/o celulosa; hifas uninucleadas, binucleadas o plurinucleadas; división nuclear mitótica 

y meiótica; nutrición heterótrofa; reproducción sexual y asexual (Batallas, 2016). Estos 

organismos crecen sobre cualquier tipo de materia orgánica y en base a su nutrición se 

agrupan en tres grandes grupos: Los parásitos, que extraen las sustancias orgánicas 

que necesitan de un hospedero al que debilitan y a la larga lo matan; los simbióticos, 

aquellos que subsisten en relación mutua intercambiando sustancias orgánicas con 

algas (Líquenes) o  las raíces de los árboles (Micorrizas); por ultimo están los saprófitos 

que se alimentan de la materia orgánica en descomposición como la madera (Díaz, 

2015) evitando la acumulación de la biomasa vegetal en los ecosistemas (Aro et al., 

2005). Este último grupo incluye a grupos del filo Ascomycota, pero está mejor 

representado en cuanto a número de especies por el grupo Basidiomycota. Los 

basidiomicetos además de su participación en los ecosistemas evitan la acumulación de 

biomasa vegetal, son productores de diferentes tipos de enzimas, metabolitos o 

compuestos con potencial biotecnológico, razón por la cual los científicos se han 

interesado tanto en ellos (Díaz, 2015). 
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1.1. Basidiomicetos 
 

Dentro de reino de los hongos se encuentra el filo Basidiomycota, del cual se estima 

que existen más de 30,000 especies en el mundo (Webster & Weber, 2007), entre ellas 

especies microscópicas y macroscópicas. Algunas características de este filo son su 

píleo en forma de sombrilla, su reproducción es de tipo sexual y asexual y esto lo logran 

gracias a las basidiosporas que se producen en el himenóforo, específicamente en los 

basidios. El ciclo de vida típico de un basidiomiceto (Figura 1) se divide en dos fases: 

una fase monocariótica y una fase dicariótica. Dicho ciclo comienza con una 

basidiospora que germina y origina un micelio monocariótico (Micelio primario), dos 

micelios primarios se buscan y ocurre la plasmogamia dando origen a un micelio 

dicariótico (Micelio secundario). Cuando las condiciones son ideales para el hongo, el 

micelio dicariótico es inducido a la formación del cuerpo fructífero, iniciando la 

cariogamia y la meiosis en los basidios (Células binucleadas) produciendo 4 células 

monocarióticas (Lomascolo et al., 2011). 

 

 

Figura 1. Ciclo reproductivo típico de un basidiomiceto. 

 

Los basidiomicetos son conocidos por descomponer la madera y en base a ello se ha 

dado una clasificación: hongos de pudrición blanca, hongos de pudrición parda o 

marrón y hongos de pudrición blanda. Los hongos de pudrición blanda son aquellos que 
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degradan la celulosa, los de pudrición parda son aquellos que degradan no solo la 

celulosa, sino que también se encargan de degradar la hemicelulosa, mientras que los 

hongos de pudrición blanca son aquellos que degradan la lignina, esto lo logran gracias 

a su sistema ligninolítico, el cual consiste en la producción de enzimas inespecíficas con 

gran potencial oxidativo, las cuales son capaces de degradar también compuestos 

fenólicos, compuestos de estructuras complejas como los hidrocarburos, y compuestos 

nocivos para el ambiente (Galhaup et al., 2002; de Souza et al., 2022). Por dichas 

razones los científicos se han interesado tanto en los hongos de pudrición blanca, 

encontrando en ellos gran potencial biotecnológico e industrial. 

 
1.2. Hongos de la pudrición blanca: el sistema ligninolítico 

 

 

Se conocen como hongos de la pudrición blanca a todos aquellos hongos que degradan 

la lignina. Su importancia radica su sistema ligninocelulítico, el cual consiste en un 

grupo de enzimas como: manganeso peroxidasa (MnP), lignina peroxidasa (LiP), 

fenoxazinona sintasa y lacasas (Eggert et al., 1995, Roes- Hill et al., 2009). Las lacasas 

son capaces de oxidar compuestos fenólicos y no fenólicos difíciles o imposibles de 

degradar por otras enzimas, siendo unas de las enzimas más eficientes degradadoras 

de lignina (Srinivasan et al., 1995). 

 

Las lacasas son glicoproteínas, metaloenzimas multicobre cuyo tamaño es de 

aproximadamente 1646 pb. Son importantes en la degradación de la lignina, debido al 

gran potencial redox que le brindan los iones de cobre presentes en su sitio activo. 

Estas enzimas catalizan la oxidación de compuestos fenólicos como orto y para 

difenoles, aminofenoles, polifenoles, poliaminas, diaminas de arilo y las ligninas. Se ha 

demostrado que las lacasas también degradan compuestos no fenólicos en presencia 

de moléculas que actúen como mediadores de transferencia de electrones (Srinivasan 

et al., 1995; Lomascolo et al., 2002; Sigoillot et al., 2002; Couto et al., 2006; Uzan et al., 

2010; Lesage-Meessen et al., 2011; Lomascolo et al., 2011; Lavasseur et al., 2014). El 

género Pycnoporus es quizá el grupo más novedoso en cuanto al estudio de hongos de 

pudrición blanca que producen lacasas y que descomponen la madera, razón por la 
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cual las propiedades biotecnológicas y de degradación de las lacasas en este género 

se han detallado progresivamente desde 1990 en artículos internacionales y nacionales. 

