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1.- Resumen 
 

La producción de hongos comestibles registró un incremento anual de 6.2 millones de toneladas 

mundiales para el 2004, de las cuales 38,708 toneladas fueron producidas en México lo que 

constituye un 59% del total de la producción de los países latinoamericanos, por lo que nuestro 

país era considerado el 18° productor de hongos frescos a nivel mundial. Actualmente el país 

ocupa el 20 lugar en producción mundial de hongos comestibles y el 1° en Latinoamérica con el 

60% de la producción total. La producción comercial de hongos comestibles en México ofrece 

notables ventajas sociales, económicas y ecológicas. Se estima que la producción comercial en 

fresco es de aproximadamente 47,468 toneladas anuales. Para la producción de Pleurotus se 

requiere incrementar el número de cepas fúngicas cultivables mediante el desarrollo de 

programas de hibridación eficaces y de conservación de su germoplasma.  

En esta tesis se obtuvieron cepas híbridas de Pleurotus spp. por apareamiento de neohaplontes 

compatibles, los cuales fueron obtenidos por el proceso de desdicariotización química, para ello se 

emplearon dos cepas parentales blancas, IE200 y CP253. Se realizó la recuperación de los 

neohaplontes para cada una de las cepas. Se cultivaron en paja las cepas híbridas y parentales y se 

determinaron los parámetros: Tasa de Producción (%TP), Eficiencia Biológica (%EB) y rendimiento 

(%R), para todas las cepas. Se  realizo la extracción de ADNg de las cepas empleadas por medio de 

un kit de extracción para plantas. Los resultados de la extracción fueron observados en un gel de 

agarosa al 0.7%. Se realizaron PCR-RAPD´S para evaluar los patrones genéticos generados a partir 

de la extracción de ADNg  del micelio de las cepas utilizadas. A través del software NTSYS se 

elaboraron los fenogramas correspondientes. La recuperación de los neohaplontes de las cepas 

parentales fue simétrica, obteniéndose los dos componentes monocarióticos de cada cepa 

trabajada. Se formaron las cepas híbridas IECP1, IECP2, IECP3 e IECP5, esta última cepa presentó la 

mayor %EB (79.34%), mientras que las cepas parentales tuvieron eficiencias entre 90.55% y 

77.60% para las cepas CP253 e IE200 respectivamente Se logro obtener ADNg de las cepas 

trabajadas, las cuales se observaron en un gel de agarosa, en donde se observa que el ADN se 

encuentra por encima de los 23,130 pb. Posteriormente se realizaron PCR-RAPD´s en donde se 

obtuvieron 129 bandas empleando 10 primers, de los cuales se construyeron los fenogramas 

típicos de dos de ellos (OPG-5 y OPF-9) y un fenograma general. 
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1.1.- ABSTRACT 
 

Edible mushroom production registered an annual increase of 6.2 million tons worldwide in 2004, 

of which 38.708 tons were produced in Mexico which is 59% of the total production of the Latin  

American countries, so that our country was considered the 18 th producer of fresh mushrooms 

worldwide. The country currently occupies 20 place in world production of edible mushrooms and 

1 in Latin America with 60% of total production. The commercial production of edible mushrooms 

in Mexico offers significant social benefits, economic and ecological. It is estimated that 

commercial production is about fresh 47.468 tons. For the production of Pleurotus is required to 

increase the number of fungal strains cultivated through the development of effective breeding 

programs and conservation of germplasm. In this thesis were obtained hybrid strains of Pleurotus 

spp. neohaplontes by mating compatible, which were obtained by chemical desdicariotización 

process and for this we used two parental strains white IE200 and CP253. We performed 

neohaplontes recovery for each of the strains. Straw were cultured hybrid and parental strains and 

determined the parameters: Production Rate (% TP), biological efficiency (% EB) and performance 

(% R) for all strains. We performed the extraction of gDNA from strains used by a plant extraction 

kit. The extraction results were observed in agarose gel 0.7%. RAPD-PCR were performed to 

evaluate'S genetic patterns generated from the extraction of gDNA from the mycelium of the 

strains used. Through the NTSYS software were developed for phenograms. The recovery of the 

parental strains neohaplontes was symmetrical, the two components obtained from each strain 

monocarióticos worked. Hybrid strains were formed IECP1, IECP2, and IECP5 IECP3 latter strain 

had the highest% EB (79.34%), while the parental strains were between 90.55% and efficiency 

77.60% for strains CP253 and IE200 gDNA was achieved respectively worked strains, which were 

observed in an agarose gel, where it notes that the DNA is in excess of 23.130 bp. Subsequently 

performed PCR-RAPD's where 129 bands were obtained using 10 primers, which were built 

phenograms typical two (OPG-5 and OPF-9) and a phenogram general. 
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2.- INTRODUCCIÓN 
 

El reino fungi está formado de dos subdivisiones naturales (Myxomycota y Eumycota) y una 

división artificial de líquenes (que incluye a organismos mixtos constituidos por algas y hongos, 

asociados simbióticamente), a los hongos pertenecientes a la división Eumycota se les conoce 

como hongos verdaderos o perfectos y se subdividen en cuatro grupos: Phycomycota, 

Ascomycota, Basidiomycota y Deuteromycota (Herrera y Ulloa, 1998). 

Diversos hongos comestibles pertenecen a la división Basidiomycota. Son conocidos como 

basidiomicetos debido a sus estructuras de reproducción sexual. Estas estructuras son 

protuberancias que contienen 4 esporas cada una. Los basidiomicetos tienen gran relevancia en la 

vida humana y para el medio ambiente, puesto que presentan características alimenticias, 

medicinales y saprófitas (Prescott, 2002). 

Los basidiomicetos incluyen sólo géneros macroscópicos como Pleurotus, Lentinula, Agaricus, 

Amanita, entre otros y es en esta subdivisión donde se encuentran agrupados la mayoría de los 

hongos comestibles. Los basidiomicetos poseen hifas septadas, su reproducción puede ser sexual 

o asexual y sus cuerpos fructíferos se conocen como basidiomicetos (Herrera y Ulloa, 1998). 

2.1.- Ciclo de vida del género Pleurotus 
 

Para poder desarrollar un programa que sea eficiente para el mejoramiento genético entre hongos 

comestibles, es importante tomar en cuenta los procesos celulares, genéticos, ambientales y 

fisiológicos que determinan la inducción y desarrollo de sus cuerpos fructíferos, por ello resulta 

imprescindible conocer su ciclo biológico con la finalidad de tener mayores elementos para 

mejorar su cultivo y a partir de bases más sólidas para el desarrollo de programas de mejora 

genética. En el ciclo de vida de los basidiomicetos, se presentan tres fenómenos importantes que 

se muestran en la figura 1, se describen a continuación (Moore-Landecker, 1996; Herrera y Ulloa, 

1998): 

1.-Plasmogamia o anastomosis: Es el nombre que se le da cuando se lleva a cabo la fusión de dos 

células del micelio que se aparean (compatibles), a través de la cual los núcleos de dos cepas 

coexisten en un citoplasma común. La célula que se encuentra en estado haploide transcurre al 

estado dicariótico. 
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2-Cariogamia: Es el fenómeno de fusión de los núcleos, donde la célula en estado dicariótico (con 

juego n+n de cromosomas) transcurre al estado diploide (con un nuevo juego 2n de cromosomas). 

 

3.-Meiosis: Es el último fenómeno que ocurre en el ciclo vital y describe la división nuclear en la 

cual el número de cromosomas es reducido del estado diploide (2n) al estado haploide (n). 

(Herrera y Ulloa, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Ciclo de vida de Pleurotus (Tomado de Valencia del Toro, 2002). 

 

De manera general, durante el ciclo biológico de Pleurotus, presentan tres fases del desarrollo 

micelial correspondientes a los tipos primario, secundario y terciario. El micelio primario se forma 

a partir de la germinación de una basidioespora y está constituido por hifas en estado haploide 

cuyo único núcleo en cada compartimiento celular se encuentra separado por una estructura 

denominada septo o doliporo. El micelio secundario por su parte consta de células binucleadas o 

dicarioticas, se deriva del micelio primario y se caracteriza por la presencia de fíbulas (estructuras 

que permiten la migración nuclear entre hifas en proceso continuo de elongación) y finalmente, el 

micelio terciario se origina a partir del micelio secundario, se encuentra organizado en tejidos 

especializados que forman los cuerpos fructíferos y es el tipo de micelio característico en la 
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reproducción sexual de este basidiomiceto (Koltin y col., 1972; Guzmán y col., 1993; Herrera y 

Ulloa, 1998). 

 

En la Figura 2, se muestra el ciclo reproductor de Pleurotus. La fase haploide se presenta cuando 

existe un número n de cromosomas y las células o grupos de células en este estado se denominan 

haplontes. La fase diploide se obtiene cuando hay un número 2n de cromosomas y las células o 

grupos de células en este estado se llaman diploides. En el caso de Pleurotus, la cariogamia no se 

lleva a cabo de manera inmediata a la plasmogamia de tal forma que se produce una fase 

dicariótica o dicariofase en la cual, se obtiene una célula denomina dicariótico o dicariote misma 

que posee dos núcleos con diferentes factores de incompatibilidad y cada uno de ellos se conoce 

como dicarión (Herrera y Ulloa, 1998).  

 

 
 
                                                                                                                         
                                                                                                                     Plasmogamia 
                                     Meiosis     
 
 
       a:Fase 
                                                                               b: # cromosomas 
                                                                               c:Tipo de célula 
 
 
 
                                                                       Cariogamia 
 

Figura 2.Ciclo sexual de Pleurotus spp. 

2.2.-Importancia alimentaria 
 

El consumo de alimentos naturales no sólo de buen sabor, sino también inocuos, nutritivos y con 

propiedades benéficas para la salud, representa la gran tendencia mundial de la alimentación 

humana en el siglo XXI. Tan sólo en los E.U.A., la demanda de productos orgánicos, suplementos 

alimenticios y medicinales se ha incrementado de $ 3.3 a 14 billones de dólares durante el período 

1990-2000, mientras que en el año 2002, fue de $ 20.52 billones de dólares, lo cual indica el 

incremento en el consumo de hongos comestibles (Martínez-Carrera, 2002). Se estima que la 

producción comercial en fresco es de aproximadamente 47, 468 toneladas anuales (Mora y 

Haploide a 
   nb 
Haplontec 

Diploide  
2n 
Diplonte 

Dicariótica  
n + n 
Dicarionte 
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Martínez-Carrera, 2007). Lo anterior nace de la confirmación de un principio fundamental y 

universal: la dieta humana debe ser completa, suficiente, equilibrada y que garantice una 

completa satisfacción biológica, psicológica y social. La mayoría de las personas consume hongos 

comestibles por su excelente sabor, aroma, y textura. Sin embargo, es poco conocido su gran 

potencial como alimento funcional con propiedades nutricionales y medicinales que promueven la 

salud. Estas propiedades son únicas y diferentes a las aportadas por otros alimentos ampliamente 

consumidos, ya que los hongos constituyen un reino de la naturaleza independiente de las plantas 

y los animales (Martínez-Carrera y col., 2007). 

La producción mundial supera los 7 millones de toneladas de hongos comestibles cultivados 

frescos por año, cuyo valor económico aproximado supera los 30 billones de dólares. La tasa 

promedio de incremento anual en la producción de hongos es superior al 11%. También se han 

descubierto notables propiedades medicinales en estos hongos (anti cancerígenas, antibióticas, 

que reducen el nivel de colesterol y la hipertensión, anti trombóticas, antidiabéticas), lo cual ya 

brinda un impulso adicional al desarrollo de este campo. Se ha estimado que se generan 

operaciones comerciales de alto valor agregado superiores a los 3.6 billones de dólares en los 

mercados internacionales de la industria alimenticia, farmacéutica, de perfumería y cosméticos, 

observándose una creciente demanda en Europa, Norteamérica y Japón. 

En el 2006, se estima que más de 10 millones de toneladas métricas de hongos comestibles y 

medicinales fueron producidos (Fan y col., 2006). A nivel mundial, el champiñón (Agaricus) es el 

hongo comestible más importante con un nivel de producción superior a los 2 millones de 

toneladas métricas anuales, seguido por el shiitake (Lentinula) con más de 1.5 millones de 

toneladas, y las setas (Pleurotus) con alrededor de un millón de toneladas. La importancia 

ecológica de esta actividad radica en la utilización y reciclaje acelerado de millones de toneladas 

de subproductos agrícolas, agroindustriales y forestales utilizados como substrato de cultivo 

(Chang, 1999a; Kues y Liu, 2000; Chang y Miles, 2004, Martínez-Carrera y col., 2007).  En la cuadro 

1, se muestra la producción de los hongos comestibles tomando como base  otros productos 

agrícolas. 
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Cuadro 1. Importancia comparativa de los hongos comestibles cultivados en México, en relación con los 
volúmenes de producción (toneladas) de algunos productos agrícolas, convencionales y orgánicos. 

PRODUCTO AÑO (TON) 

 1995 2001 2004 

Hortalizas 59,183 83,527.11 62,487.34 

Hortalizas (orgánico) - 113.87 7.5 

Tomate cherry 5,761 28,589.05 54,592.17 

Tomate cherry (orgánico) - 4,487.93 683.5 

Tomate rojo (jitomate orgánico) - - 3,800 

chícharo 39,894 48,014.78 53,717.33 

Chícharo (orgánico) - 385.17 336.25 

Ajo 43,761 55,558.80 47,917.57 

Ajo (orgánico) - 206.75 106.99 

Hongos comestibles cultivados 27,825 38,708 47,468 

Cacao 49,425 46,737.65 43,974.52 

Café cereza 1,725,960 1,645,821.86 1,665,406.18 

Café cereza (orgánico) - - 31,571.36 

*SAGARPA, 2005 (http://www.siap.sagarpa.gob.mx/ar_comanuar.html). 

