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Introducción

Los hongos del género Ganoderma (P. Karst), han sido 

estudiados desde distintos puntos de vista, dependiendo de los 

intereses de cada grupo de investigación: como fuente de 

productos nutricéuticos y/o medicinales (Wasser et al., 2000; 

Mau et al., 2002; Sliva et al., 2003; Wachtel-Galor et al., 

2004; Han et al., 2005; Paterson, 2006;  Trigos y Suárez-

Medellín, 2011), como fitopatógenos en cultivos de palma 

aceitera, coco, hule, té, café, cacao y árboles forestales 

(Zakaria et al., 2005; Paterson, 2007; Karthikeyan et al., 

2009), como causa de asma debido a la dispersión aérea de sus 

esporas (Craig y Levetin, 2000), como degradadores 

selectivos de lignocelulosa con posibles aplicaciones en la 

fabricación de pulpa de papel y en la biodegradación de 

contaminantes como policloruro de bifenilo y otros fenoles 

clorados (Hong y Jung, 2004; Wang y Ng, 2006), e incluso, 

como complemento alimenticio para pollos de granja (Ogbe 

et al., 2008). Sin embargo, siendo un género particularmente 

variable desde el punto de vista morfológico, su 

identificación taxonómica presenta serias dificultades 

(Buchanan, 2001).

Este género perteneciente a los hongos poliporales, 

es uno de los más amplios al contar con más de 250 especies 
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reportadas en todo el mundo (Moncalvo et al., 1994; 

Buchanan, 2001). De acuerdo con Ryvarden (2000), 

actualmente el estatus de dicho género podría describirse 

como de “caos taxonómico”. La metodología empleada en la 

taxonomía tradicional suele tomar en cuenta características 

tales como: especificidad del hospedero, distribución 

geográfica y rasgos morfológicos macroscópicos del cuerpo 

fructífero, incluyendo el color del contexto, la forma del 

margen del píleo y la presencia o ausencia de estípite  (Seo y 

Kirk, 2000; Pérez et al., 2005; Hood, 2006).

Otras características comúnmente consideradas 

como útiles en la identificación del género, son las siguientes: 

estructura microscópica de la corteza del píleo; forma, textura 

y tamaño de las basidiosporas; presencia o ausencia de 

clamidosporas en cultivos in vitro y reacción amiloide o 

dextrinoide en presencia del reactivo de Melzer (Seo y Kirk, 

2000; Ryvarden, 2000).

Siguiendo un consenso ampliamente aceptado, el 

género Ganoderma, ha sido divido en dos subgéneros de 

acuerdo con la textura de la cubierta superior de su 

basidiocarpo: subgénero Ganoderma para los ejemplares 

laqueados y subgénero Elfvingia para los no laqueados 

(Buchanan, 2001). Más allá del límite impuesto por dichos 

subgéneros, la clasificación taxonómica basada en 

características morfológicas deja de ser confiable, debido a la 

amplia variabilidad existente entre los miembros del género. 

Se ha reportado que características tradicionalmente 

consideradas como diagnósticas, tales como la forma del 

basidiocarpo, el tamaño y forma de las basidiosporas y el 

color del contexto, dependen en gran medida de las 

condiciones ambientales en las que creció el hongo, por lo que 

para identificar a nivel de especie es necesario recurrir a 

técnicas derivadas de la biología molecular (Steyaert, 1972; 

Steyaert, 1975; Chen, 1993; Buchanan, 2001).

Entre los enfoques empleados para complementar la 

identificación taxonómica de los hongos del género 

Ganoderma cabe mencionar el uso de métodos basados en la 

amplificación de secuencias de DNA mediante la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), 

especialmente aquellas relacionadas con el análisis de la 

región espaciadora interna transcrita (ITS, por sus siglas en 

inglés) (Hseu et al., 1996; Pérez et al., 2005; Karthikeyan et 

al., 2009). Adicionalmente a los enfoques relacionados con el 

uso de marcadores moleculares, también se han ensayado 

otras estrategias de identificación en este género, entre las que 

destacan: quimiotaxonomía basada en el análisis del patrón de 

producción de metabolitos secundarios mediante HPLC (Shi 

et al., 2008) y ensayos inmunológicos tipo ELISA 

(Karthikeyan et al., 2009).

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo 

consistió en realizar la caracterización morfológica y 

molecular de una muestra de ejemplares veracruzanos del 

hongo Ganoderma perteneciente al subgénero Ganoderma, 

aplicando el enfoque molecular junto con el morfológico 

tradicional para lograr una correcta identificación.