 

2. MARCO TEÓRICO 
 

2.1. Características de Pycnoporus 
 

Pycnoporus es un grupo de hongos cosmopolitas clase Agaricomycete, orden 

Polyporales, familia polyporaceae. Este género comprende 8 especies registradas las 

cuales son: P. annosus, P. epilobii, P. mimicus, P. serialis, P. sanguineus, P. coccineus, 

P. cinnabarinus y P. puniceus, siendo las más representativas las ultimas 4  (Figura 2)  

(Díaz, 2015), por ser las especies que se han reportado en los artículos como 

productoras de moléculas de valor biotecnológico e industrial como las enzimas lacasas 

(Lomascolo et al., 2002; 2011; Lesage-Meessen et al., 2011; Lavasseur et al., 2014; 

Couto et al.,  2006).  

 

Pycnoporus es un grupo de homobasidiomycetos heterotálicos con sistema de 

apareamiento tetrapolar (Nobles & Frew, 1962). En especímenes maduros el cuerpo 

fructífero de estos hongos va de color blanquecina a plateada (Guzmán, 2003), aunque 

tienden a presentar otras variaciones macroscópicas tales como forma, grosor, textura 

de la superficie, consistencia, sistema de hifas, reacciones macroquímicas (Cifuentes et 

al., 1986, Gilbertson & Ryvarden, 1986). Este género presenta fructificación anual con 

un píleo liso, sésil y coriáceo, con forma de medialuna y en ocasiones con zonas 

concéntricas débilmente marcadas, también presenta túbulos cilíndricos y sistema de 

hifas dimíticas o trimíticas con hifas generativas, envolventes y esqueléticas. A nivel 

microscópico las esporas son oblongas o cilíndricas hialinas con paredes lisas y 

amiloideas es decir que son similares al almidón, coloreándose de negro azulado con el 

yodo, igual que lo hace el almidón (Tormo, 2014).  

 

Las especies Pycnoporus tienen un intenso color rojo-anaranjado el cual se da gracias 

a la presencia de algunos pigmentos como la tramesanguina, el ácido cinabarinico y la 

cinabarina, cabe mencionar que estos pigmentos presentan actividad antimicrobiana, 
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antifúngica y antiviral, además estos hongos son muy eficaces como productores de 

enzimas lacasas y por esta razón han despertado el interés en la comunidad científica 

(Ryvarden, 1991; Ryvarden y Gilbertson, 1994).  

 

 

Figura 2. Píleo e himenóforo de especies del género Pycnoporus que se han reportado 

en artículos: 1. (a) Píleo y (b)Himenóforo de P. sanguineus; 2. (a) Píleo y (b) 

Himenóforo de P. cinnabarinus; 3. (a) Píleo y (b) Himenóforo de P. coccineus; 4. (a) 

Píleo y (b) Himenóforo de P. puniceus (Modificado de Téllez et al., 2016). 

 
2.2. Distribución de Pycnoporus 

 

2.2.1. Distribución mundial 
 

Pycnoporus es un género cosmopolita y se encuentra distribuido en zonas tropicales y 

subtropicales del planeta, en la figura 3 se muestra una franja roja que representa las 

zonas tropicales y las líneas punteadas amarillas delimitan las zonas subtropicales del 

planeta, ambas regiones representan los sitios en los que puede hallarse distribuido el 

género Pycnoporus. 
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Figura 3. Distribución de Pycnoporus en el mundo: la franja roja indica las zonas 

tropicales y las líneas punteadas color amarillo delimitan las zonas subtropicales, sitios 

donde puede estar distribuido el género Pycnoporus. 

 

2.2.2. Distribución en México 
 

De acuerdo con los datos recabados por Pérez-Silva en 1988 y el sitio web naturalista, 

se sabe que Pycnoporus se encuentra ampliamente distribuido en casi todos los 

estados de México con excepción de Baja California Norte, Durango, Aguascalientes y 

Zacatecas (Figura 4), creciendo sobre sustratos diversos como troncos de encino, pino, 

café, entre otros. 
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Figura 4. Áreas de distribución de Pycnoporus en México. 

 

2.2.3. Distribución en el estado de Morelos 
 

 

Aunque existe poca información sobre la distribución de Pycnoporus en el estado de 

Morelos, Díaz en 2013 describe registros sobre la presencia de Pycnoporus en el 

estado de Morelos en los municipios de Tepoztlán, Yautepec, Jojutla, Tlaquiltenango, 

Cuernavaca, Temixco y Zacatepec (Figura 5). 
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Figura 5. Distribución de Pycnoporus en los municipios indicados de color azul, de 

acuerdo con Díaz en 2013. 

 

2.3. Usos de Pycnoporus: moléculas de importancia biotecnológica e industrial 
 

Pycnoporus un grupo de hongos de pudrición blanca que tienen como principal función 

en los ecosistemas la degradación de la lignina, evitando la acumulación de biomasa 

vegetal, esto lo logran gracias a las moléculas que produce como sus enzimas lacasas. 