 

2.3.- Valor nutricional 
 

El género Pleurotus constituye una buena fuente de nutrientes, sin embargo la composición 

química de los cuerpos fructíferos, depende básicamente del tipo de cepa, la composición del 

sustrato, las técnicas del cultivo, así como la edad y la etapa del desarrollo del hongo (Cardona, 

2001; Moda y col., 2005). 

 Diversas investigaciones han demostrado que el género Pleurotus presenta un amplio intervalo de 

humedad (73.3%-93%), alto contenido de proteína en los hongos comestibles (19-35% en base 

seca), así como concentraciones significativas de aminoácidos esenciales, principalmente de lisina, 

leucina, metionina y triptófano. También son ricos en vitaminas, tales como la tiamina (0.35-7.8 

mg/100 g de hongos secos), y ácido ascórbico (1.4-9.4 mg/ 100g de hongos secos). Su contenido 

de grasas (1.1-8.3% en base seca), carbohidratos (46.6-81.8% en base seca), y fibra dietética (10-

50%) es relativamente bajo (Chang y Miles, 1989; Wasser y Weis, 1999; Valencia del Toro y col., 

2006).  En el cuadro 2 se equiparan los componentes de Pleurotus con los de otros alimentos 

convencionales. 
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Cuadro 2. Comparación de los constituyentes alimenticios de Pleurotus con los aportados por otros 
alimentos convencionales. 

Constituyentes presentes en Pleurotus Comparación con otros alimentos 

Humedad (73.3%) Análogo al contenido en hortalizas 

Proteínas (10.5-35%) 
Dato significativo al comparar con Arroz (7.3%), 

leche (25.2%) y trigo (32.2%) 

Grasas (1.08%-9.4%) 
Altamente elevadas comparada al contenido en 

vegetales 

Ácidos nucleicos (2.46-2.91%) 
Comparado con cereales (4%) y carne de 

pescado ((2.2 – 5.7%) 
Valencia del Toro y col., 2000. 

 

2.4.- Métodos de monocariotización de hongos 
 

A lo largo del tiempo la disociación de los dicariótes en monocariótes ha sido repetidamente 

obtenida por tratamientos mecánicos y/o químicos. Harder en 1927 introdujo la micro-operación, 

solo un bajo porcentaje de células sobrevivieron y un tipo de núcleo fue recuperado en de las 

especies trabajadas. Ginterová en 1973 observó que en un cultivo de Pleurotus ostreatus 

sumergido en agitación, un núcleo fue eliminado. Wessel en 1976 encontró que en los 

protoplastos del dicarión Schizophyllum commune se revirtieron en micelio dicariótico en un 20% a 

40 %. Milles y Raper en 1956, utilizaron taurocolato de sodio y ácido cólico en varias cepas de las 

cuales 13 fueron de basidiomicetos, en donde se logró la separación de un núcleo de las cepas 

trabajadas. Takemaru en 1964, confirmó el efecto del colato de sodio en la monocariotización de 4 

especies de hongos, cada una requirió diferentes concentraciones. Se obtuvo un alto nivel de 

selección nuclear. Sin embargo, ninguno de los métodos ni compuestos químicos antes 

mencionados presentó un buen efecto en la monocariotización.  

 
Los primeros experimentos de desdicariotización química se llevaron a cabo utilizando sustancias 

altamente tóxicas, como desoxicolato de sodio o ácido cólico, las cuales al inhibir el desarrollo 

micelial requerían periodos de incubación muy largos para el logro de la desdicariotización, 

obteniéndose en la mayoría de los casos una recuperación no simétrica (Milles y Raper, 1956). 

 

Leal-Lara (1980) desarrolló un nuevo método de desdicariotización química, con el cual logró 

recuperar los dos componentes monocarióticos (neohaplontes) de un dicarión en una pequeña 

muestra de 5 a 10 fragmentos miceliares. El método fue simple y rápido. El micelio visible pudo 
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obtenerse en aproximadamente una semana, en comparación con 6 a 16 semanas de incubación 

por los métodos previos, los cuales permitían la recuperación de un solo componente nuclear. El 

método fue probado con un total de 14 cepas (incluyendo dos mutantes) de 5 especies de 

basidiomicetos. En todos los casos los componentes nucleares fueron recuperados simétricamente 

en un estado inalterado, aun en una muestra tan grande de 1018 neohaplontes de la cepa 

dicariótica Pleurotus ostreatus “42x11”. Este método no utilizó compuestos tóxicos para la 

desdicariotización, sino soluciones de glicina pobres en fosfato y magnesio. 

Leal-Lara y Eger-Hummel en 1982 implementaron el método de desdicariotización química, 

utilizando soluciones no tóxicas de glucosa-glicina y glucosa-peptona, lo cual permitió detectar 

que la utilización glucosa-peptona proporcionaba la recuperación simétrica de las cepas 

trabajadas, de una forma más eficiente. 

Arias en 1998, seleccionó 7 cepas de Pleurotus ostreatus que presentaron un rendimiento máximo 

significativo en un lapso de tiempo corto, con altos rendimientos y esporóforos más grandes, y 

logró la desdicariotización de 6 de ellas, aunque no fue posible obtener de forma simétrica los dos 

componentes monocarióticos. Con los neohaplontes de estas cepas se realizaron apareamientos 

monocarión-monocarión, lográndose la formación de 13 híbridos. En el Cuadro 3, se muestran los 

métodos utilizados para obtener monocariontes, así como también los problemas que se 

presentan en las células que se obtienen. En el 2007, Ramírez-Carrillo y col., emplearon el método 

de desdicariotización química para la obtención de componentes monocarióticos de cepas de 

Lentinula edodes y Pleurotus ostreatus, logrando obtener 34 cepas híbridas obtenidas por 

apareamiento de progenie monocariótica o neohaplontes, las cuales tuvieron fructificación en 

sustrato paja. 

En otro estudio realizado por Ramírez-Carrillo y Leal-Lara (2002), lograron la obtención de 

componentes monocarióticos de Lentinula edodes, por medio del proceso de desdicariotización 

química,  en donde se  logro la recuperación simétrica de los componentes monocarióticos. En 

este mismo trabajo, se observo la resistencia que tienen ciertas cepas de L. edodes, ya que no 

sobrevivían cuando se sometían al proceso por más de 25 s., sin embargo en el caso de Pleurotus 

se han obtenido buenos resultados sometiendo las cepas hasta 60 s. 
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Cuadro 3. Métodos utilizados para monocariotizar hongos. 

Método                                              Características                                                                  Año 

 

Químicoa 

Taurocolato de 
sodio /ácido cólico 

Efecto en muy pocas especies 
Alto nivel de selección nuclear. 

1956, 1963, 
1964, 1967 

Poliximina  Muerte selectiva de núcleos menos resistentes. 1961 
Peptona-Glucosa

a,b 
No utiliza toxinas. Provee mecanismos selectivos de 
crecimiento de monocariontes. No existe evidencia de 
selección nuclear ni mutación  

1963, 1982,  
1998,1999, 
2002 

Físicoa 
Microcirugía  Bajo porcentaje de supervivencia celular.  

Solo un tipo nuclear recuperado. 
1952 
1972 
 

Cultivo sumergido. Eliminación de un núcleo. 1973 

Biológicoc 
Regeneración de 
protoplastos. 

Solo 20-40% de monocariosis. Variación en las 
propiedades biológicas (mutaciones). 

1976, 1985, 
1994,  
1999, 1002, 
2003 

a Leal-Lara y Eger, 1982. 
b Arias,1998; Valencia-del Toro, 1999,2002. 
c Magae y col. 1985; Fukumasa-Nakai y col., 1994; Larraya y col., 1999,2002,2003. 
 
 

 
La desdicariotización química tiene gran potencial ya que los neohaplontes obtenidos en principio 

contienen la información genética de los fenotipos que presenta el dicarión original. Por lo que se 

propone la utilización de este proceso como una herramienta para evaluar los aspectos: el efecto 

del citoplasma dicariótico bajo micelio monocariótico, la recombinación somática, la estabilidad 

del componente nucleico en dicariones y para la identificación de especies estériles en pruebas de 

interesterilidad. Además presenta la ventaja de reducir el tiempo requerido para aislar los 

genotipos de las cepas dicarióticas, debido a que no es necesario producir los cuerpos fructíferos 

para obtener las progenies (Valencia del Toro, 2003). 

 

2.5 El proceso de hibridación. 
 

El principal requerimiento para la hibridación, es la disponibilidad de organismos con diversidad 

genética y la extinción de una especie fúngica puede significar la pérdida de un gran número de 

genes únicos, por lo cual, es esencial establecer un banco de germoplasma a través de la colección 

de aislados silvestres de cepas de hongos comestibles disponibles, las cuales difieren en 

características y cuyas combinaciones genéticas pueden ser obtenidas mediante cruzas 
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convencionales o por clonación genética utilizando la tecnología del ADN recombinante. También 

resulta importante el estudio de las propiedades morfológicas, ecológicas y fisiológicas de los 

hongos para determinar sus tipos de apareamiento, las eficiencias en la degradación del sustrato, 

las tasas de crecimiento micelial y sus parámetros de cultivo (Zervakis y Venturella, 2002). 

Tomando en cuenta que la hibridación es un medio por el cual, algunas características genéticas 

deseadas presentes en diferentes cepas pueden ser combinadas y con ello, obtener nuevas cepas 

y variedades con sus características mejoradas, resulta conveniente su aplicación con la finalidad 

de mejorar cultivos con baja inversión (Labarére y Bois, 2001). 

El método convencional para obtener cepas híbridas de Pleurotus consiste en fructificar las cepas 

que van a ser mejoradas para obtener la progenie monocariótica (llamada monospórica), producto 

de la meiosis de los núcleos dicarióticos y que es liberada durante el proceso de esporulación. Una 

vez que se obtiene la progenie monospórica, es necesario realizar apareamiento entre ellos en 

todas las combinaciones posibles para identificar los tipos de compatibilidad y posteriormente, se 

realizan cruzamientos entre micelios monocarióticos compatibles para obtener las cepas híbridas 

(Arias, 1998; Labarére y Bois, 2001).  Este método es utilizado para el estudio del género Pleurotus; 

sin embargo, el tiempo requerido para fructificar las cepas constituye una desventaja, 

conjuntamente con los procesos de recombinación meiótica, estas desventajas no se presentan en 

el método de apareamiento de neohaplontes, el cual consiste en desdicariotizar una cepa con 

características deseadas para separar sus componentes monocarióticos, también llamados 

neohaplontes por Fries y Aschan (1952) quienes lo refieren como el micelio brinkmanni y Fomes 

cajanderi  en donde los basidios se encuentran dispersos y son transmitidas directamente por el 

micelio y Fomes cajanderi ocurridas en ausencia de una dicariofase; es decir, sobre micelio 

monocariótico, o bien, sin una dicariofase bien definida como el caso de Agaricus bisporus (Koltin y 

col., 1972). 

El método de apareamiento de neohaplontes compatibles consiste en utilizar los neohaplontes 

obtenidos por desdicariotización química  de una cepa con características deseadas para realizar 

cruzamientos con neohaplontes obtenidos de otra cepa para formar híbridos, proceso que 

permite obtener nuevas cepas de forma más rápida y asegurando conservar las características 

originales de las cepas parentales, ya que no se presenta la recombinación meiótica. 
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3-. ANTECEDENTES 
 

Durante los últimos 20 años, la biotecnología moderna ha impactado notablemente la 

manipulación genética de diversos microorganismos, plantas y animales. Ya se comercializan 

organismos genéticamente modificados y existen grandes programas biotecnológicos 

internacionales (e.g., el genoma humano, los genomas de diversas especies de interés económico) 

(Sierra-Galván, 2009).  La falta de recursos humanos de alto nivel, así como de apoyos económicos 

para la operación e infraestructura, ha limitado el desarrollo de la biotecnología moderna aplicada 

a los hongos comestibles en los países en desarrollo, sobre todo en Latinoamérica (Martínez-

Carrera, 2007). Avances en este campo demuestran la necesidad de modificar esta tendencia. Por 

citar sólo algunos ejemplos,  se han desarrollado sistemas eficientes de transformación genética 

para el champiñón (Agaricus; Mikosch y col., 2000), las setas (Pleurotus; Ma. y col., 2004), y el 

shiitake (Lentinula; Alves de Lima y col., 2001, Ramírez-Carrillo y col., 2007), los hongos 

comestibles de mayor importancia social, ecológica y económica. Los sistemas de transformación 

genética están basados en marcadores genéticos dominantes de resistencia a la higromicina, la 

carboxina, al 5-fluoroindol, y al bialophos, así como en el uso del marcador de selección basado en 

auxótrofos de uracilo (Mikosch y col., 2000; Honda y col., 2000; Irie y col., 2001). 

Con el sistema de transformación basado en la resistencia a la carboxina, se ha logrado la sobre-

expresión de genes recombinantes productores de enzimas degradadoras de lignina, tales como la 

manganeso-peroxidasa (Honda y col., 2000). El ADN nuclear y el ADN mitocondrial han sido 

ampliamente estudiados y caracterizados en los hongos comestibles. El cariotipo electroforético 

ha indicado un número cromosómico de 6-13 cromosomas (Fan y col.,2006), con tamaño 

cromosómico de 20.8-39.5 megabases (Sonnenberg, 2000). Se cuenta con un número confiable de 

marcadores genéticos, funcionales que se han obtenido por las técnicas: RFLPs, RAPDs, SCARs, 

SSRs (Iracabal y col., 1995; Singh, 2006; Sanagawa y Magae, 2005). El sistema enzimático 

extracelular, caracterizado por la producción de lacasas, celulasas, manganeso-peroxidasas y 

veratril-alcohol oxidasas, ha sido ampliamente estudiado a nivel bioquímico y molecular 

(Martínez-Carrera, 2002; Ruiz-Dueñas y col., 2001; Varela y col., 2001; Whiteford y Thurston, 

2000). 