Materiales y métodos

Aislamiento y caracterización morfológica

La cepa fue aislada a partir de cuerpos fructíferos silvestres 

colectados en el Campus para la Cultura y las Artes de la 

Universidad Veracruzana zona Xalapa (N 19° 30' 33'' O 96ª 

54' 58'', 1368 msnm), a los cuales se les realizó una 

identificación preliminar basada en su morfología utilizando 

las claves dicotómicas de Guzmán (1980) y Ryvarden (2000). 

Las preparaciones microscópicas se montaron con lactofenol 

claro y azul de lactofenol. Para observar las reacciones 

amiloides o dextrinoides de las hifas esqueléticas se empleó 

reactivo de Melzer.

El aislamiento de la cepa se llevó a cabo a partir de 

cuerpos fructíferos frescos, los cuales fueron lavados a chorro 
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de agua, desinfectados en hipoclorito de sodio al 2% y 

colocados en cámara húmeda a 25 °C ± 2, y posteriormente 

trasladados a cajas Petri con medio PDA. Las características 

micromorfológicas del micelio fueron comparadas con las 

reportadas por Moncalvo et al. (1995). 

Se depositó un resguardo de la cepa por 

quintuplicado en el cepario interno de LATEX con la clave 

LAT-054. Esta fue mantenida inoculando cinco tubos 

inclinados de medio PDA con la cepa en cuestión incubando a 

25 °C ± 2. Cuando el micelio estaba completamente 

desarrollado, se agregó agua estéril, se selló con parafilm y se 

almacenó a 4 °C,  a partir de la cual se realizaron 

posteriormente resiembras cada cuatro meses (Smith y 

Onions, 1994).

Caracterización molecular de la cepa

La extracción de ADN se realizó a partir de micelio fresco, 

siguiendo el protocolo reportado por Cheng y Jiang (2006) de 

la siguiente manera: una muestra de 50 mg de micelio fresco 

se homogeneizó en mortero congelado con 200 µL de Buffer 

TE (10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) y 100 µL de Tris 

saturado de fenol (pH 8.0), hasta quedar totalmente molido. 

La mezcla se centrifugó a 1000xg durante 5 min (Eppendorf 

Mini Spin Plus). Posteriormente, 160 µL de la fase acuosa 

fueron transferidos a un tubo limpio de 1.5 mL y se añadieron 

40 µL de buffer TE. Se mezcló con 100 µL de cloroformo y se 

centrifugó a 1000xg durante 5 min. Esta operación se repitió 

de tres a cuatro veces, hasta que la interfase de color blanco 

dejó de aparecer. A continuación, 160 µL de la fase acuosa 

fueron transferidos a un tubo limpio y se añadieron 40 µL de 

buffer TE y 5 µL de RNAsa (a una concentración de 10 

mg/mL), se dejó incubar a 37 °C durante 10 min para degradar 

el ARN presente. Una vez concluido este paso se añadieron 

100 µL de cloroformo al tubo, se mezcló en vortex y se 

centrifugó a 1000 xg durante 5 min. Finalmente, 150 µl de la 

fase acuosa fueron transferidos a un tubo limpio de 1.5 ml y se 

almacenó a -20° C hasta su uso.

Para la amplificación de las regiones ITS1 e ITS2 

incluyendo el gen 5.8S del ADNr, se emplearon los 

iniciadores  BMB-CR (5´-GTACACACCGCCCTCG-3´) y 

LR0 (5´-GCTTAAGTTCAGCGGGT-3´) (Gottlieb et al., 

2000). La reacción  fue llevada a cabo en un volumen final de 

25 µL de solución compuesta por 25 pM de cada primer, una 

mezcla de 0.25 mM de cada uno de los dNTPs, 2.5 mM de 

MgCl 1 X de buffer Taq, 1.5 unidades de Taq DNA 2, 

polimerasa (Promega) y 50 ng de DNA. La amplificación se 

llevó a cabo en un termociclador Mastercycler (Eppendorf 

AG), empleando los siguientes parámetros: 30 ciclos de 94 °C 

para la desnaturalización durante 1 min, 50 °C para el 

anillamiento durante 45 s, y 72 °C para la extensión durante 1 

min, finalmente un ciclo de extensión a 72 °C por 7 min para 

asegurar la polimerización completa de cualquier remanente 

de los productos de PCR (Vilgalys y Hester, 1990). Los 

productos de PCR fueron analizados usando un gel de agarosa 

al 1.8%, revelados con bromuro de etidio y purificados 

mediante el kit comercial Wizard SV Gel and PCR Clean-Up 

System (Promega). La secuenciación de los productos de 

amplificación se realizó en un secuenciador automático 

Genetic Analyzer 3500. La secuencia obtenida fue comparada 

con todas las secuencias de Ganoderma en la base de datos de 

DNA (GenBank and EMBL) usando el Basic Local 

Alignment Search Tool (BLAST). Posteriormente, se realizó 

una búsqueda de secuencias de especies más representativas, 

según el análisis BLAST. La secuencia seleccionada fue 

alineada con CLUSTALW y ajustada manualmente y se llevó 

a cabo un análisis filogenético empleando el algoritmo de 

máxima parsimonia (MP), con 500 réplicas (Bootstrap) con el 

software Mega 4.1 (Mendoza et al., 2011)
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Resultados y discusión