Se cultiva en agar, sustrato sólido, cultivos semisólidos y cultivos líquidos de donde se 

obtienen principalmente metabolitos con actividades enzimáticas y otras aplicaciones  

como beta-glucanos y antioxidantes (Mendoza et al., 2020). Las enzimas lacasas 
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producidas por este hongo presentan diversas aplicaciones biotecnológicas como la 

fabricación de medicamentos contra el cáncer. En la industria alimenticia se aplica dicha 

enzima en ciertos procesos que modifican o mejoran el color del alimento o bebida, de 

esta manera, una interesante aplicación en la industria alimenticia implica la eliminación 

de compuestos fenólicos, responsables del pardeamiento y la turbidez en el jugo de 

frutas, la cerveza y el vino (Couto et al., 2006). En la industria del papel las lacasas son 

utilizadas para deslignificar la pulpa de la madera que se genera durante el proceso de 

fabricación del papel para volverlo menos rígido y al mismo tiempo blanquearla. En 

procesos de biodegradación son utilizadas para transformar subproductos agrícolas, 

materias primas, contaminantes orgánicos y xenobióticos industriales en aguas 

residuales, evitando así la acumulación de estos compuestos que dañan los 

ecosistemas (Lomascolo et al., 2002; Couto et al., 2006; Lomascolo et al 2011; Lesage-

Meessen et al., 2011; Lavasseur et al., 2014).  

 

Se ha demostrado que los pigmentos como el ácido cinabarínico, la cinabarina y 

tramesanguina, cuya síntesis es catalizada por lacasas, presentan actividad 

antibacteriana, antiviral y antimicótica, aunque poco se sabe de esta última, también 

son utilizados como ingredientes de cosméticos para dar un tono rojo intenso a 

maquillajes y tintes para el cabello (Lomascolo et al., 2002; Couto et al., 2006; 

Lomascolo et al., 2011; Lesage-Meessen et al., 2011; Lavasseur et al., 2014). El cuerpo 

fructífero de Pycnoporus es utilizado en infusiones de té para eliminar parásitos y 

dolores intestinales, además de poseer propiedades antitumorales (Acosta-Urdapilleta 

et al., 2016), inclusive, también es aplicado sobre verrugas y granos para desinflamar y 

remediar problemas menopaúsicos (Pérez-Silva et al., 1998). 

 

2.4. Identificación molecular en hongos y marcadores utilizados 
 

La correcta identificación de los hongos es de gran importancia para poder agrupar a 

las diversas especies existentes. Por lo tanto, la identificación de especies de hongos 

basada en características morfológicas no es suficiente para una correcta identificación 

por lo que se han propuesto enfoques de biología molecular que vuelven más acertados 

los resultados de una identificación de hongos. 



 

10 

 

En los últimos años, la evaluación más precisa de la identificación y la diversidad de 

hongos se ha logrado usando marcadores moleculares. Un marcador molecular es una 

secuencia especifica de nucleótidos que puede ser monitoreada, tales como el 

espaciador interno transcrito (ITS), región de ADN ribosomal nuclear que comprende las 

regiones ITS1, ITS2, ITS4, y el gen 5.8s (Figura 6) y además se utilizan secuencias 

parciales de genes que codifican subunidades de ARN, tales como la polimerasa, β-

tubulina, celobiohidrolasa- C, topoisomerasa II, manganeso peroxidasa, fenoxazinona 

sintasa y lacasas (Le Roes Hill et al., 2009; Lesage-Meessen et al., 2011). Existen otras 

técnicas utilizadas para la identificación molecular en hongos tales como RFLP 

(restricción de longitud de fragmentos polimorfismo) y RAPDs (ADN polimórfico 

amplificado al azar) y todas estas comprenden regiones altamente conservadas y 

variables que pueden ser utilizados para comparar filogenéticamente entre organismos 

del mismo género y entre cepas de la misma especie.  

 

Lomascolo en 2002, llevó a cabo la identificación molecular utilizando las regiones 

ITS1-5.8s-ITS2 (Figura 6) de secuencias genómicas de 20 cepas de Pycnoporus (2 de 

P. coccineus, 8 de P. cinnabarinus y 10 P. sanguineus). El árbol filogenético que se 

obtuvo agrupa a las cepas de acuerdo con su origen geográfico, un grupo incluye cepas 

asiáticas y el otro grupo a cepas del norte de Europa.  

 

Figura 6. Representación esquemática de las regiones estudiadas del DNAr y los 

diferentes oligonucleótidos (Solé, 2002). 

 

Rungjindamai en su estudio de 2008, llevó a cabo la caracterización molecular de 

basidiomicetos de Tailandia utilizando las regiones ITS y las especies fueron 

identificadas como P. puniceus que formaron un grupo con P. sanguineus agrupándolos 

en un clado basal (Ryvarden & Johansen ,1980). 
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Lesage-Meessen en 2011, describierón las relaciones filogenéticas de treinta y seis 

cepas de Pycnoporus obtenidas de diferentes colecciones internacionales (dos cepas 

de P. puniceus, 5 de P. cinnabarinus, 25 de P. sanguineus y 4 de P. coccineus) 

utilizando marcadores moleculares: ITS de DNAr y beta tubulina, en el cual se 

obtuvieron cepas de P.sanguineus, P.coccineus, P, cinnabarinus y P. puniceus. 