Desde el punto de vista genético, Pleurotus spp. ofrece un excelente sistema para el análisis de 

especiación en basidiomicetos. Por lo consiguiente, y con el fin de proveer información acerca de 

la relación genética dentro y entre colecciones de diferentes regiones geográficas, se han llevado a 
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cabo diversos estudios de incompatibilidad en el género, en especies tales como P. ostreatus 

(Terakawa, 1960; Eugenio y Anderson, 1968; Anderson y col., 1973; Manning, 1977),        P. 

pulmonarius (Eger, 1978; Eger y Leal-Lara, 1979), P. columbinus (Anderson y col., 1991) y P. 

sapidus (Zervakis y Balis, 1995). Estos estudios han demostrado la existencia de grupos de 

interesterilidad y grupos que aunque morfológicamente están localizados en diferente taxa, 

pueden o no pertenecer a una misma especie biológica. Dichos patrones de interesterilidad 

(denominada “especiación”) pueden ser observados como una demarcación café-obscura en la 

zona de unión entre dos homocariones. Este tipo de reacción puede ser interpretada como un 

proceso de especiación debido a un aislamiento geográfico. En un gran número de casos se 

pueden observar complejos de especies o poblaciones en proceso de especiación, tales como el 

complejo Armillaria mellea (Anderson y col., 1978), el grupo Collybia drophila (Vilgalys y Miller, 

1983; Vilgalys y Miller, 1987), Agaricus bitorquis (Martínez-Carrera y col., 1995), el grupo Agaricus 

arverses (Calvo-Bado y col., 2001) y en otras especies silvestres del género Agaricus (Moore y col., 

2001). 

Las variaciones morfológicas de los basidiomicetos, tienen como resultado una taxonomía confusa 

y las delimitaciones de las especies son difíciles (Alam y col., 2009). En algunas especies de hongos, 

los diseños puros de diferencias morfológicas y genéticas, que divergen en torno a la geografía de 

las distintas poblaciones, sugieren un modelo “alopátrico” de especiación (Vilgalys, 1991). Las 

características morfológicas son inadecuadas para resolver las relaciones evolutivas y sistemáticas, 

por los cual la información filogénica molecular es útil para establecer un esquema taxonómico 

seguro para la taxa de Pleurotus (Zervakis y col. 2004). Estudios sobre la secuencia de ADN dado 

información importante para varios grupos de basidiomicetos sobre las relaciones evolutivas, la 

especiación en conjunto con la biogeografía (Moncalvo y col. 2000, 2002). 

Se  han empleado análisis filogenéticos, que usan datos de secuencias moleculares particulares, las 

cuales prometen resolver relaciones filogenéticas para entender la especificidad de algunas 

especies complejas problemáticas en los basidiomicetos, trabajando con el ADN ribosomal (ADNr), 

ilustra la importancia de la biogeografía para entender la variedad en Pleurotus (Vilgalys y Lin Sun, 

1994). 

Se han desarrollado herramientas genéticas para P. ostreatus que han permitido el análisis del 

genoma y la localización de una región genómica en el cromosoma VII directamente relacionado 

con incrementos en la producción de Pleurotus (incluyendo marcadores moleculares, ligados a 

genes y cariotipos y mapeos genéticos). Para realizar análisis de rasgos cuantitativos se emplea el 
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loci de rasgos cuantitativos “Quantitative Trait Loci” (QTLs) (Larraya y col., 2003; Peña y col., 2002; 

Peña y col., 2004). El género Pleurotus son basidiomicetos controlados por un sistema genético 

tetrapolar. Contiene dos loci para los diferentes pasos de la fusión de la hifa, migración nuclear y 

en el crecimiento dicariótico estos loci se identifican con marcadores moleculares anclados al locus 

matB, para inferir en dos subunidades (matB y matB) y relacionar su especificidad con el 

crecimiento monocariótico (matA y matB) (Larraya y col., 2001). 

 

La selección y mejora de las setas comestibles ha progresado muy lentamente debido a la falta de 

herramientas genéticas diseñadas para tal fin y a las dificultades técnicas que conlleva el análisis 

de nuevos híbridos a escala semiindustrial o industrial (Vogel y Salmones, 2000). Por lo tanto, la 

mejora destinada a la producción ha sido un proceso de prueba y error en el que un gran número 

de híbridos obtenidos a partir de cultivos monoespóricos se analizaban conjuntamente para 

evaluar su producción (Eger, 1976, Salmones y col., 2004, Huerta y col., 2009). 

 

Para un eficiente cultivo de cepas de Pleurotus se deben seleccionar variedades adaptadas a 

diferentes sustratos y condiciones de cultivo, mediante la mejora genética de las cepas nativas y es 

el medio por el cual se obtienen nuevas cepas y variedades con características mejoradas (Calvo-

Bado, 2001, Bran y col., 2006). Se han realizado diversos trabajos de caracterización e 

identificación de Pleurotus spp. por PCR-RAPD, puesto que hace posible la identificación de cientos 

de nuevos marcadores en un tiempo corto con lo cual los mapas genéticos pueden ser creados 

rápidamente. Es particularmente válida para mapeo genómico en todas aquellas especies para las 

cuales, se carece de otros marcadores genéticos ó estos son raros. En esta tesis, se aplicó la 

técnica de PCR-RAPD, para determinar la presencia de marcadores moleculares en las cepas 

híbridas formadas. 

 

3.1.- Técnica de PCR 
 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es una herramienta poderosa  de biología molecular 

que permite la rápida producción de cantidades de análisis de ADN, a partir de a partir de 

pequeñas cantidades iniciales (Saiki y col., 1988). La reacción de PCR se basa en el apareamiento y 

la polimerización enzimática de un par de oligonucleótidos utilizados como iniciadores (“primers” 

o cebadores) que delimitan la secuencia de ADN de doble cadena, “blanco” de la amplificación. 
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ITS 2 

Estos primers son sintetizados artificialmente de manera que sus secuencias de nucleótidos son 

complementarias a las secuencias específicas que flanquean la región blanco (González, 2008). Un 

ciclo de PCR consta de tres etapas: desnaturalización, alineamiento y extensión. En la primera, el 

ADN de doble cadena es desnaturalizado al incrementar la temperatura (92°C). en la segunda, la 

temperatura es rápidamente reducida (35-60 dependiendo del tamaño y secuencia del primer, 

permite la hibridación del ADN-ADN de cada primer con las secuencias complementarias que 

flanquean la región “blanco”, enseguida la temperatura es elevada (72°C) para que la ADN 

polimerasa como por ejemplo las de Thermus aquaticus (polimerasa taq), Thermus termophilus 

(Tth) , las cuales son  resistentes a altas temperaturas , realice la extensión de la cadena a partir de 

cada Terminal 3´ de los primers mediante la incorporación de nucleótidos utilizando como molde 

la secuencia blanco, este ciclo se repite unas decenas de veces de manera que después de unos 20 

ciclos se obtiene más de un millón de veces la cantidad inicial de la “secuencia-blanco”( Lefebvre y 

col., 2001). 

Las investigaciones sobre PCR han estado principalmente enfocadas a la secuenciación 

nucleotídica de los Espaciadores Internos Transcritos (ITS) localizados entre el ADNr nuclear 18S y 

el 28S (Figura 3) (Alam y col. 2009), y han hecho posible determinar las relaciones filogenéticas 

entre especies de hongos del género Ganoderma (Moncalvo y col., 1995). También, la región ITS1 

ha sido utilizada para la taxonomía de varias especies de Ganoderma de Polonia (Sokol y col., 

1999). Las regiones ITS1 e ITS2 han sido usadas exitosamente para el análisis filogenético de las 

especies de los géneros Tricholoma y Cortinarius (Mankel y col., 1999, Goo  y col., 2002). 

 

 

 

  

 

 

Figura 3. Representación esquemática de la región del ITS del ribosoma nuclear de Ganoderma. 

Se han usado primers que amplifican fragmentos específicos de genes de la subunidad grande del 

ADN ribosomal para caracterizar hongos secos obtenidos de herbarios (Bruns y col., 1990). Un 

fragmento de ADN de 370 pb de tamaño fue amplificado con buenos resultados usando PCR para 

identificar material viejo y seco de macromicetos (Wingfield y Wingfield, 1993).  
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Las secuencias de genes mitocondriales se han empleado para fines taxonómicos y filogenéticos 

en varios organismos eucariontes, por ejemplo: se han obtenido árboles consensuados mediante 

el uso de la secuencia nucleotídica mitocondrial de las tres primeras subunidades de la citocroma 

C oxidasa (Cox I a Cox III) de varias especies de Drosophila, las cuales fueron similares a las 

establecidas con secuencias de los genes nucleares (Spicer, 1995). 

En los hongos, un nuevo enfoque basado en amplificaciones por PCR y análisis de secuencia de los 

dominios variables de unidad pequeña del ADN del ribosoma mitocondrial (SSU ADNr), fue 

desarrollado por González y col., (1997). El análisis de la secuencia de estos dominios en las 

especies de los géneros Agrocybe y Pleurotus parece conciliar resultados útiles en análisis 

taxonómicos y filogenéticos (González y Labarère, 1998) y para la identificación de micelio de 

hongos en ceparios y colecciones.  

El análisis de los ITS y de otras regiones del ADNr ha sido llevado a cabo en diversos hongos 

comestibles como el grupo Agaricus arvenses (Calvo-Bado y col., 2001), Auricularia spp. (Berres y 

col., 1995), Armillaria spp. (Chilliali y col., 1998), Ganoderma spp. (Moncalvo, 1995; Goo y col., 

2002.) y Lentinus-Lentinula (Hibbett y col., 1997; Sugui y col. 2003) y en Pleurotus spp. (Larraya y 

col., 2003; Alam y col., 2009; Neda y col., 1995). Sin embargo, aun con estos estudios, la relación 

evolutiva entre las especies de Pleurotus no está bien entendida, lo cual se refleja en su compleja 

taxonomía. Vilgalys y Sun (1994) demostraron la relación filogenética que existe en ocho grupos 

de especies de Pleurotus. 

Se han realizado estudios moleculares basados en el análisis del polimorfismo de restricción del 

ADN ribosomal-RFLP (Random fragment length polymorphisms) de 29 colecciones de Pleurotus 

spp., mostrando una gran variabilidad genética dentro de una misma especie, lo cual se refleja en 

la variabilidad fenotípica. Se sugirió que ciertos fragmentos de ADN, denominados en biología 

molecular como marcadores moleculares, correspondientes a ciertos grupos de especies que 

podrían ser usados para la correcta identificación de estas especies de Pleurotus, pero además, el 

uso de secuencias específicas para cada especie (primers) y el uso de la tecnología de PCR 

permitirá la identificación correcta de las especies (Spicer. 1995). Estudios Filogenéticos 

moleculares, han demostrado que los ITS son una región de ADN muy utilizada para la evaluación 

de relaciones filogenéticas a bajos niveles taxonómicos (Alam y col. 2009). En el 2010 Chandra y 

col., lograron la identificación de las especies de Pleurotus cultivadas en India,  como Pleurotus 

florida, Pleurotus membranaeceus, Pleurotus sajor-caju, Pleurotus djamur, Pleurotus cystidiosus, 

Pleurotus flabelletus, Pleurotus sapidus y Pleurotus ostreatus, esto lo realizaron basados en los 
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patrones de la amplificación polimórfica del ADN, en donde se emplearon 10 primers de los cuales 

un iniciador (OPD-07) fue el que discrimino las especies estudiadas.  

3.2.- Técnica de PCR-RAPD 
 

La técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa, variedad RAPD “Polimorfismo Amplificado al 

Azar” (Random Amplified Polymorphism) es un procedimiento en donde se utiliza una secuencia 

arbitraria y por lo tanto su secuencia blanco es arbitraria. Para que ocurra la amplificación de un 

fragmento RAPD en el genoma analizado, las secuencias de ADN complementarias al primer 

arbitrario deben estar suficientemente adyacentes (< 4000 pares de bases) y en orientación 

opuesta, de manera que sea posible la amplificación de ese segmento mediante la ADN 

polimerasa. En función a la gran cantidad de ADN producido, este fragmento amplificado puede 

ser visualizado directamente en forma de una banda en un gel de electroforesis teñido 

(Grattapaglia y Elias, 1998). 

 

PCR-RAPD hace posible la identificación de cientos de nuevos marcadores en un tiempo corto con 

lo cual los mapas genéticos pueden ser creados rápidamente (Ragot y Hoisington, 1993); es 

particularmente válida para mapeo genómico en todas aquellas especies para las cuales, se carece 

de otros marcadores genéticos ó estos son raros. Mientras que PCR estándar, emplea primers 

diseñados para amplificar una secuencia objetivo específica. En RAPD, tanto los primers como la 

secuencia objetivo a amplificar no es específica, es totalmente azarosa; posteriormente a que es 

realizada la amplificación empleando los primers azarosos o arbitrarios, se observa mediante 

electroforesis en agarosa si existió amplificación del ADN. La técnica PCR-RAPD ha sido usada para 

la creación de mapas genéticos y la identificación de marcadores moleculares en diversas 

poblaciones de organismos (Hardys y col., 1993, Tingey y del-Tufo, 1993), para determinar 

paternidad en libélulas (Hardys y col., 1993), identificar polimorfismos en parásitos (Edwards y 

Hoy, 1993, Roehrdanz y col., 1993) y analizar parentesco entre gusanos (Scott y col., 1992, Scott y 

Williams 1993). 