Las características morfológicas macroscópicas de los 

especímenes coinciden con las reportadas por Guzmán 

(1980) como Ganoderma sessile Murr.; sin embargo, de 

acuerdo con Bandala et al. (1993) y Ryvarden (2000), dicho 

nombre es un sinónimo de G. resinaceum Boud. Por otra 

parte, las características morfológicas tanto macroscópicas 

como microscópicas de los cuerpos fructíferos coinciden con 

la descripción de Ryvarden (2000) para la especie G. 

resinaceum, la cual se resume en: basidiocarpos perennes, 

pileados, sin estípite. De consistencia leñosa o semejante al 

corcho. Superficie superior plana, surcada, glabra, con una 

costra distintiva, al principio rojiza y brillante, y con la edad 

de color cada vez más café rojizo a bayo o grisáceo, debido a 

una capa resinosa excretada que se pone amarillenta y se 

derrite al contacto con la flama de un encendedor. Superficie 

de los poros de color blanco cremoso al principio y 

posteriormente ocrácea a gris pálido con tintes cafés. Tres a 

cuatro poros angulares o circulares por mm. Contexto café 

grisáceo pálido. Sistema hifal dimítico; hifas generativas 

hialinas, de pared delgada, con uniones de 2-5 µm de 

diámetro; hifas esqueléticas (Figura 1) abundantes, de pared 

gruesa y color café amarillento, de 3-6 µm de diámetro. En 

contacto con el reactivo de Melzer, las hifas esqueléticas 

presentan una leve reacción amiloide. Células de la cutícula 

(Figura 2) en forma de mazo, de al menos 50 µm de largo. 

Basidiosporas (Figura 3) elipsoides, truncadas, de color café 

amarillento, de 9-11.5 µm por 5-7 µm (Ryvarden, 2000).

La cepa fue exitosamente cultivada en medio PDA y 

a partir de 14 días, el micelio comenzó a presentar numerosas 

clamidosporas ovoides y hialinas con doble pared celular. De 

acuerdo con Moncalvo et al. (1995), la presencia de un gran 

número de clamidosporas ovoides es común tanto a G. 

oerstedtii Murrill, como a G. resinaceum, está última especie, 

es nuevamente concordante para la identidad del hongo en 

estudio. 

Con respecto a la caracterización molecular, fue 

posible extraer un promedio de 160 ng/µL de ADN con un 

factor de calidad de 1.9. Los productos de la PCR fueron de ̃

730 pb, tamaño similar a lo reportado por Gottlieb et al. 

(2000). La secuencia de nucleótidos generada fue de 476 

bases. 

Figura 2. Células de la cutícula en forma de mazo, de al menos 50 µm 
de largo.

Figura 3. Basidiosporas elipsoides, truncadas, de color café 
amarillento, de 9-11.5 µm por 5-7µm.

Figura 1. Hifas esqueléticas de pared gruesa y color café amarillento 
con un diámetro de 3-6 µm.
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La comparación de dicha secuencia con las 

reportadas en GenBank, mediante la herramienta BLAST, 

arrojan una similitud de 99% con un porcentaje de cobertura 

del 90% y un valor E de 0.0 entre nuestra cepa de estudio y las 

cepas GU726925.1 y HM053467.1, ambas originarias de la 

India e identificadas como G. lucidum.

El subsecuente análisis filogenético, utilizando el 

algoritmo de máxima parsimonia y las secuencias reportadas 

en GenBank para cepas pertenecientes a 6 especies 

relacionadas dentro del género Ganoderma, una cepa local 

identificada como G. oerstedii (Mendoza et al., 2011) y 

Fomes fomentarius como clado externo (Figura 4), muestra 

que la cepa es conespecífica con la cepa GU726925.1 

(identificada como Ganoderma lucidum), y no con las cepas 

identificadas como G. resinaceum (AM906065 y 

AY884177), como cabría esperar por su morfología, ni con la 

cepa local de G. oerstedii, reportada por Mendoza et al. 

(2011).