Posteriormente realizó arboles filogenéticos en los que observó que las cepas de 

P.sanguineus, P.coccineus, P, cinnabarinus se encontraban estrechamente 

relacionados, siendo las cepas de  P. puniceus las más alejadas en los clados. Cabe 

mencionar que al analizar parte de la secuencia de la cepa HEMIM-53, esta se 

encuentra en un clado junto a P. sanguineus. 

 

Batallas Molina en 2016, realizó la identificación morfológica y molecular mediante el 

análisis de las regiones ITS de macrohongos colectados. Se identificaron 

morfológicamente cuatro especies de macrohongos: Favolus tenuiculus, Lentinus 

scleropus, Pycnoporus sanguineus y Trametes elegans, molecularmente Favolus 

tenuiculus tres de sus cuatro secuencias coincidieron con F. brasiliensis y la restante 

con Neofavolus alveolaris reportadas en el GeneBank. Las secuencias de L. scleropus 

con 97% de identidad eran parecidas a la única secuencia de L. scleropus registrada en 

el GenBank, todas las secuencias de P. sanguineus coincidieron en 100% con P. 

sanguineus en comparación con las secuencias del banco de genes, T. elegans y sus 

secuencias coincidieron con las secuencias de T. elegans. La caracterización 

morfológica coincidió con la molecular en casi todas las especies. 

 

Díaz en 2015,  realizó la identificación molecular y morfológica de especímenes de 

Pycnoporus spp con cepas del herbario micológico del CIB-UAEM, utilizando las cepas 

HEMIM-51 que proviene de la Cangrejera en Coatzacoalcos Veracruz, HEMIM-52 y 53 

del municipio de Tlaquiltenango y Morelos respectivamente y HEMIM-54 del municipio 

de Cuernavaca, Morelos, y cepas de especímenes que fueron colectados en los 

municipios de Tepoztlán, Yautepec, Jojutla y Tlaquiltenango, para determinar a qué 

especie pertenecen. Además Díaz revisó las colecciones nacionales y mapeo la 

distribución de Pycnoporus en México, reportando únicamente cepas de P. sanguineus. 
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Se encontró un total de 495 registros de especímenes del genero de Pycnoporus spp., y 

se compararon estos resultados con los resultados reportados por Pérez-Silva en 1988, 

encontrando un nuevo reporte hecho por el herbario ENCB-IPN de un espécimen 

depositado en 1989 para el Estado de México, incluyendo a este resultado Díaz realizó 

un nuevo mapa de la distribución de Pycnoporus spp. en el país, observando que los 

tres estados con mayor número de especímenes depositados en las colecciones fueron 

Jalisco con 135, Veracruz con 103 y Morelos con 36. En cuanto a la identificación 

molecular Díaz logro amplificar la secuencia ITS1-5.8S-ITS2 para identificar las cepas 

de Pycnoporus spp., sin embargo, no pudo obtener resultados de la secuenciación.  

 

Coronel Pastor, 2019 realizó identificación molecular de la cepa de Pycnoporus HEMIM-

51 utilizando 3 marcadores moleculares: ITS, β-tubulina y lacasa lac3-1. En sus 

resultados con ITS, se identificó la cepa HEMIM-51 cepa como Pycnoporus coccineus, 

con β-tubulina se identificó a la cepa HEMIM-51 como Pycnoporus sanguineus y P. 

coccineus. Por último, utilizando el gen lac3-1 se identificó a la cepa HEMIM-51 como 

Pycnoporus sanguineus. 

 
3. JUSTIFICACIÓN  

 

Pycnoporus es un género de gran interés debido a que produce enzimas y pigmentos 

que son empleados en la industria farmacéutica, alimenticia y del papel, en 

biorremediación de aguas residuales, en cosmética y principalmente en la degradación 

de la lignina, por lo que su identificación es esencial para poder aprovechar esos 

beneficios. Alrededor del mundo las cepas de Pycnoporus spp., se han caracterizado de 

manera morfológica macroscópica, por su crecimiento en agar HIT, en cultivo sólido y 

líquido, por producción de lacasas, cinabarina y ácido cinabarínico, inclusive las 

correspondientes al cepario de hongos HEMIM del CIB-UAEM (Díaz, 2015; Acosta-

Urdapilleta, 2010). Es complicado identificar a las especies Pycnoporus de acuerdo con 

su morfología macroscópica del cepario HEMIM, pueden ser de tres especies 

diferentes, ya que estas presentan grandes similitudes (como la coloración y la forma 

del píleo), pero diferencias en sus esporas, por lo que solo la cepa HEMIM-51 fue 

identificada con técnicas más precisas empleando marcadores moleculares como ITS, 
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b-tubulina y lacasas (Coronel, 2019; Montaño, 2021), cabe destacar que solo existen 

dos trabajos a nivel mundial donde se han empleado estos tres marcadores al mismo 

tiempo para identificar estas cepas. 

Debido a la problemática que existe para la identificación de cepas mediante morfología 

macroscópica y microscópica, en México hasta hace poco se sugería solo la presencia 

decepas de P. sanguineus, más recientemente, de acuerdo con el sitio web enciclovida 

se ha reportado la presencia de P. cinnabarinus en la mayoría de los estados. Se 

propone en este trabajo la identificación molecular de la cepa de Pycnoporus HEMIM-53 

del cepario de hongos HEMIM del CIB- UAEM empleando como marcador molecular el 

gen lacasa. 