Es particularmente empleada para aquellas especies de las cuales se tiene escasa información 

genética; es válida puesto que: dos o más primers han sido empleados simultáneamente para 

generar fragmentos de ADN reproducible que son diferentes de todas esas obtenciones que se 

lograrían con un primer específico y particular (Labarère y Bois, 2001). 
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Un punto importante en el empleo de PCR-RAPD es que, está sumamente relacionada a la 

concentración inicial de ADN, esto influye durante la amplificación así que las bandas pueden 

variar en la intensidad, al ser reveladas, es por ello que el buen empleo de la técnica, depende de 

una excelente obtención de ADN. Una desventaja que tiene probabilidad de acontecer, es la 

comigración de fragmentos de similar tamaño con diferentes secuencias (Labarère y bois, 2001). 

 

La técnica se ha empleado en la caracterización de Basidiomicetos en diferentes ocasiones. En el 

año 2001 Zervakis, Giuseppe, y Kalliopi, informan que al emplear 5 primers obtienen 45 bandas 

polimórficas, produciendo 35 distintos tipos electroforéticos y 42 patrones de RAPD, donde se 

determina la separación de las poblaciones fúngicas en 5 tipos (clasificaciones) diferentes, 

concluyendo que las diferencias en los crecimientos de Pleurotus en el Mediterráneo se deben 

tanto a los factores de reproducción como a los geográficos. 

 

En diversas partes del mundo se realizan estudios con PCR-RAPD. En Israel se emplea para realizar 

arreglos genéticos en doce poblaciones diversas de Pleurotus eryngii, mostrando un elevado nivel 

de polimorfismo. Según los resultados, estás variaciones están ampliamente ligadas con el entorno 

geográfico en el que se desarrolla Pleurotus (Lewinsohn y col., 2001). 

En Rusia se aplicó la misma técnica, para analizar las contribuciones de la especie y del factor 

geográfico en las variaciones, encontrándose que esta última depende más de su aislamiento 

reproductivo que del factor geográfico; se propone que por esto existen barreras entre la 

reproducción de especies (compatibilidad) y que las condiciones geográficas también jugarán un 

papel importante en la especiación alotrópica (Shnyreva y Shtaer, 2006).  

 

En el continente Americano también se ha realizado estudios basados en esta técnica. Se han 

enfocado en un buen método de extracción del ADN de basidiomicetos, corroborando la 

integridad del mismo con PCR RAPD y también han determinado que, en base a que RAPD arroja 

fragmentos constantes y consistentes, reproducibles en diferentes geles, serviría como una buena 

técnica para la caracterización y la diferenciación genética en el estudio de la especiación en 

Hongos (Fonseca y col., 2008). 

 

En esta tesis, esta técnica se empleó para estudiar el patrón de bandeo las cepas parentales e 

híbridas formadas en el laboratorio, con la finalidad de encontrar algún marcador molecular que 
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permita caracterizar las cepas híbridas formadas para aportar elementos sobre los cambios 

genéticos que se producen en los procesos de hibridación por apareamiento de neohaplontes 

compatibles. 

 

3.3.- Mejoramiento genético de Pleurotus 
 

Según Labarére (1991, 1994) para un eficiente cultivo de cepas de las especies del género 

Pleurotus, se consideran actividades previas de importancia básica: la selección de variedades 

adaptadas a diferentes substratos y condiciones de cultivo, la mejora genética y la preparación de 

la semilla. 

 

La hibridación es el único medio controlable por medio del cual algunas características genéticas 

deseadas presentes en diferentes cepas pueden ser combinadas. Es el medio de obtener nuevas 

cepas y nuevas variedades con características mejoradas (rendimiento, calidad, sabor) y resulta 

conveniente para los materiales y climas en los que se piensa cultivar a bajo costo. 

 

La creación varietal o mejora genética se hace por medio de cruzamientos que permiten obtener 

nuevos genotipos, entre los cuales será necesario escoger las nuevas variedades. Este cruzamiento 

se realiza en la primera etapa de la fecundación, es decir, la fusión de dos individuos 

homocarióticos genéticamente compatibles (plasmogamia) y se utiliza porque produce un micelio 

dicariótico capaz de diferenciarse y dar lugar a un basidiocarpo (Labarére 1994). 

 

Para hibridar hongos comestibles cultivados se pueden usar varios métodos teóricos y prácticos. 

Para un eficiente programa de hibridación, se deben considerar muy cuidadosamente tres puntos: 

 

(i) La definición del objetivo, es decir, las características del hongo deseado. 

(ii) El uso de un método de cruzamiento adaptado al objetivo y a los hongos preexistentes para el 

programa de trabajo. 

(iii) Un buen conocimiento del ciclo del vida del hongo usado y los puntos del ciclo de vida 

importantes para la diferenciación de los cuerpos fructíferos, los cuales son el producto 

comestible y comercial (Labarére, 1992). 
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Pleurotus spp. es un género heterotálico tetrapolar, es decir que la fecundación sólo puede tener 

lugar entre dos micelios monocarióticos de genotipos diferentes para dos genes: los genes de 

incompatibilidad sexual o de tipo acoplamiento. Los hongos heterotálicos se prestan bien a la 

mejora genética debido a que es fácil obtener micelios homocarióticos (por el sesgo o rodeo de las 

esporas) y, por lo tanto, es fácil dominar y controlar los cruzamientos que se deseen hacer con 

ellos (Labarére, 1992). 

 

En el caso de las especies de Pleurotus, la incompatibilidad sexual depende de dos genes o 

factores (A y B) poseedores cada uno de múltiples alelos. En el basidiocarpo, que es dicariótico, se 

forman esporas que poseen un sólo tipo de núcleo con un juego cromosómico (n). Al germinar, 

estas esporas dan lugar a un micelio primario u homocariótico, el cual puede ser propagado por 

multiplicación vegetativa. La fusión de dos micelios homocarióticos sexualmente compatibles, es 

decir, diferentes para los alelos de incompatibilidad, permite obtener un micelio dicariótico, que 

contendrá entonces dos tipos de núcleos haploides cada uno proveniente de uno de los dos 

parentales homocarióticos. Esta fusión corresponde a la primera etapa de la fecundación que es la 

Plasmogamia (James y col. 2004).  

 

La fecundación tiene lugar cuando los dos homocariontes confrontados poseen alelos diferentes 

para los dos genes de incompatibilidad sexual. El conocimiento del mating-type o genes de 

incompatibilidad es importante para los cruzamientos y para la diferenciación del cuerpo 

fructífero. Estos genes controlan la plasmogamia de las cepas híbridas y mantienen el estado 

dicariótico de los hongos (Sunagawa y Magae, 2005). 

 

La variabilidad de los genes de incompatibilidad sexual ha sido intensamente estudiada en los 

hongos, particularmente en los homobasidiomicetos, en donde el sistema de heterotalismo de 

alelos múltiples motiva a usar extracruzamientos en lugar de intracruzamientos (Noël y col., 1991). 

El multialelismo facilita el estudio del origen, la evolución y la estructura genética de los genes de 

incompatibildad y puede ser una de las bases para identificar genéticamente diferentes 

asilamientos para mejoramiento genético o para separar micelios individuales dentro de una 

población natural (Noël y col., 1991; Labarère, 1992). 
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4.- JUSTIFICACIÓN 
 

La utilización del método de desdicariotización química ha sido importante para la producción de 

cepas híbridas de setas comestibles ya que permite la generación de componentes monocarióticos 

que posteriormente se aparean para la obtención de híbridos. Es importante el estudio de los 

patrones genéticos de cepas dicacrióticas (parentales e híbridas) utilizadas en el mejoramiento 

genético de setas comestibles, utilizando el método de desdicariotización química. 

 

Considerando que el análisis de RAPD arroja fragmentos constantes y consistentes, reproducibles 

en diferentes geles, se utilizó como una técnica para la caracterización de las cepas híbridas 

obtenidas a partir de cepas parentales blancas. 

 

Por lo que con la finalidad de aportar elementos en la caracterización del germoplasma de cepas 

de Pleurotus obtenidas, en éste trabajo se realizó la caracterización genética de cepas híbridas y 

parentales  mediante la técnica de RAPD’s. 
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5.- OBJETIVOS 
5.1.- General 
Evaluar los patrones genéticos de cepas parentales e híbridas de Pleurotus spp. 

 

5.2.- Específicos 
 

 Obtener  neohaplontes  de cepas parentales blancas de Pleurotus spp.por 
desdicariotización química 

 Obtener cepas híbridas de Pleurotus spp. por apareamiento de neohaplontes compatibles. 

 Comparar el patrón de bandeo de las cepas utilizadas y hacer su caracterización 
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6.- METODOLOGÍA 
Para alcanzar los objetivos que se propusieron, fue importante realizar una serie de 

procedimientos los cuales se muestran en la figura 4, los dos primeros procedimientos permitieron 

la obtención de biomasa tanto en medio sólido como en líquido, posteriormente se realizó la 

extracción de ADN mediante un kit el cual se describe posteriormente, al obtener el ADN de las 

cepas, se realizaron PCR-RAPD´S para así llevar a cabo la caracterización genética de los patrones 

que fueron arrojados por PCR-RAPD. 

 

 

 

 

     

 

Figura 4. Diagrama de bloques de los procedimientos realizados. 

En esta tesis, se emplearon cepas parentales pertenecientes a la colección del Laboratorio de 

Cultivos Celulares de la Unidad Profesional Interdisciplinaria de Biotecnología. En el cuadro 4 se 

presentan las dos cepas del género Pleurotus que se utilizaron, indicando su procedencia: 

 
Cuadro 4. Material biológico de Pleurotus utilizado.  

CEPAS (clave) PROCEDENCIA ESPECIE 

IE200 Instituto de Ecología,  México Pleurotus djamur 

CP253 Colegio Posgraduados, Puebla Pleurotus sp. 

 

Las cepas fueron reactivadas en medio Extracto de Malta-Agar (EMA), para su conservación y uso. 

En el cuadro 5 se muestran las cepas que se manejaron, así como su clasificación.  

 

 

 

 

 

 

Reactivar cepas 
en medio sólido 

Obtención de 
biomasa en medio 
líquido 

Extracción de 
DNAg 

PCR-RAPDs Caracterización 
genética de 
patrones 
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Cuadro 5. Material biológico empleado en esta tesis. 

Cepa 
parental 

Neohaplontes Híbridos 

IE200 IE200 monocarionte 1 
IE200 monocarionte 2 
IE200 monocarionte 3  
IE200   monocarionte  5 

IE200(1)XCP253(6) 

CP253 CP253 monocarionte  6 IE200(2)XCP253(6) 

  IE200(3)XCP253(6) 

  IE200(5)XCP253(6) 

6.1.- Medios de cultivo 
En este trabajo se emplearon dos medios de cultivo, el medio sólido y el líquido, el objetivo del 

medio sólido fue el crecimiento del micelio, mientras que el medio líquido permitió obtener 

biomasa necesaria para extraer ADN. 

6.1.1.- Medio Extracto de Malta-Agar (EMA) 
Para preparar 300 mL de este medio sólido, se colocaron 4.5 g de extracto de malta y 6 g de agar 

agregando 300 mL de agua destilada, esto se preparó en matraces Erlenmeyer tapados, que se 

sometieron a esterilización por calor húmedo (121°C y 15 Lb de presión, durante 20 minutos). El 

vaciado del medio se realizó en cajas petri estériles en una campana de flujo laminar dejando 

solidificar el medio, se incubaron a 28°C durante 24 hrs. para prueba de esterilidad. 

6.1.2.- MEDIO LÍQUIDO 
Para realizar el medio líquido, se emplearon 20 g de Extracto de malta en agua destilada, esto se 

preparó en recipientes tapados, posteriormente se sometieron a esterilización por calor húmedo 

(121°C y 15 Lb de presión, durante 20 minutos). El medio se incubó a 28 °C hasta su uso. 

6.2.- Reactivación de cepas 
Para la reactivación de las cepas que se trabajaron, se sembraron en medio sólido, previamente 

esterilizado. Se incubaron a 28°C y se mantuvieron bajo observación para eliminar la presencia de 

contaminación. Este proceso se repitió en diversas ocasiones, para mantener la viabilidad de las 

cepas. 

6.3.- Desdicariotización química 
Se tomaron ¾ partes de la caja inoculó con las cepas, se sometió a homogenización durante 60 s. 

en un homogenizador el cual contenía 50 mL de agua destilada y previamente esterilizado. Se 

tomaron alícuotas de 30μL y 50μL del homogenizado para inocular cajas Petri con medio EMA, 
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posteriormente se realizó un extendido con varilla para dispersar el homogenizado. Se etiqueto e 

incubo a 28°C hasta observar crecimiento micelial nuevamente.  

En el momento en que se observó presencia de micelio, las placas incubadas fueron observadas en 

el microscopio para determinar si el micelio tenía presencia o ausencia de fíbulas, lo que indicaría 

si se tratara de un micelio dicariótico o monocariótico, el cual es de nuestro interés para la 

formación de cepas híbridas.  

De igual forma, se realizó el análisis estadístico por medio de X2  esto permitió conocer la 

proporción  en la que fueron recuperados los dos tipos de neohaplontes. 