Dicha afinidad entre G. lucidum y G. resinaceum, no 

es completamente inesperada. Se sabe que G. resinaceum, 

junto con G. pfeifferi Bres., G. carnosum Pat., G. valesiacum 

Boud., y G. lucidum sensu stricto, pertenecen a un complejo 

de especies que han sido tradicionalmente identificadas como 

G. lucidum en sensu lato, sin necesariamente ser 

conespecíficas (Moncalvo et al., 1995). Los orígenes de dicho 

conflicto en la identificación pueden rastrearse hasta 1881, 

año en que Karsten estableció el género, conteniendo como 

única especie a G. lucidum, previamente identificado como 

Boletus lucidus por Curtis a partir de un ejemplar europeo. 

Desde entonces hasta la fecha, poco más de dos siglos 

después, el número de nuevas especies reportadas ha ido en 

aumento, en gran medida debido a la abundancia de 

sinonimias y errores de identificación. El grado de confusión 

taxonómica dentro del género es tal, que a pesar de que gran 

parte de los estudios químicos y clínicos acerca de 

Ganoderma lucidum son realizados en Asia empleando cepas 

autóctonas, estudios basados en métodos de clasificación 

molecular sugieren que la especie G. lucidum sensu stricto, se 

encuentra limitada al continente europeo (Moncalvo et al., 

1995; Buchanan, 2001). De hecho, en las claves de 

identificación de Ryvarden (2000) para miembros laqueados 

del género Ganoderma presentes en regiones neotropicales, 

ni siquiera aparece una descripción de G. lucidum sensu 

stricto, debido a su supuesta restricción a las regiones 

templadas de Europa. Este mismo autor, reporta que los 

basidiocarpos de G. resinaceum son muy variables en forma y 

tamaño, por lo que han sido comúnmente descritos bajo 

diversos nombres, y en muchas ocasiones confundidos con G. 

lucidum, especie que a pesar de contar con múltiples 

especímenes depositados bajo este nombre en muchos 

herbarios americanos, de acuerdo con el autor antes citado, 

podría no estar presente en las regiones tropicales de América 

(Ryvarden, 2000). 

Por otro lado, Hong y Jung (2004), basándose en 

estudios filogenéticos de las secuencias mitocondriales de la 

subunidad pequeña de rADN (SSU DNAr, por sus siglas en 

inglés), también encontraron que cepas procedentes de Norte 

América y Taiwán identificadas como G. lucidum y G. 

resinaceum eran conespecíficas entre sí.

Moncalvo et al. (1995) por su parte, reportan la 

presencia de un grupo monofilético de cepas asiáticas 

(procedentes de Taiwán, Filipinas y – significativamente – la 
Figura 4. Dendrograma obtenido mediante un algoritmo de máxima 
parsimonia.
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India), todas ellas identificadas como G. lucidum, las cuales 

sin embargo demostraron no pertenecer a G. lucidum sensu 

stricto (Moncalvo et al., 1995; Buchanan, 2001). No obstante, 

otros autores, como Bhosle et al. (2010) sí reportan la 

presencia tanto G. lucidum como de G. resinaceumen la India, 

aunque haciendo referencia solamente a sus características 

morfológicas.

Tomando en consideración los reportes de los 

autores antes mencionados, parece probable que la cepa 

asiática GU726925.1 (conespecífica con la nuestra) haya sido 

identificada como G. lucidum sensu lato, no sensu stricto. 

Esto explicaría porque los basidiocarpos de nuestra cepa, aún 

a pesar de su afinidad filogenética con la anterior, presenten 

características macro y micromorfológicas más afines con las 

descritas para G. resinaceum (en el supuesto, obviamente, de 

que la cepa asiática GU726925.1 esté correctamente 

identificada, lo cual al no tener acceso a sus materiales 

biológicos no nos consta). Ahora bien, considerando el 

análisis molecular, y en virtud de que la cepa en estudio 

demostró no ser conespecífica con otras secuencias de cepas 

identificadas como G. resinaceum depositadas en Genbank, 

cabría la posibilidad de que la cepa en estudio corresponda a 

una especie aún no descrita, por lo que se deberá aplicar 

estudios complementarios que ayuden a la correcta 

identificación de ésta y evitar caer en las irregularidades 

taxonómicas del género. Sin embargo, este estudio deja en 

claro, como ha sucedido con muchas otras especies, las 

oportunidades que ofrecen las técnicas moleculares para ser 

usadas como herramientas en trabajos taxonómicos.

Por otro lado, dado que la mayor parte de los estudios 

químicos y farmacológicos (uno de los principales intereses 

prácticos responsables de la importancia de las 

investigaciones acerca del género) se han llevado a cabo en 

ejemplares asiáticos identificados como G. lucidum sensu 

lato y no sensu stricto, quizás valdría la pena reconsiderar la 

utilidad de identificar a los ejemplares europeos como G. 

lucidum sensu stricto, especialmente cuando la viabilidad de 

su producción de metabolitos secundarios sea el interés 

principal de la investigación. 
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