4. HIPÓTESIS 
 

El uso de métodos moleculares permitirá la identificación de la cepa de Pycnoporus 

HEMIM-53 empleando como marcador molecular el gen lacasa. 

 

5. OBJETIVOS 
 

5.1. Objetivo General  
 

Identificar la cepa de Pycnoporus HEMIM- 53, del cepario de hongos HEMIM del CIB- 

UAEM empleando como marcador molecular el gen lacasa.  

 
5.2. Objetivos específicos  

 

- Amplificar por fragmentos (de entre 500 y 600 pb) la región del gen de la lacasa. 

- Obtener los productos de PCR de la secuencia del gen lacasa. 

- Analizar de forma independiente cada fragmento de la secuencia del gen lacasa 

bioinformáticamente y construir árboles filogenéticos para identificar la cepa 

HEMIM-53.  

- Unir los fragmentos y analizar la secuencia completa del gen lacasa 

bioinformáticamente y construir un árbol filogenético para identificar la cepa 

HEMIM-53. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

6.1. Material biológico 
 

 
Se utilizó la cepa HEMIM-53 (figura 7) de la colección HEMIM del CIB-UAEM, donadas 

por la M. en C. Ma de Lourdes Acosta Urdapilleta.  

 
Figura 7. Cepa HEMIM-53 

 

6.2. Cultivo y obtención del micelio 
 

Para la obtención del micelio, se utilizó el medio de cultivo de harina integral de trigo 

(HIT) donde se realizó la siembra de la cepa, fue incubada por 10 días a 28°C, se 

revisaron constantemente las cajas para eliminar las que estaban contaminadas y se 

resembró constantemente la cepa para evitar perderla y para realizar las extracciones 

de ADN necesarias. 

 

6.3. Extracción de ADN 
 

Se utilizó el método de extracción de fenol-cloroformo, modificado a partir del método 

reportado por Lomascolo et al., 2002. Se aisló el ADN genómico realizando un raspado 

de las cajas que presentaron crecimiento de micelio de 10 días, utilizando una espátula 

hasta obtener de 100 a 300 mg de micelio. Se homogenizó con 1000µl de buffer Tris–

HCl pH 8.5 el cual contiene 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS-duodecil sulfato de 

sodio. Después de macerar con un mortero el contenido se vertió sobre un tubo 

eppendorf y se le aplicó agitación con un vortex durante 1 minuto. Posteriormente se 

incubó 15 minutos a temperatura ambiente añadiéndole 1000µl de 

fenol/cloroformo/alcohol isoamílico. Se centrifugó a 13000g durante 1 hora a 4°C, la 
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parte acuosa fue transferida a un tubo eppendorf que contenía 25µl de RNAsa y se 

incubó a 37°C por 30 minutos, se añadió 1ml de cloroformo a la fase acuosa y se 

centrifugó nuevamente a 13000g durante 10 minutos. El ADN se precipitó con la adición 

de isopropanol y acetato de sodio 3M en una proporción 10:1 v/v y se incubó la muestra 

en hielo por 2 horas. El sedimento recuperado se lavó con etanol al 70%, se secó y se 

resuspendió en 50 µl de agua grado molecular. 

6.4. Amplificación por PCR del gen lacasa 

 
Se utilizaron oligonucleótidos específicos para el gen Lacasa (tabla 1), diseñados en el 

Laboratorio de Estructura, Función e Ingeniería de Proteínas (en la figura 8 se muestran 

sus sitios de unión). Los oligonucleótidos originalmente se enviaron a sintetizar con 

base a las regiones conservadas de la secuencia de Pycnoporus con el número de 

acceso: EU683258 

 
Tabla 1. Oligonucleótidos para las secuencias de Lacasa. 

 

Oligos pb TM % GC Tamaño de fragmento 

F2 – 5’-CAY TGG CAY GGR TTC TTC-

3’ 

RL3 – 5’-ACCGCT TKC CCT GBG 

TGA C-3’ 

18 

19 

65ºC 

65ºC 

47 

55 

566 pb 

FL3 – 5’-GTC ACV CAG GGM AAG 

CGG T-3’ 

RL4 – 5’-GTC VAC RCC WCC DGS 

CTC GGG-3’ 

19 

 

21 

69ºC 

 

69ºC 

 

55 

 

61 

584 pb 

FL4 – 5′-CCC GAG SCH GGW GGY 

GTB GAC-3′ 

R8 – 5′-GAG RTG GAA GTC RAT GTG 

RC-3′ 

21 

 

20 

70ºC 

 

62ºC 

 

 

61 

 

45 

496 pb 

 

 

En rojo se indican las bases sustituidas en base al código de una letra para oligos 
degenerados, donde: Y= C ó T, R= A ó G, K= G ó T, B= C ó G ó T, V= A ó C ó G, M= 

A ó C, W= A ó T, D= A ó G ó T, S= G ó C, H= A ó C ó T. 
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Antes de iniciar la reacción en cadena de la polimerasa se prepararon tubos para PCR 

los cuales contenían los compuestos que se indican en la tabla 2. 

 

Tabla 2. Compuestos utilizados en la reacción en cadena de la polimerasa. 