6.4.- Formación de cepas híbridas 
Una vez que se obtuvieron micelios monocarióticos de las diferentes cepas, se prosiguió con la 

formación de cepas híbridas, el cual implicó el siguiente procedimiento, en una caja con medio 

EMA estéril, se realizó un arreglo como el que se muestra en la figura 5, donde fueron colocadas 

dos secciones de 1cm2 aproximadamente de micelio monocariótico de cepas diferentes, se 

etiquetaron las secciones correctamente y se incubaron a 28°C hasta que hubo crecimiento 

micelial, en cuanto esto ocurrió, se observaron al microscopio para determinar si tenía presencia 

de fíbulas, lo que implica que la hibridación se había llevado a cabo. Por lo tanto se separó esta 

sección y fue colocada en una caja con medio sólido para mantenerla viable durante la tesis. 

 

        
 1   2  

  

         5   6           7    8   

  

          3      4  

 

Figura 5. Arreglo para la hibridación de micelios monocarióticos de cepas de Pleurotus. Donde los 
números (1-4) significan el cruzamiento de las secciones de micelios monocarióticos de cepas parentales 
diferentes sometidas al proceso de desdicariotización química. 

Una vez obtenidos los componentes monocarióticos de las cepas parentales, se prosiguió a la 

reconstitución de las mismas, esto se realizó uniendo los dos neohaplontes de cada una de ellas en 

una caja Petri con medio EMA. Se colocaron juntos 1 cm2 aproximadamente de cada uno de los 

monocariontes y se incubaron a 28°C hasta que existió crecimiento micelial, cuando esto ocurrió, 

5
   
6 
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se observo en microscopio la presencia o ausencia de fíbulas, lo cual indicó la reconstitución de la 

cepa parental.  

Una vez formadas las cepas híbridas y las parentales reconstituidas, fue necesario determinar si 

era estériles o inestériles, para ello fue necesario hacer fructificar las cepas formadas. 

Posteriormente fue necesario determinar algunos parámetros de productividad como lo son 

Eficiencia Biológica (%EB), Tasa de Producción (%TP) y Rendimiento (%R). Para ello se realizaron 

varios procedimientos previos que se describen a continuación.  

6.5.- Inóculo-grano a partir de micelio crecido en medio sólido. 
Para obtener el inóculo grano se utilizó trigo perfectamente lavado, remojado a temperatura 

ambiente durante 24 horas y drenado para eliminar el exceso de agua, del cual se colocaron 150 g 

de trigo en bolsas de polipapel para su esterilización en autoclave a 121°C y a una presión de 15 lb 

durante 20 minutos. Después de ser esterilizado y enfriado a temperatura ambiente, se inocularon 

con trozos de micelio, en cantidades equivalentes para cada una de las cepas. Las bolsas 

inoculadas se incubaron en una cámara oscura a 28°C hasta la invasión total por el micelio. 

6.6.- Preparación de sustrato 
El sustrato que se empleó fue la paja de trigo, el cual se corto en trozos de 2-4 cm de longitud 

aproximadamente, se sumergió en un recipiente con agua durante 24 horas para hidratarla a una 

temperatura ambiente con su paso posterior de eliminar el exceso de agua. A continuación se 

empacó en bolsas de 1 kg de polipapel, se pasteurizó con vapor por 2 horas. 

6.7.- Obtención de cuerpos fructíferos  
El sustrato estéril y frío fue inoculado en condiciones de esterilidad con el inóculo-grano 

(aproximadamente 5 g inóculo-grano/100 g de sustrato húmedo). Las bolsas fueron comprimidos y 

sellados, en este caso se realizaron 10 replicas de cada cepa. 

Las bolsas se incubaron a 28°C, al haber transcurrido 5 días se perforaron para permitir el 

intercambio gaseoso manteniéndose en incubación hasta que el micelio invadió todo el sustrato. 

En el tiempo de incubación se llevaron a cabo observaciones periódicas. Al evidenciarse la 

formación de primordios, se quitaron las cubiertas de plástico a los empaques que posteriormente 

se llevaron a una cámara de fructificación con una humedad de 85-95% HR, una ventilación de 

0.5% de CO2, a una temperatura de 15 a 30°C, y luz por 12 h/día con el objetivo de inducir la 

formación de esporóforos. Al pasar una semana aproximadamente y antes de que ocurra del 



   34 
 

proceso de esporulación, se cortaron los cuerpos fructíferos desde la base para que éstos pudieran 

ser pesados y medidos. 

6.8.- Determinación de parámetros de productividad 
La Eficiencia Biológica (%EB) se obtuvo por la siguiente ecuación: 

𝐸𝐵 % =
𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑕𝑜𝑛𝑔𝑜𝑠 𝑓𝑟𝑒𝑠𝑐𝑜𝑠 𝑐𝑜𝑠𝑒𝑐𝑕𝑎𝑑𝑜𝑠 (𝑔)

𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑠𝑢𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜 (𝑔)
∗ 100 %  

Donde el peso del sustrato seco se obtuvo por diferencia con respecto a la humedad del sustrato. 

Con el %EB se determinó la tasa de producción (%TP), también llamada promedio diario de la 

eficiencia biológica, con la siguiente relación matemática: 

𝑇𝑃 % =
𝐸𝐵(%)

𝑐𝑖𝑐𝑙𝑜 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑐𝑖ó𝑛
 

En donde el ciclo de producción fue el tiempo total de cultivo, desde la inoculación hasta la 

primera cosecha. 

Para determinar el Rendimiento (%R) se empleo la siguiente relación matemática: 

𝑅 % =
𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑕𝑜𝑛𝑔𝑜𝑠 𝑓𝑟𝑒𝑠𝑐𝑜𝑠 𝑐𝑜𝑠𝑒𝑐𝑕𝑎𝑑𝑜𝑠 (𝑔)

𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑠𝑢𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 𝑕ú𝑚𝑒𝑑𝑜 (𝑔)
∗ 100% 

Para evaluar la productividad de las cepas parentales e híbridas, se utilizó el análisis estadístico 

ANOVA de una vía para comparar los parámetros %EB, %TP y %R de cada una de las cepas. El 

análisis estadístico de los datos obtenidos finales se realizó con un análisis ANOVA de una vía con 

prueba post hoc de Duncan, haciendo uso del programa SPSS para Windows versión 12.0. 

6.9.- Obtención de micelio en medio líquido 
Una vez que la cepa creció en medio sólido e invadió el mismo, fueron homogenizadas ¾ partes de 

la caja con medio solido y la cepa crecida. El homogenizado fue realizado en un homogenizador 

que contenía 50 µL de agua destilada (los cuales fueron esterilizados juntos previamente).  

Durante 60 s. fue sometido a una fuerza mecánica para lograr romper las células del hongo. 

Posteriormente se inocularon los recipientes con medio líquido con 50 µL del homogenizado, 

fueron etiquetados correctamente e incubados a 28°C, hasta que el hongo invadió este medio. 

6.10.- Extracción de ADNg 
Para realizar la extracción del DNA de las cepas que se trabajaron, se empleó el kit “ChargeSwitch® 

ADNg plant Kit” del catálogo No. CS18000 de Invitrogen, en la cuadro 6, se muestran los 

componentes de este kit para extraer el DNAg, así como la acción que tienen durante la 

extracción. Se emplearon las cepas en peso húmedo. 
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Cuadro 6. Componentes del kit ChargeSwitch ® gDNA plan kit. 

COMPONENTE DESCRIPCIÓN 

ChargeSwitch® N5 
Buffer de precipitación: Acetato de Potasio y 

Cloruro de Potasio 

ChargeSwitch® L18 Buffer de Lisis: Urea 

ChargeSwitch® D1 10% detergente y Tritonx-10 

ChargeSwitch® E6 
Buffer de elusión: Tris-HCl 10mM, pH 8.5con 

EDTA 1mM 

ChargeSwitch® SDS 
Sodio Dodecil Sulfato al 10% en agua 

desionizada 

ChargeSwitch® W12 Buffer de lavado 

ChargeSwitch® Magnetic Beads 

Perlas magnéticas de adhesión: 25mg/mL em 

MES 10mM,pH 5.0, NaCl 10mM,Tween20 al 

0.1% 

RNasa A 
5 mg/mL en Tris-Hcl 10mM, pH 8.5, EDTA 

10mM 

 

El protocolo que se empleó se menciona en el kit ChargeSwitch® gDNA plant Kit Catálogo 

No.CS18000 de invitrogen y se describe a continuación: 

 

Enfriar el buffer de precipitación (N5) sobre hielo, macerar 0.5 g de micelio fresco con nitrógeno 

líquido en el mortero a temperatura ambiente, adicionar 1 mL de ChargeSwitch Lysis Buffer (L18). 

Transferir la solución a un tubo de 1.5 mL y Adicionar 2 µL de RNAsa A, a la muestra macerada, 

mezclar en vortex por un minuto, adicionar 100 µL de SDS al 10% por cada mililitro de muestra. 

Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos, adicionar 400 µL de Buffer de precipitación (N5) a 

la muestra y mezclar por inversión 10 s. hasta formar precipitado, centrifugar a velocidad de 

12,000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente para obtener una muestra limpia, transferir la 

muestra a tubo nuevo y estéril, evitando arrastrar el precipitado y adicionar 100 µL de detergente 

al 10 % (D1) sobre 1.2 mililitros de muestra lisada. Adicionar 40 µL de perlas magnéticas re-

suspendidas. Mezclar gentilmente por pipeteo arriba y abajo 5 veces usando una pipeta de un 

mililitro, sin formar burbujas, eventualmente distribuir las perlas con la solución, incubar a 

temperatura ambiente por un minuto y colocar los tubos en el Rack Magnético hasta que las 
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perlas formen un pellet adherido. Sin remover los tubos del magneto, cuidadosamente aspirar y 

descartar el sobrenadante, tener cuidado de no tocar las perlas con la pipeta, remover los tubos 

del magneto y agregar 1 mililitro de Buffer de Lavado (W12) al tubo y agitar gentilmente para re-

suspender las perlas. Colocar los tubos en el magneto hasta que las perlas formen un pellet y el 

sobrenadante esté claro, remover los tubos del Rack Magnético, agregar 150 µL de Buffer de 

Elusión (E-6) mezclar por inversión e incubar a temperatura ambiente por 1 minuto, 

posteriormente colocar el tubo en el Rack Magnético hasta que se forme un pellet y el 

sobrenadante esté claro. Sin remover los tubos del magneto, cuidadosamente aspirar y transferir 

el sobrenadante con DNA sin tocar los pellet de perlas a un nuevo tubo, se rotulará y congelará 

hasta su uso posterior. 

6.11.- Electroforesis en gel de agarosa 
Para determinar la integridad del ADN extraído se llevó a cabo la electroforesis en gel de agarosa, 

se realizaron los siguientes pasos: 

1. Se realizó un gel de agarosa al 0.7% en solución buffer Tris-Borato-EDTA (TBE) 1X, para ello, se 

colocaron tanto la agarosa como el TBE en un matraz Erlenmeyer y se calentó en una parrilla con 

la ayuda de un agitador magnético hasta que la agarosa se encontró totalmente disuelta. 

2. Estando la agarosa, totalmente disuelta, se dejo enfriar un poco para posteriormente agregar 1 

μL de GelRed 10,000X (Invitrogen) por cada 10mL de TBE, hasta su completa disolución. 

4. Una vez disuelto, éste se colocó en el molde para gel de electroforesis (previamente limpio y 

adaptado con el peine para generar los pozos) y se cubrió de la luz, puesto que GelRed 10,000X,  

es fotosensible. 

5. Se mantuvo alejado de la luz hasta que solidificó totalmente. Posterior a su solidificación, se 

retiró el peine dejando los pozos libres. 

6. Una vez listo el gel, éste se colocó  en la cámara de electroforesis y se cubrió con TBE 0.5X. 

7. En papel parafilm se colocaron 2 μL de buffer de corrimiento y 8 μL de muestra de ADNg; se 

mezclaron por pipeteo arriba y abajo, hasta su completa homogenización. 

8. La mezcla se tomó evitando la formación de burbujas y se depositó en uno de los pozos del gel 

(previamente designados). 

9. En el primero de los pozos, se colocó una muestra de referencia (marcador molecular λ HINDIII 

(Invitrogen)) y en el último de los pozos se colocó el marcador molecular 1 Kb Ladder.(Invitogen) 

10. Se aplicó un voltaje de 75 V durante 95 min. 
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11. Ocurrido lo anterior, se detuvo el corrimiento; se retiró el gel de la cámara de electroforesis y 

se reveló el bandeo, mediante luz U.V., para ello se utilizó un fotodocumentador modelo Gel Logic 

440 Imaging System de Kodak 

12. Se realizó una toma de imagen digital. 

13. Se analizaron los resultados con el programa NTSYS. 

6.12.- Determinación de pureza y concentración del DNAg 
Se realizaron diluciones del DNAg obtenido, en agua desionizada, en la proporción 2:8 2μL de 

DNAg y agua. Se midieron las absorbancias a longitudes de onda de 260nm y 280nm y los datos 

obtenidos se emplearon en las siguientes ecuaciones: 

 

…………………….ecuación (1) 

 

  ………………ecuación (2) 
 
 
En la ecuación 2, FD representa al factor de dilución y es igual al volumen de aforo/ volumen de la 

alícuota (100/2), mientras que 50μg/μL y 1000 son factores de conversión constantes para DNAg 

(CIMMYT, 2005). 