PCR 

 

compuesto cantidad 

Buffer Taq 5µl 

DNTP’s 5µl 

MgCl₂ 5µl 

Forward 1µl 

Reverse 1µl 

ADN 3µl 

Taq 

polimerasa 

0.2µl 

Aforar a 50µl 

La reacción de PCR se llevó a cabo en un termociclador con las condiciones mostradas 

en las tablas 3, 4 y 5. 

 

Figura 8. Sitios de unión de los oligonucleótidos utilizados (F2, RL3, FL3, RL4, FL4 Y 

R8). Imagen tomada de la tesis de maestría de Coronel, 2019. 
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Tabla 3. Condiciones de la reacción de PCR para el fragmento 1. 

 

Etapa Temperatura Tiempo 

Desnaturalización inicial 94ºC 5 minutos 

Desnaturalización 94ºC 30 segundos 

Alineamiento 65ºC 1 minuto 

Elongación 72ºC 2 minutos 

Extensión final 72ºC 7 minutos 

30ciclos 

 
 

Tabla 4. Condiciones de la reacción de PCR para el fragmento 2. 
 

Etapa Temperatura Tiempo 

Desnaturalización inicial 94ºC 5 minutos 

Desnaturalización 94º 30 segundos 

Alineamiento 69º 1 minuto 

Elongación 72º 2 minutos 

Extensión final 72º 7 minutos 

30ciclos 

 
Tabla 5. Condiciones de la reacción de PCR para el fragmento 3. 

 

Etapa Temperatura Tiempo 

Desnaturalización inicial 94º 5 minutos 

Desnaturalización 94º 30 segundos 

Alineamiento 62º 1 minuto 

Elongación 72º 2 minutos 

Extensión final 72º 7 minutos 

30ciclos 
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6.5. Electroforesis en gel de agarosa 
 

Una vez terminado el proceso de PCR, se tomaron 8 μl de producto de PCR y 1 μl de 

azul de bromofenol, se mezclaron y se colocó la muestra en gel de agarosa al 0.8% 

disuelta en buffer TAE 1X con un pH 8. El gel de agarosa se puso en la cámara de 

Electroforesis y se corrió a 75V por 40 min, posteriormente se tiñó el gel con una 

solución de bromuro de etidio 0.5 μg/ml durante 20 min. Finalmente se observó el gel 

en el transiluminador. 

 

6.6. Purificación del producto de PCR 
 

Los productos de PCR que se observaron cómo bandas claras se purificaron cortando 

el fragmento de gel que contenía las bandas deseadas, posteriormente se utilizó el kit 

de extracción de gel Thermo Scientific GeneJET, para purificar el producto de PCR. Se 

colocaron las bandas cortadas en un tubo eppendorf sin exceder los 500 µl, 

posteriormente se añadió Binding buffer en una proporción 1:1, se incubó a 50ºC por 10 

minutos (hasta disolverse el gel), posteriormente se tomaron 800 µl de la muestra y se 

depositó en un tubo colector (columnas de purificación), se centrifugo el tubo 2 veces 

durante 1 minuto por vez para eliminar el Binding buffer. Se agregaron 700 µl de Wash 

buffer, se centrifugo por un minuto y se eliminó el Wash buffer, se centrifugó la columna 

sin agregarle algo más, posteriormente se colocó la columna sobre un tubo eppendorf y 

se le añadieron 30 µl de agua libre de nucleasas y se centrifugó durante 1 minuto, se 

colocó nuevamente la columna sobre un tubo eppendorf y se le añadieron 20 µl de 

agua libre de nucleasas y se centrifugó durante 1 minuto, posteriormente el resultante 

se cuantifico en el Instituto de Biotecnología (IBT) de la UNAM mediante un nanodrop. 

Se repitió el mismo procedimiento para cada uno de los productos de PCR de la 

secuencia del gen lacasa. 

 

6.7. Análisis bioinformático 
 

Los productos de la purificación se mandaron a secuenciar al Instituto de Biotecnología 

de la UNAM. Se realizó una comparación con la base de datos provista por BLAST 

(Basic Local Alignment Search Tool). 
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6.8. Análisis filogenético 
 

El análisis filogenético se realizó mediante el uso del programa MEGA (Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis). 

7. RESULTADOS 

 

7.1. Extracción de ADN 

 

Para realizar la extracción de ADN genómico se realizó el procedimiento tal cual se 

menciona en la metodología. La cepa fue sembrada en medio sólido de harina integral 

de trigo y fue incubada durante 10 días a 28°C, posteriormente se realizó el raspado de 

micelio y la extracción del ADN utilizando el método de fenol-cloroformo. El ADN 

obtenido se conservó en 3 tubos eppendorf, clasificados como muestra 1, 2 y 3, 

posteriormente las muestras se enviaron a cuantificar al Instituto de Biotecnología de la 

UNAM (tabla 2). 

 

Tabla 6. Cuantificación de ADN. 

 

Muestras Contenido de ADN (ng/µl) 

Muestra 1 106.0 

Muestra 2 186.4 

Muestra 3 65.2 

 

En los resultados de la cuantificación se observó que la extracción de ADN fue exitosa y 

que la cantidad obtenida era suficiente para continuar con los experimentos. 