 

6.13.- Determinación de patrones genéticos 
 

Para la identificación de los patrones genéticos de las cepas híbridas y parentales, se empleó la 

técnica de PCR-RAPD. En el cuadro 7 se muestran los 10 oligonucleótidos de 10 bases cada uno de 

la empresa Operon Technologies empleados para la amplificación de las bandas de ADN, así como 

también se muestra la secuencia de bases que estos tienen y la temperatura óptima de cada 

oligonucleótido 
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Cuadro 7. Oligonucleótidos empleados para la amplificación por PCR-RAPD, se muestra temperatura 
óptima y  el porcentaje de Guanina y Citosina y la secuencia de bases (empresa Operon Technologies). 

 

Oligonucleótido G + C % 5'- 3' 

OPF-1 (33.3 °C) 60 ACGGATCCTG 

OPG-2 (36.6 °C) 70 GGCACTGAGG 

OPH-2 (36.7 °C) 60 TCGGACGTGA 

OPH-3 (33.9 °C) 60 AGACGTCCAC 

OPH-3’ (37.5 °C) 70 GGAAGTCGCC 

OPG-3 (37.8 °C) 70 GAGCCCTCCA 

OPG-5 (32.8 °C) 60 CTGAGACGGA 

OPF-6 (32 °C) 60 GGGAATTCGG 

OPF-9 (33.3 °C) 60 CCAAGCTTCC 

OPF-13 (35.6°C) 60 GGCTGCAGAA 

 

Para realizar PCR-RAPD, fue necesario programar el equipo, con las condiciones adecuadas, para 

ello, el equipo fue operado en las condiciones y con los ciclos que se mencionan en la figura 6. 

Estas condiciones se determinaron después de una serie de pruebas preliminares. 

 

Figura 6. Condiciones de operación del equipo de PCR-RAPD. 

Una vez obtenidas las bandas respectivas para cada oligonucleótido, se utilizó el software NTSYS 

(Numerical Taxonomy SYStem) para hacer el análisis de las mismas, se elaboraron matrices de 

datos considerando 1 como la presencia de una banda y 0 su ausencia. Con esta información se 

1 ciclo

•94°C por 
5 min.

55 ciclos

•94°C por 30 s. 

•32°C-38°C por 
1 min

•72°C por 1 
min.

1 ciclo

•72°C por 
5 min.

•4°C por 5 
min.
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generaron  los fenogramas correspondientes a las diferentes comparaciones de bandas obtenidas 

de las cepas trabajadas. 

 

7.- RESULTADOS 
7.1.- Reactivación de cepas 
Empleando el medio EMA, se reactivaron las cepas parentales IE200 y CP253, en el cuadro 8 se 

muestran las características morfológicas de las cepas. 

 

Cuadro 8. Cepas parentales (dicarioticas) empleadas a lo largo de la tesis. 

Cepa Procedencia (Especie) Crecimiento 

Micelial2 

(Tipo/Abundancia) 

Color1 

Esporóforo Esporada 

CP-

253 

CP Puebla, Méx. 

(Pleurotus sp) 

A Ex Blanco (N00A00 

M00)  

Durazno 

(N00A30M30) 

IE-200 Inst. Ecología, Méx.(P. 

djamur) 

F R Blanco (N00A00 

M00)  

Durazno 

(N00A30M30) 

(1) El color de cuerpos fructíferos y esporadas se determinó de acuerdo con el atlas de colores de Kornerup, A., J. H. 
Wanscher, 1967 y Kuppers, H. 1979 

(2) Crecimiento micelial. Tipo: A = algodonoso, F = filamentoso, Abundancia, Ex = exuberante,       R = regular. 

 

Como se observa en el cuadro 7, las cepas parentales tienen cuerpos fructíferos blancos con un 

crecimiento en medio sólido del tipo algodonoso para la cepa CP253 y para la cepa IE200 su 

crecimiento es filamentoso, lo cual implica que las dos cepas contienen características 

morfológicas diferentes, sin embargo en las esporas que se producen en los cuerpos fructíferos las 

dos cepas tienen la misma coloración. En la figura 7 se muestra el crecimiento del micelio de las 

cepas en medio EMA. 
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Figura 7. Cepas parentales viables para el estudio (a) IE200 y (b) CP253 

 

7.2.- Desdicariotización química 
 

Siguiendo el protocolo antes mencionado, se logró la desdicariotización de las dos cepas  

parentales empleadas, por lo cual se confirmó el efecto desdicariotizador de la peptona que  

demostró ser efectiva con las dos cepas parentales empleadas de Pleurotus spp., en el cuadro 9 se 

muestran el número de neohaplontes obtenidos después de este procedimiento, así como 

también el resultado del análisis estadístico, realizado por medio de X2, el cual nos indicó que se 

obtuvo una recuperación simétrica, esto se determinó a partir del valor de la significancia que 

aparece entre paréntesis. Cuando el valor es mayor a 0.05, implica que la recuperación fue 

simétrica, en las dos cepas parentales se puede observar que este valor es mayor al establecido. 

En el 2002, Valencia del Toro y col. Lograron obtener los dos componentes monocariontes de 10 

cepas que trabajaron, aunque el número de neohaplontes no fue el mismo para cada cepa 

empleada. Sin embargo en el 2007, Maldonado empleo el método de desdicariotización química a 

tres cepas de Pleurotus spp., en donde no se logró la recuperación simétrica de los neohaplontes 

obtenidos por este método. Lo cual implica que no importando el número de micelios 

monocarióticos, se puede lograr una recuperación simétrica como lo fue en esta tesis.  Como se 

puede observar en el cuadro 8, solo para la cepa parental CP253 se obtuvo el mismo número de 

neohaplontes de cada tipo. Mientras que para la cepa parental IE200 se lograron obtener 6 

neohaplontes del tipo Nh1 y solo 2 del tipo Nh2. 

 

a      b 
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Cuadro 9. Recuperación de neohaplontes de cepas de Pleurotus spp. 

Cepas 
Dicarióticas 

Neohaplontes Recuperados 
Componentes 
Recuperados 

Prueba 2 para 
recuperación 

simétrica 
(nh1:nh2 = 1:1)* 

Total  Tipo Nh1 Tipo Nh2 

CP253 6 3 3 2 0.00 (1.00) 

IE 200 8 6 2 2 2.00 (0.15)) 
NOTA: Entre paréntesis se presenta el valor de la significancia (p). 

 

7.3.- Formación de cepas híbridas 
 

Tomando en cuenta el número de neohaplontes obtenidos a partir de la desdicariotización 

química, se realizaron los apareamientos entre componentes monocarióticos obtenidos de cada 

cepa (cuadro 10), se registró con el signo positivo (+) cuando las hifas del micelio en la zona de 

contacto de ambas cepas presentaban fíbulas, lo que indicó compatibilidad, cuando no hubo 

presencia de fíbulas, no se consideró apareamiento por lo que se registró con el signo negativo (-).  

 

Cuadro 10. Resultados del entrecruzamiento de micelio monocarionte para obtener cepas híbridas. 

Nh´s IE2001 IE2002 IE2003 IE2004 IE2005 IE2006 IE2007 IE2008 

CP2531 - - - - - - - - 

CP2532 - - - - - - - - 

CP2533 - - - - - - - - 

CP2534 - - - - - - - - 

CP2535 - - - - - - - - 

CP2536 + + + - + - - - 

 

Cuando el cruzamiento fue positivo, se formó la cepa híbrida, así, en esta tesis se logró obtener 

cuatro cepas híbridas a partir de las cepas parentales IE200 y CP253, las cepas se presenta en el 

cuadro 11, el subíndice utilizado para cada cepa indica el tipo de neohaplonte que se utilizó para la 

realizar el apareamiento. Una vez confirmada la presencia de fíbulas, se prosiguió con el 

aislamiento y mantenimiento de las nuevas cepas híbridas formadas.  
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Cuadro 11. Cepas híbridas de Pleurotus spp. 

Cepa parental 1 Cepa parental 2 Cepa híbrida Clave 

IE200 1 CP253 6 IE200 1 x CP253 6 IECP1 

IE200 2 CP253 6 IE200 2 x CP253 6 IECP2 

IE200 3 CP253 6 IE200 3 x CP253 6 IECP3 

IE200 5 CP253 6 IE200 5 x CP253 6 IECP5 

 

En esta tesis, solo se logro la formación de cuatro cepas híbridas, sin embargo empleando el 

mismo procedimiento, en el 2002, Valencia del Toro logro la obtención de diez cepas híbridas, lo 

cual se puede deber al número de micelios monocarióticos a partir del proceso de 

desdicariotización química. Tomando en cuenta que las cepas parentales que se desdicariotizaron 

son blancas, se esperaría que las cepas híbridas mantuvieran esta coloración. De igual forma, las 

cepas híbridas mantuvieron la misma morfología micelial que la cepa parental Cp253, algodonoso 

y exuberante. En el 2006, Bran y col., lograron obtener 12 cepas híbridas por medio del 

cruzamiento de neohaplontes compatibles de cepas de Pleurotus djamur y Pleurotus ostreatus, en 

donde determinaron que las colonias obtenidas a partir de P. djamur obtuvieron un diámetro 

medio mayor que las cepas parentales, mientras que los monocariontes de Pleurotus ostreatus, no 

superaron a las cepas parentales. En esta tesis, los monocariontes de ambas cepas parentales, 

superaron el diámetro de las progenitoras, lo cual se ve reflejado en la productividad de las cepas 

híbridas en las cuales tuvieron participación estos monocariontes, principalmente en la cepa 

IECP5. 

7.4.- Obtención de micelio en medio líquido 
 

La obtención del micelio en medio líquido se optimizó utilizando 30mL del homogenizado 

obtenido a partir del micelio de una caja petri disuelto en 50 mL de agua destilada estéril, con 

tiempos de homogenización de 60 s. y temperatura 20 °C, se inocularon con éxito las cepas 

parentales, híbridas y reconstituidas de la cepa CP253. En el cuadro 12, se presentan la biomasa de 

micelio líquido obtenida de cada cepa, el tiempo de crecimiento en días y las condiciones de 

agitación 100rpm y 25°C. Se puede observar que las cepas híbridas crecieron mucho más rápido 

que las cepas parentales. Para la obtención de micelio en medio líquido se implementaron dos 

condiciones de trabajo, sin agitación y con agitación, como se puede observar en el cuadro 11, la 

biomasa obtenida en condiciones de agitación fue mayor que en las condiciones sin agitación 
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tanto en las cepas híbridas como en las parentales, pero si se compara la biomasa solo con  el 

tratamiento con agitación se puede observar que las cepas híbridas tuvieron mayor producción de 

biomasa en un menor tiempo. En el tratamiento sin agitación, la cepa híbrida IECP2 tuvo menor 

producción de biomasa que las demás cepas híbridas. En el 2007 Aguilar, obtuvo 1.51g/L de 

biomasa de la cepa parental IE200 en un periodo de 15 días en el medio PCS (Peptona Con 

Sacarosa), empleando el medio EMS, la cantidad celular fue de 4.39 g/L en un periodo de 15 días, 

en esta tesis, se logro obtener 89 g/L de esta cepa en 16 días en medio Extracto de Malta líquido, 

lo cual implica que este medio produce mucho mayor cantidad de biomasa que los reportados por 

Aguilar en el 2007. Con respecto a la cepa parental CP253, no se tienen datos reportados, ya que 

no se había empleado para este proceso.  

 

Cuadro 12. Determinación de peso húmedo de las cepas parentales e híbridas sometidas a condiciones de 
crecimiento diferentes 

CEPA Sin agitación Con agitación 

 
Peso húmedo 

(g/L) 
Tiempo 
(días) 

Peso húmedo 
(g/L) 

Tiempo 
(días) 

IE200 11.6 23 89 16 

CP253 7.2 20 45 14 

IECP1 34.4 18 68.8 14 

IECP2 6.8 18 65.8 14 

IECP3 33.6 18 88.6  14 

IECP5 35.2 18 71.2 14 

 

7.5.- Fructificación de cepas híbridas 
 

Una de las partes importantes en este estudio, fue determinar si las cepas híbridas y 

reconstituidas eran inestériles o estériles, para ello, se sembraron en sustrato trigo, para 

posteriormente ser inoculadas en sustrato paja y determinar sus parámetros de producción. En la 

siguiente figura (8) se presenta el inóculo-grano o “semilla” obtenido para la siembra posterior en 

el sustrato paja, se observa que el micelio de todas las cepas invadió el trigo en la cepa parental 
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IE200  en un periodo de 20 días, la cepa parental CP253 en un tiempo de 15 días al igual que las 

cepas híbridas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Cepas parentales e híbridas inoculadas en sustrato trigo (a) cepa parental IE200, (b) cepa 
parental CP253, (c) cepa híbrida IECP3 (IE2003XCP2536), (d) cepa híbrida IECP5 (IE2005XCP2536), (e) cepa 
híbrida IECP2 (IE2002XCP2536). 

Una vez inoculados en sustrato trigo, se logró la inoculación en sustrato paja, en la figura 9, se 

muestra que las híbridas formadas en esta tesis son inestériles, ya que producen cuerpos 

fructíferos, lo que implica que pueden reproducirse. También se observa que las cepas híbridas 

mantienen la misma coloración que las cepas parentales.  

 

 

a       b 

c        d 

e 
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Figura 9. Cuerpos fructíferos de las cepas parentales IE200 (a), CP253 (b) y las cepas híbrida IECP1 (c), cepa 
híbrida IECP5 (híbrido 5) (d), la cepa híbrida IECP2 (e) y la cepa híbrida IECP3 (f). 