Se realizó una electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% en el cual se corrieron las 3 

muestras de ADN a 75V durante 40 minutos, el gel fue teñido con bromuro de etidio y 

finalmente se observó en el transiluminador. Se lograron observar las bandas para las 3 

muestras (Figura 9). 
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7.2. Amplificación de la secuencia del gen por PCR 
 
Para amplificar los fragmentos de la secuencia del gen lacasa se realizó un PCR para 

cada fragmento con las condiciones ya mencionadas, modificando únicamente la TM la 

cual fue 65º para el primer fragmento, 69º para el segundo y 65º para el tercero. Una 

vez obtenidos los productos de PCR se corrió un gel de agarosa al 0.8% para cada 

fragmento. En las figuras 10 y 11 se pudo observar que la amplificación fue exitosa y se 

observaron las bandas esperadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

M 1 2 3 

Figura 9. Gel de electroforesis 0.8% con las bandas obtenidas de la extracción de ADN. 
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Figura 10. Gel de agarosa 0.8% con las bandas del producto de PCR del fragmento 1 

de la secuencia del gen lacasa. 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Gel de agarosa 0.8% con las bandas del producto de PCR del fragmento 2 

de la secuencia del gen lacasa. 

 

M 1 2 3 4 5 

M 1 2 3 4 5 6 7 
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Para el tercer fragmento la amplificación no fue exitosa ya que no se observaron las 

bandas en el gel de agarosa, se repitió el PCR para el tercer fragmento modificando la 

temperatura y las cantidades de algunos compuestos, sin embargo, el resultado fue el 

mismo. Se decidió diseñar un nuevo oligo FL4 (tabla 7) y se repitió la reacción probando 

diferentes concentraciones de los compuestos y diferentes temperaturas (64º, 63.5º, 63º 

y 62º), tomando en cuenta la TM del oligo R8, sin embargo no se obtuvieron resultados, 

las bandas no se mostraron en el gel de agarosa. 

 

Tabla 7. Características del oligo FL4 rediseñado, donde: 
Y= C ó T, D= A ó G ó T, S= G ó C, H= A ó C ó T. 

 

 

Una vez obtenidos los productos de PCR de los fragmentos 1 y 2 de la secuencia del 

gen lacasa se purificaron utilizando el kit de extracción de gel Thermo Scientific 

GeneJET, se cuantificaron (tabla 8) y posteriormente se mandaron a secuenciar al 

Instituto de Biotecnología de la UNAM, obteniendo un fragmento de 531 pb (fragmento 

1) y otro de 513 pb (fragmento 2).  

 

Tabla 8. Cuantificación de los productos de PCR de los fragmentos 1 y 2. 

 

Muestras Contenido de ADN (ng/µl) 

Producto de PCR del fragmento 1 24.4 

Producto de PCR del fragmento 2 9.3 

 

7.3. Análisis bioinformatico (BLAST) 
 

A continuación, se muestran los resultados del análisis BLAST para el fragmento 1 y 2 

de la secuencia del gen lacasa. 

 

Oligo pb Tm1 Tm2 Tamaño de fragmento 

CDC TSA ACH TGG TYT TCA ACT T 22 63.99º 61.66º 496 pb 
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Figura 12. Análisis Blast del fragmento 1 de la secuencia del gen lacasa. 

 

Para el fragmento 1 de la secuencia del gen lacasa, con una cobertura (Query cover) 

del 99% se encontró identidad con Pycnoporus sanguineus con un porcentaje del 

79.17% al 86.10%, así mismo se encontró un porcentaje de identidad del 79.17% al 

80.61% con cepas de Pycnoporus coccineus y con Pycnoporus cinnabarinus se 

encontró porcentaje de identidad del 79.17% al 79.55%. 
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Figura 13. Análisis Blast del fragmento 2 de la secuencia del gen lacasa. 

 

Para el fragmento 2 de la secuencia del gen lacasa, con una cobertura (Query cover) 

del 92% se encontró identidad con Pycnoporus coccineus con un porcentaje del 89.01% 

al 89.44%. Con una cobertura (Query cover) del 85% se encontró identidad con 

Pycnoporus sanguineus con un porcentaje del 79.63% al 79.86%.  

 

7.4. Análisis filogenético 
 

Al realizar el árbol filogenético para el fragmento 1 de la secuencia del gen lacasa 

(figura 13), se pudo observar que la cepa HEMIM 53 se encuentra agrupada en un 

clado donde se encuentra P. sanguineus. Al realizar el árbol filogenético para el 

fragmento 2 de la secuencia del gen lacasa (figura 14), se pudo observar nuevamente 

que la cepa HEMIM 53 se encuentra agrupada en un clado junto a P. sanguineus. 
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Figura 14. Árbol filogenético con el fragmento 1 de la secuencia del gen lacasa obtenido 

del programa MEGA SOFTWARE. 
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Figura 15. Árbol filogenético con el fragmento 2 de la secuencia del gen lacasa obtenido 

del programa MEGA SOFTWARE. 