 

  a      b 

  c           d 

  e        
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Con la fructificación de todas las cepas los cuerpos fructíferos fueron cortados y pesados de 

manera individual esto para determinar el peso unitario (PU), de manera similar, se pesaron los 

hongos frescos totales de cada cosecha. Se determinaron los parámetros de productividad (cuadro 

12) %EB (Eficiencia Biológica), %TP (Tasa de Producción) y %R (Rendimiento). Es importante 

mencionar que solo se determinó la EB para la primera cosecha, debido a que es la cosecha en la 

que se obtuvieron la mayor cantidad de cuerpos fructíferos. 

 

Cuadro 13. Valor promedio del %EB, %TP, %R para las cepas parentales e híbridas se incluye el Error 
Estándar de la Media (ESM). 

 CEPA CLAVE % EB ± ESM %TP ± ESM % R ± ESM 

Parentales  

IE200  77.60 ± 10.01 3.88 ± 0.50 12.82 ± 1.65 

CP253  90.55 ±  6.7 4.52 ± 0.33 14.96 ± 1.11 

Híbridos  

IE2001XCP2536 IECP1 49.89 ± 18.13 2.77± 1.00 8.21 ± 2.98 

IE2002XCP2536 IECP2 10.54 ± 3.09 0.62 ± 0.18 1.90 ± 0.55 

IE2003XCP2536 IECP3 51.46 ± 8.44 2.86 ± 0.46 8.46 ± 1.39 

IE2005XCP2536 IECP5 79.34 ± 16.74 3.97 ± 0.83 13.11 ± 2..76 

CP253 reconstituida  86.71 ± 8.66 5.10 ± 0.50 15.67 ± 1.56 

 

Como se puede observar en el cuadro 13, la eficiencia biológica tiene un intervalo desde 10.54 

hasta 90.55% siendo la cepa parental CP253 la que obtuvo la mayor eficiencia biológica (90.55%), 

posteriormente, la cepa CP253 reconstituida obtuvo una eficiencia biológica de 86.71%, cabe 

mencionar que las cepas parentales trabajadas, son nativas. En cuanto a las cepas híbridas, la 

eficiencia biológica más alta, corresponde a la cepa IE2005XCP2536 con el 79.34%, sin embargo la 

cepa híbrida que obtuvo menor eficiencia biológica fue la cepa IE2002XCP2536, lo cual si se quisiera 

comercializar esta cepa seria descartada por la baja eficiencia biológica que presenta. En el 2001, 

Valencia del Toro reporto una eficiencia biológica para la cepa IE200 de 102.1%, la cual está por 

encima de la eficiencia biológica obtenida en esta tesis.  
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Los valores obtenidos de TP se encuentran en un intervalo de 0.62%-5.10%, donde la tasa de 

producción más alta, corresponde a la cepa CP253 reconstituida con un valor de 5.10%. La cepa 

híbrida IE2005 XCP2536 fue la que tuvo mayor producción (3.97%) entre las cepas híbridas. Sin 

embargo la cepa de  CP253 reconstituida obtuvo una tasa de producción más alta de todas las 

cepas analizadas, esta fue de 5.10 %. Salmones y col en 1997, reportaron valores de Tasa de 

Producción en cepas de Pleurotus spp.  en un rango de 0.31 a 1.68%,para un número de cosechas 

de dos a cinco y en Valencia del Toro, et al. (2001-2003) el intervalo de %TP fue de 1.7 a 3.7% con 

dos cosechas. Debido a que este parámetro de productividad incluye el tiempo total del cultivo, es 

importante señalar que el número de cosechas es determinante para el valor de %TP, y debido a 

esto se obtienen valores diferentes en este parámetro con respecto a los reportados por otros 

investigadores (Valencia del Toro, et al., 2001-2003), sin embargo, se aprecia que los valores 

obtenidos de %TP en esta tesis, son superiores de los valores informados por Salmones y col. 

(1997). Debe de considerase que las cepas con que se trabajó por parte de los investigadores 

citados, no son las mismas con las que se hizo la presente tesis y que cada cepa tiene diferente 

ciclo de producción, lo que está relacionado con el tiempo que tardan las cepas de Pleurotus spp. 

en degradar el sustrato. 

El análisis estadístico ANOVA de una vía, para la eficiencia biológica (F(6,37)=9.94; p=0.0001) indica 

que no existen diferencias significativas para este parámetro entre las cepas parentales e híbridas. 

En cuanto al parámetro de tasa de producción, este mismo análisis, indica que no existen 

diferencias significativas (F(6,37)=10.30; p=0.0001) entre las cepas parentales con respecto a las 

cepas híbridas. Al realizar el análisis estadístico ANOVA para el rendimiento, indica que tampoco 

existen diferencias significativas para este parámetro (F(6,37)= 9.61; p=0.0001).  

La prueba post hoc de Duncan, determinó para la eficiencia biológica existen tres grupos en donde 

se evaluó este parámetro, el primero de ellos y con menor eficiencia, se encuentra la cepa híbrida 

IECP2, el segundo grupo está formado por las cepas híbridas IECP1 e IECP3, finalmente el tercer 

grupo se encuentran las cepas parentales (IE200 y CP253), CP253 reconstituida y la cepa híbrida 

IECP5, lo cual indica que esta cepa comparte las mismas características que las cepas parentales 

para este parámetro. Este mismo comportamiento tiene el parámetro de rendimiento con 

respecto a la prueba post hoc de Duncan. 

Esta misma prueba para el parámetro de tasa de producción indica que se formaron cuatro 

grupos, en el primer grupo se encuentra la cepa IECP2, con la menor tasa de producción. En el 

segundo grupo se encuentran las cepas IECP1 e IECP3. El tercer grupo está formado por las cepas 
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IE200 e IECP5, finalmente el cuarto grupo se forma por la cepa parental CP253 y CP253 

reconstituida, en este parámetro se puede observar que la cepa híbrida IECP5, cuenta con el 

mismo tiempo para producir carpóforos que la cepa parental IE200. 

7.6.- Extracción de ADNg 

 

Con el micelio obtenido a partir del medio líquido, se prosiguió con la extracción de ADN, la cual se 

realizó a partir del protocolo mencionado en materiales y métodos. Se empleó como marcador 

molecular λ HIND III, este marcador  tiene un peso molecular de 23,130 Kpb, como se puede 

observar en la figura 10, el ADN extraído está por encima del  peso de 23,130 kpb, la intensidad de 

las bandas es muy tenue, esto puede ser debido a la cantidad de micelio obtenido en medio 

líquido.  En la figura 10, la banda del carril 9 (control positivo), muestra una mayor intensidad en el 

gel que las demás cepas. El resto de las cepas, mantienen una misma intensidad, aunque en el 

cuadro 12, se observa que la cepa IE200 tiene mayor concentración de ADN, mientras que la cepa 

IE2005XCP2536 tiene menor concentración de ADN. 

 

Figura 10. Gel de agarosa al 0.7% de cepas de Pleurotus spp. el orden de las muestras se mencionan a 
continuación. Carril 1: Marcador molecular λHINDIII, Carril 2: cepa parental IE200, Carril 3: cepa parental 
CP253, Carril 4: IECP1 (IE2001XCP2536), Carril 5: IECP2 (IE2002XCP2536), Carril 6: IECP3 (IE2003XCP2536), 
Carril 7: IECP5 (IE2005XCP2536), Carril 8: CP253 reconstituída, Carril 9: control positivo (UAPO), carril 10: 
PCM 

 
 

  1            2           3             4          5            6             7          8             9            10  

23,130  
9,416 
6,557 
4,361 
 
 
2,322 
2,027 
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7.7.- Determinación de pureza y concentración del ADNg 
 

En el cuadro 14 se presentan los valores de densidad óptica del  ADNg obtenidos de las diferentes 

cepas de Pleurotus spp. utilizadas en esta tesis, dichos valores se encuentran en un rango de 1.02 a 

1.91 valores de la relación matemática A260/A280 que es utilizada como un indicativo de pureza. En 

trabajos anteriores realizados con otras cepas de Pleurotus, se han obtenido valores de pureza que 

están dentro del intervalo antes mencionado (Maldonado, 2007), en esta tesis, la cepa que que 

obtuvo un valor de pureza dentro del lo reportado por la bibliografía, fue la cepa IECP3 e 

independientemente de que no se tengan los rangos indicado en la bibliografía (1.8-2.0) ha sido 

posible obtener resultado positivos en la técnica de PCR. Los valores de pureza fueron mayores  a 

uno en todos los casos. El empleo del kit de extracción permitió un ahorro de tiempo, ya que se 

realizó en 3 horas. 

 

Cuadro 14. Densidades ópticas de cepas de Pleurotus spp. 

Cepa 260 nm 280 nm Pureza  
Concentración 

(μg/µL) 

IE200 0.471 0.340 1.3852 1.1775 

CP253 0.047 0.034 1.3823 0.1175 
IECP1 

(IE2001xCP2536) 
0.298 0.279 1.0681 

0.745 

IECP2 
IE2002XCP2536 

0.311 0.194 1.6030 
0.7775 

IECP3 
IE2003XCP2536 

0.055 0.018 1.91 
0.1375 

IECP5 
IE2005XCP2536 

0.046 0.045 1.0222 
0.115 

CP253 
reconstituida 

0.166 0.103 1.6116 
0.415 

 

7.8.- Determinación de patrones genéticos 
 

Empleando las condiciones de operación de PCR-RAPD, se logró la amplificación de bandas de 

ADNg de todas las cepas empleadas  en esta tesis. En las siguientes tres figuras (11-13), se 

muestran los geles de agarosa  al 0.7% donde se evidencia la amplificación de las diferentes cepas 

empleando los diez iniciadores mencionados anteriormente. Como se puede observar en el primer 
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gel (figura 11), las cepas que mostraron amplificación con el iniciador OPG-6 fueron la cepa 

parental CP253 y el control positivo, las bandas de estas cepas se encuentran en las 9,162 pb. 

Con respecto al segundo iniciador (OPF-9) se obtuvieron 17 bandas para las diferentes cepas. Las 

cepas híbridas presentaron amplificación de ADNg, para la cepa IECP1 se amplificaron cuatro 

bandas, la primera de ella de aproximadamente 12,216 pb, la segunda de 9,162 pb, la tercera y 

cuarta se encuentran por debajo de los 4,072 pb. Para la cepa híbrida  IECP2 al igual se detectaron 

cuatro bandas, con pesos similares a la de la cepa anterior. Sin embargo la cepa híbrida IECP3, sólo 

presentó dos bandas con pesos aproximados de 12,216 pb y 9,162 pb. La cepa híbrida  IECP5 

únicamente presentó una banda con un peso menor a 9,162 pb. La cepa CP253  presentó 5 bandas 

amplificadas, la primera entre 12,216 pb y 10,180 pb, la segunda de menos de 9,162 pb, la tercera 

de 4,072 pb, la cuarta y quinta se encuentran entre 4,072 y 3,054 pb. La cepa PCM presentó cuatro 

bandas amplificadas la primera de ellas de 9,162, la segunda mayor a 4,072, la tercera por debajo 

de este mismo peso finalmente la cuarta banda se encuentra aproximadamente en los 3,054 pb.  

Con el iniciador OPF-9, todas las cepas híbridas lograron la amplificación de ADN, al igual que la 

cepa parental CP253, analizando el patrón de bandeo arrojado por este iniciador se observa que 

las cepas IECP1, IECP2 e IECP3, muestran una banda aproximadamente a 12,216 pb, mientras que 

la cepa IECP5 no presenta esta banda. Sin embargo las cepas IECP1, IECP2 e IECP5 comparten una 

banda que se encuentra en 2,036 pb.  
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Figura 11. Gel de agarosa al 0.7% a 75 volts durante 95 minutos  donde se muestra la amplificación de 
ADN por medio de PCR-RAPD. En el carril 1 se colocó el marcador molecular λ HIND III, del carril 2-10 las 
cepas IE200, CP253, IECP1 (IE2001XCP2536), IECP2 (IE2002XCP2536),IECP3 (IE2003XCP2536),IECP5 
(IE2005XCP2536),CP253 liofilizada, PCM liofilizada, UAPO con OPPG-6. Del carril 11-19 IE200, CP253, IECP1 
(IE2001XCP2536), IECP2 (IE2002XCP2536),IECP3 (IE2003XCP2536),IECP5 (IE2005XCP2536),CP253 liofilizada, 
PCM liofilizada, UAPO con OPF-9. Del carril 20-28 IE200, CP253, IECP1 (IE2001XCP2536), IECP2 
(IE2002XCP2536),IECP3 (IE2003XCP2536),IECP5 (IE2005XCP2536),CP253 liofilizada, PCM liofilizada, UAPO con 
con OPG-5. Del carril 29-37 IE200, CP253, IECP1 (IE2001XCP2536), IECP2 (IE2002XCP2536),IECP3 
(IE2003XCP2536),IECP5 (IE2005XCP2536),CP253 liofilizada, PCM liofilizada, UAPO con con OPF-1. En el carril 
38 marcador molecular 1K Ladder. 

El segundo gel de agarosa se muestra en la figura 12, en él aparecen las banda obtenidas para 

cuatro de los 10 iniciadores propuestos. En donde se puede observar que la cepa parental IE200 

muestra la amplificación de dos bandas para el iniciador OPH-3, la primera se encuentra se 

encuentra por debajo de las 4,072 pb, mientras que la segunda se encuentra en las 3,054 pb. De 

igual forma la cepa parental CP253 presentó amplificación de bandas, su primera banda se localiza 

por debajo de las 4,072 pb, en este carril se pueden observar dos bandas más que se encuentran 

por debajo de los 4,072 pb, pero también se encuentra una cuarta en las 3,054 pb. Es importante 

notar que las dos cepas parentales no habían logrado la amplificación con ninguno de los cuatro 

iniciadores anteriores. La cepa híbrida IECP1 al igual que la cepa IECP2, muestran amplificaciones 

muy similares, sus bandas se encuentran en las 9,162pb, mientras que la segunda banda se 

encuentra en las 4,072 pb. Sin embargo comienzan con sus diferencias en la tercera banda, 

mientras que IECP1 tiene la tercer banda un poco mayor a 3,054 pb, la cepa IECP5, la muestra por 

debajo de las 4,072 pb. También la cepa híbrida IECP5 muestra amplificación, esta cepa se 

observan dos bandas, una por debajo de 4,072 pb y la segunda un poco más arriba de las 3,054 pb. 