 

8. DISCUSIÓN Y CONCLUSIÓN 

 

Existen diversos trabajos sobre la identificación de Pycnoporus utilizando marcadores 

como ITS, β-tubulina y lacasas, sin embargo existen solo dos trabajos que han 

realizado identificación de este hongo utilizando los tres marcadores al mismo tiempo, 
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uno es el que realiza Lesage-Meessen et al.,  2011 en el cual analiza 36 cepas de 

Pycnoporus (5 de P. cinnabarinus, 2 de P. puniceus, 4 de P. coccineus y 25 de P. 

sanguineus) y las agrupa construyendo arboles filogenéticos en los que observó que las 

cepas de P.sanguineus, P.coccineus, P, cinnabarinus se encontraban estrechamente 

relacionados, siendo las cepas de  P. puniceus las más alejadas en los clados. El otro 

trabajo es el realizado por Coronel, 2019 en el que realiza la identificación molecular de 

la cepa HEMIM-51. En su trabajo, coronel pastor construye arboles filogenéticos donde 

observó que con ITS se identificó la cepa HEMIM-51 como Pycnoporus coccineus, con 

β-tubulina se identificó a la cepa HEMIM-51 como Pycnoporus sanguineus y P. 

coccineus. Por último, utilizando el gen lacasa se identificó a la cepa HEMIM-51 como 

Pycnoporus sanguineus. 

 

En este trabajo se realizó la identificación molecular de la cepa HEMIM-53 utilizando 

como marcador la secuencia del gen lacasa. Se decidió amplificar y secuenciar el gen 

por fragmentos, 3 en específico, de entre 500 a 600 pb, pero solo se consiguió 

secuenciar los primeros dos debido a que no se consiguió amplificar el tercer fragmento 

con los oligos con los que se pretendía hacerlo (FL4 y R8). Se decidió rediseñar el oligo 

FL4 y se probaron diferentes condiciones para tratar de amplificar el tercer fragmento y 

aun así no se obtuvieron resultados. Se enviaron a secuenciar los productos de PCR de 

los fragmentos 1 y 2, una vez recibidas las secuencias se realizaron los 

correspondientes BLAST, el resultado  arrojó que el fragmento 1, de 531 pb, representa 

el 32.26% de la secuencia total del gen lacasa (1646 pb) y presenta una cobertura 

(Query cover) del 99% para Pycnoporus coccineus, Pycnoporus sanguineus y 

Pycnoporus cinnabarinus, con un porcentaje de identidad del 86.10% para P. 

sanguineus, 80.61% para P. coccineus y 79.55% para P. cinnabarinus. El fragmento 2, 

de 513 pb, representa el 31.16% de la secuencia total y presenta una cobertura (Query 

cover) del 92% y un porcentaje de identidad del 89.44% con P. sanguineus. Además, el 

fragmento 2 presenta una cobertura (Query cover) del 85% y un porcentaje de identidad 

del 79.86% con P. coccineus.  

Del fragmento 1 solo se obtuvieron el 93.81% de las bases esperadas, ya que, de un 

total de 566 pb, se pudieron amplificar 531. Del fragmento 2 solo se obtuvieron el 
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87.84% de las bases esperadas, ya que, de un total de 584 pb, se pudieron amplificar 

513. Cabe recordar que el tercer fragmento de 496 pb no se logró amplificar. 

Posteriormente se realizaron los árboles filogenéticos correspondientes para el 

fragmento 1 y 2, incluso se unieron las 2 secuencias y se realizó un árbol filogenético 

más. En los resultados de ambos fragmentos unidos se observó que la cepa HEMIM-53 

se encuentra alineada en un clado junto a P. sanguineus. 

 

Se lograron amplificar los fragmentos 1 y 2 de la secuencia del gen lacasa, con un 

tamaño de 531 pb y 513 pb respectivamente. El fragmento 3 hasta ahora no se ha 

logrado amplificar ya que posiblemente alguno de los oligos no se pegó correctamente 

a la secuencia o quizá las condiciones del PCR no fueron las adecuadas, por lo tanto, 

no se consiguieron estandarizar. 

 

Se obtuvieron los productos de PCR y se enviaron a secuenciar, una vez recibidas las 

secuencias de los fragmentos 1 y 2 se realizaron los correspondientes BLAST, el 

resultado arrojo que la pequeña secuencia obtenida del fragmento 1 presenta una 

cobertura (Query cover) del 99% para Pycnoporus coccineus, Pycnoporus sanguineus y 

Pycnoporus cinnabarinus, con un porcentaje de identidad del 86.10% para P. 

sanguineus, 80.61% para P. coccineus y 79.55% para P. cinnabarinus. De acuerdo con 

los datos de BLAST, en las secuencias que se obtuvieron del fragmento 2, este 

presenta una cobertura (Query cover) del 92% y un porcentaje de identidad del 89.44% 

con P. sanguineus. Además, el fragmento 2 presenta una cobertura (Query cover) del 

85% y un porcentaje de identidad del 79.86% con P. coccineus. El fragmento 3 de la 

secuencia del gen lacasa no pudo analizarse de ninguna forma debido a que no se ha 

logrado amplificar. 

 
 

Se realizaron los arboles filogenéticos de los fragmentos 1 y 2 y se demostró que 

ambos fragmentos se agrupan en un mismo clado junto a P. sanguineus. 

 

Se puede inferir que la cepa HEMIM-53 pertenece a la especie P. sanguineus debido a 

que en los BLAST se observa afín a esta especie con una mayor cobertura y un mayor 
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porcentaje de identidad, sin embargo, es necesario secuenciar, realizar un BLAST y un 

árbol filogenético con el tercer fragmento de la secuencia del gen lacasa y realizar los 

mismos análisis uniendo los tres fragmentos, es decir, con la secuencia completa, para 

poder obtener un resultado concreto. 
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