La cepa parental CP253 solo muestra la amplificación de una banda entre las 3,054 y 2,036 pb. 

12,216 
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1,018 
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También la cepa control UAPO muestra una sola banda con un peso menor de 2,036 pb. Es 

importante observar que el patrón de bandeo que se muestra con este iniciador, indica que tanto 

las cepas parentales como las cepas híbridas lograron la amplificación de ADN, de las cuales la 

cepa parental CP253 y las cepas híbridas IECP1 e IECP2 muestran una banda común en 10,180 pb 

al igual que otra banda en 9,162 pb.  

Con el sexto iniciador (OPF-13) no se logró la amplificación de ninguna cepa. Para el séptimo 

iniciador (OPG-2) solo la cepa parental CP253 y la cepa IECP2 presentaron amplificación, las cuales 

comparten el mimo peso molecular de sus bandas, el cual es aproximadamente de 9,162 pb y la 

segunda se encuentra por debajo de los 4,072 pb.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Gel de agarosa al 0.7%  a 75 volts durante 95 minutos donde se muestra la amplificación de 
ADN de cepas de Pleurotus spp. por PCR-RAPD. Carril  1 y 2 marcador molecular λ HIND III. Del carril 3-11 
IE200, CP253, IECP1 (IE2001XCP2536), IECP2 (IE2002XCP2536), IECP3 (IE2003XCP2536), IECP5 
(IE2005XCP2536),CP253 liofilizada, PCM liofilizada,  UAPO  con OPH-3. Del carril 12-20 IE200, CP253, IECP1 
(IE2001XCP2536), IECP2 (IE2002XCP2536), IECP3 (IE2003XCP2536), IECP5 (IE2005XCP2536),CP253 liofilizada, 
PCM liofilizada,  UAPO con OPF-13. Del carril 21-29 IE200, CP253, IECP1 (IE2001XCP2536), IECP2 
(IE2002XCP2536), IECP3 (IE2003XCP2536), IECP5 (IE2005XCP2536),CP253 liofilizada, PCM liofilizada,  UAPO 
con OPG-2. Del carril 30-38 IE200, CP253, IECP1 (IE2001XCP2536), IECP2 (IE2002XCP2536), IECP3 
(IE2003XCP2536), IECP5 (IE2005XCP2536),CP253 liofilizada, PCM liofilizada,  UAPO PO con OPH-2. Carril 39 
marcador 1K Ladder. 

Finalmente se muestra el tercer gel  (figura 13) con los últimos dos iniciadores restantes, en este 

gel se observó que para el iniciador OPH-3, la cepa parental CP253 amplificó dos bandas, las cuales 

se encuentran una en los 4, 072 pb y la segunda por debajo de este los 4,072 pb. La cepa híbrida 
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IECP3, muestra tres bandas, la primera de ella entre los 3,054 pb la segunda en los 1,636 pb y la 

tercera por debajo de los 1,018 pb. De igual manera la cepa IECP5 amplifico solo dos bandas, de las 

cuales la primera se encuentra por debajo de las 9,162 pb y la segunda se encuentra por debajo de 

las 3,054pb. El ultimo iniciador empleado fue OPG-3, con este iniciador la cepa parental CP253 

mostró cuatro bandas, de las cuales la primera se encuentra en los 10,180 pb, la segunda se 

encuentra por debajo de los 9,182 pb, la tercer banda se localiza por arriba de los 3,054 pb y 

finalmente la cuarta se encuentra por debajo de los 1,636 pb. De igual forma, la cepa IECP1, 

mostró tres bandas las cuales se encuentra por arriba de los 3,054 pb, la segunda se encuentra un 

poco debajo de los 3,054 pb y finalmente la tercera en los 1.636 pb. La cepa híbrida IECP3, 

presento seis bandas amplificadas, la mayoría se encuentra entre los 4,072 y 3,054 pb 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Gel de agarosa al 0.7% a 75 volts durante 95 minutos donde se muestra la amplificación de 
bandas de ADN de Pleurotus spp por PCR-RAPD. En los carriles 1 y2 se colocó el marcador λ HIND III. Del 
carril 3-11 IE200, CP253, IECP1 (IE2001XCP2536), IECP2 (IE2002XCP2536), IECP3 (IE2003XCP2536), IECP5 
(IE2005XCP2536), CP253 liofilizada, PCM liofilizada, UAPO con OPH-3´. Del carril 12-20 IE200, CP253, IECP1 
(IE2001XCP2536), IECP2 (IE2002XCP2536), IECP3 (IE2003XCP2536), IECP5 (IE2005XCP2536), CP253 liofilizada, 
PCM liofilizada, UAPO con OPG-3. Del 21-30 se realizaron diversas diluciones del marcador molecular λ 
HIND III. Carril 31. Marcador 1Kb Ladder. Carril 34 marcador 1Kb Ladder. 

Para determinar la relación que existe entre las cepas empleadas en esta tesis, se empleó el 

programa computacional NTSYS. Para realizar el análisis por medio de este programa, fue 

necesario evaluar el número de bandas en cada oligonucleótido, así como también las 

amplificaciones para cada cepa, por ello se construyeron varias matrices, una general en la que se 

consideraron todos los oligonucleótidos trabajados contra las cepa utilizadas, la cual se muestra 

en el anexo 1, las otras matrices fueron para cada oligonucleótido con respecto a la cepas de 
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Pleurotus spp., cada matriz fue analizada con el programa NTSYS, determinándose la similitud 

mediante el índice de información Jacard y posteriormente el fenograma correspondiente.  

De las cepas trabajadas con los diferentes iniciadores, el oligonucleótido que mayor número de 

bandas de diversos pesos moleculares obtuvo fue OPG-5 con 31 bandas, seguido por el 

oligonucleótido OPF-9 con 27 bandas de diferente peso molecular, en tercer lugar se encuentra el 

oligonucleótido OPH-3 con 24 bandas de diferente peso molecular.  

 

 

El fenograma del oligonucleótido OPG-5 se muestra en la figura 14 en el cual se puede observar 

que las cepas híbridas IECP2 e IECP5 comparten la misma rama con un coeficiente de similitud de 

0.83, mientras que la cepa híbrida IECP1 muestra un coeficiente de similitud de 0.40, la cepa 

empleada como testigo (PCM) mostro un coeficiente de similitud de 0.55 con respecto a las cepas 

híbridas IECP2 e IECP5.   La cepa parental CP253 y la cepa híbrida IECP3 comparten la misma rama 

con un coeficiente de similitud de 0.6. En esta tesis, se empleó el análisis de cluster para la 

construcción de los fenogramas de los oligonucleótidos mostrados en las siguientes figuras (14-

16).En el 2010, Chandra y col. Lograron la identificación de 14 cepas de P. nebrodensis, empleando 

el análisis de cluster basado en la matriz original de datos arrojados por el perfil de RAPD.  
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Figura 14. Fenograma UPGMA construido a partir de la matriz original de datos arrojado por el bandeo de 
PCR-RAPD  del oligonucleótido OPG-5 de las cepas empleadas en esta tesis. 

En la figura 15, se muestra el fenograma obtenido para el iniciador OPF-9, en donde se observa 

que las cepas híbridas IECP1 e IECP2 comparten la misma rama con un coeficiente de similitud de 

0.50, mientras que la cepa IECP5 tiene un coeficiente de similitud de 0.35. La cepa híbrida IECP3 

tiene un coeficiente de similitud de 0.15 con respecto a las demás cepas híbridas, en cuanto a la 

cepa parental CP253 y el testigo PCM no mostraron ninguna similitud con respecto a las cepas 

híbridas.  
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Figura 15. Fenograma UPGMA construido a partir de la matriz original de datos arrojado por el bandeo de 
PCR-RAPD  del oligonucleótido OPF-9 de las cepas empleadas en esta tesis. 

Finalmente se elaboró un fenograma general (figura 16) en donde se analiza el comportamiento 

de las cepas con los diez oligonucleótidos empleados a lo largo de la tesis, en este fenograma se 

observan los coeficiente de similitud para cada una de las cepas, teniendo que las cepas IECP2 e 

IECP5 muestran un coeficiente de similitud de 0.54, mientras que la cepa IECP1 tiene un 

coeficiente de similitud de 0.30. En cuanto a la cepa parental CP253 muestra un coeficiente de 

similitud de 0.13 con respecto a las tres cepas híbridas mencionadas anteriormente, sin embargo, 

la cepa IECP3  mostro un coeficiente de 0.8 con respecto a las mismas cepas. Analizando las dos 

cepas empleadas como testigo, es importante mencionar que la cepa PCM mostro un coeficiente 

de similitud de 0.15 con respecto a las cepas híbridas IECP2 e IECP5, esto considerando que esta 

cepa no tuvo participación alguna en la formación de las cepas híbridas. En cuanto a la cepa UAPO 

esta tuvo un coeficiente de similitud de 0.01.  

En el 2010, Chandra evaluó 10 primers evaluar los cultivos de la especie Pleurotus spp. de India, de 

los cuales tres fueron seleccionados para la amplificación de ADN de Pleurotus spp. de los cuales 

los pesos moleculares de las bandas amplificadas se encuentran en un rango de 1.2-0.14 kb. En 

este mismo estudio, los índices de similitud fueron calculados por medio de la identidad 

normalizada. Estos coeficientes de similitud  de las ocho cepas se encuentran en un rango de 0.111 

para P. flabelletus a 0.727 para P. cystidiosus. Mientras que el coeficiente de similitud promedio 
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fue de 0.357. Mientras que en esta tesis, el rango de los coeficientes de similitud son de 0.01 para 

la cepa UAPO hasta 0.50  para las cepas híbridas IECP1 e IECP2.  

.  

 

 

 

Figura 16. Fenograma UPGMA construido a partir de la matriz original de datos arrojado por el bandeo de 
PCR-RAPD  analizando los diez iniciadores y las cepas empleadas en esta tesis. 

La técnica de PCR-RAPD ha sido empleada con éxito para distinguir otros géneros de hongos, como 

por ejemplo la discriminación de diferentes cepas de Agaricus bisporus (Khush y col., 1992, Moore 

y Chiu, 2001), así como también ha sido empleada para la identificación y evaluación genética de 

progenies monosporicas de A. bisporus y Pleurotus ostreatus.  

En el 2009, Alam y col. Empleó 20 primers, de los cuales solo 12 tuvieron una amplificación 

eficiente para el ADN genómico. Las bandas que fueron amplificadas tienen un tamaño de 0.20 
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hasta 2.0 Kb. En este estudio, se obtuvieron los mismos resultados tanto en los perfiles arrojados 

por RAPD que por el análisis de secuencia de la región de ITS.  

Es importante mencionar que a pesar de que existió amplificación de bandas por medio de RAPD, 

un procedimiento importante para verificar estos resultados es la secuenciación, ya que existen 

diversos inconvenientes con el uso de primers, ya que pueden existir heteroduplex, la hibridación 

de las hebras de ADN, este tipo de problemas puede revelar un número mayor de bandas o de 

picos en los análisis de electroforesis. Otro de los inconvenientes que se producen son los 

quiméros, existen dos tipos, los que son formados por la alineación incompleta del primer y los 

que se forman durante el cambio de la hebra molde en la síntesis de ADN (Kanagawa, 2003). Por 

ello es importante la secuenciación de los productos obtenidos por RAPD en esta tesis, para 

descartar algún problema como los antes mencionados. 
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8.- CONCLUSIONES 
 

1. Las condiciones empleadas en el laboratorio, permitieron obtener micelios monocariontes 

a partir de la desdicariotización química de las cepas parentales IE200 y CP253. 

2. Se logró obtener una simetría en el número de neohaplontes obtenidos a partir de la 

desdicariotización química, aún trabajando con una cantidad relativamente pequeña de 

neohaplontes. 

3. Se obtuvieron cuatro cepas híbridas (IECP1, IECP2, IECP3 e IECP5) que generaron cuerpos 

fructíferos y por lo tanto fueron fértiles. La coloración de los cuerpos fructíferos de las 

cepas híbridas son semejantes a las parentales. 

4. La cepa híbrida IECP5 comparte parámetros de producción semejantes a los de las 

progenitoras. Encontrándose según el análisis estadistico con una eficiencia biológica de 

9.94, una tasa de producción de 9.61 y un rendimiento del 10.30. 

5. De la amplificación de ADN por medio de PCR.RAPD, se obtuvieron amplificaciones en las 

cepas híbridas en diferentes iniciadores, siendo el iniciador OPG-5 el que obtuvo mayor 

número de bandas (31 bandas de diferente peso molecular), seguido por OPF-9 con 27 

bandas diferentes. 

6. En los fenogramas obtenidos para los iniciadores OPF-9 y OPH-3, las cepas IECP1 e IECP2, 

se encuentran en la misma rama, mientras que las cepas IECP2 e IECP5 se localizaron en la 

misma rama para el iniciador OPG-5. 

7. Las cepas que tienen un coeficiente de similitud mayor fueron las híbridas IECP2 e IECP5 

(0.54).  
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