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Resumen: En este trabajo se presentan los resultados obtenidos tras aplicar técnicas de biología 
molecular, basadas en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y amplificación de ADNr, 
para la identificación de hongos de pudrición de la madera, extrayendo ADN directamente de 
una muestra de madera con pudrición.

Palabras clave: Biología molecular, identificación, hongos de pudrición, ADN, PCR.

Abstract: This work presents the obtained results after applying molecular biology techniques, 
based on the polymerase chain reaction (PCR) and rDNA amplification, to identify wood decay 
fungi, extracting DNA directly from decay wood.

Keywords: Molecular biology, identification, decay fungi, DNA, PCR.

Introducción

El estudio previo para la conservación-restauración de las pinturas de la Sala de los Reyes de la 
Alhambra de Granada reveló que la madera soporte de las bóvedas (Populus alba), sobre las 
que se asientan las pinturas, sufría un proceso de biodeterioro causado por hongos de pudri-
ción de la madera (fig. 1).
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La detección e identificación precisa de los microorganismos involucrados en los proce-
sos de biodeterioro de los bienes culturales es el primer paso necesario para su conservación, 
pero por sus características intrínsecas, los hongos de pudrición no pueden ser fácilmente detec-
tados e identificados mediante técnicas microbiológicas tradicionales, basadas en aislamiento y 
cultivo en laboratorio para posterior caracterización de sus micelios y estructuras reproductoras.

La observación de varias muestras de madera con pudrición al microscopio óptico con 
luz polarizada, evidenció la presencia de hifas fúngicas que no pudieron ser identificadas, por 
lo que se recurrió a técnicas de biología molecular, aislando ADN fúngico directamente de las 
muestras de madera con pudrición.

Materiales y métodos

Muestras

Se utilizaron tres pequeñas muestras de madera con pudrición tomadas del reverso de una de 
las bóvedas. Dichas muestras se mantuvieron previamente en una cámara húmeda (90% HR) a 
temperatura ambiente.

Extracción del ADN

Para la extracción de ADN, primero las muestras de madera con pudrición se pulverizaron en 
un mortero de porcelana, con ayuda de nitrógeno líquido.

Posteriormente, se utilizó el kit comercial de extracción de ADN Zymo Research Fungal/
Bacterial DNA Kit, siguiendo el protocolo del fabricante, excepto que se utilizó agua Milli-Q 

Figura 1. Vista del reverso de una de las bóvedas, donde se aprecian zonas con pudrición. Fotografía: Víctor M. Menguiano.
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(Sigma W4502) en lugar del tampón de elución del fabricante. De esta forma, se obtuvieron 
soluciones de 100 µl.

La extracción de ADN fue verificada mediante electroforesis, de 18 µl de cada solución 
obtenida, en gel de agarosa al 0,7% en tampón TBE ½ y teñido con bromuro de etidio. La elec-
troforesis se realizó a 120V, durante 30 minutos, y se usó como patrón ADN de fago λ (Prome-
ga) digerido con las endonucleasas de restricción HindIII y EcoRI con un patrón de bandas en 
un rango de 564 a 21226 pb.

Amplificación por PCR

El ADN extraído se utilizó como molde para la amplificación mediante PCR de un fragmento 
del gen que codifica la subunidad 28S del ARN ribosómico de eucariotas. Para ello se utilizaron 
como cebadores dos oligonucleótidos correspondientes a sendas secuencias consenso utiliza-
dos convencionalmente para la amplificación y secuenciación de dicho fragmento. Los oligonu-
cleótidos, cuyas secuencias son 5’-ACCCGCTGAATTTAAGCAT-3’ (FW) y 5’-TCCGTGTTTCAA-
GACGG-3’ (REV), fueron sintetizados por la empresa Eurofins MWG Operon. Estos cebadores 
amplifican una sola banda de ADN de unas 600 pares de bases (pb) de longitud.

Las reacciones de amplificación se realizaron en un volumen final de 50 μl y contenían: 
1 µl de ADN molde, 5 µl de tampón Taq DNA polimerasa, 1 µl de Taq DNA polimerasa (5 U), 
2 µl de mezcla de dNTPs 10 mM cada uno, 50 pmol de cada cebador, completando con agua 
Milli-Q (Sigma W4502).

El termociclador (MyCyclerTM de Bio-Rad) se programó con las siguientes condiciones: 
dos minutos a 95º C para la desnaturalización del ADN molde, seguido de 40 ciclos de un minu-
to de desnaturalización a 95º C, un minuto de hibridación de cebadores a 55º C y un minuto de 
elongación a 72º C, con un paso de extensión final de 10 minutos a 72º C.

Para comprobar la efectiva amplificación del fragmento de DNA, de aproximadamente 
600 pb, una muestra de 25 µl del producto resultante de la PCR se corrió mediante electrofore-
sis en gel de agarosa al 1% (p/v) en 150 ml de tampón TBE ½ teñido con bromuro de etidio, a 
120 V, durante 30 minutos.

Purificación y cuantificación del ADN

Las bandas de ADN incluidas en el gel de agarosa se recuperaron y purificaron mediante el kit 
comercial de purificación Bioline Isolate PCR and Gel Kit, siguiendo las instrucciones del fabri-
cante (excepto que se utilizó agua Milli-Q en lugar del tampón de elución del fabricante), obte-
niéndose una solución de 30 µl de ADN puro. 

La cuantificación del ADN purificado se realizó mediante electroforesis en gel de agaro-
sa y comparación frente a un marcador de pesos moleculares, y mediante espectrofotometría, 
midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 260 nm (A260) con un espectofotómetro 
NanoDrop.

Secuenciación

Una vez cuantificadas las muestras de ADN, éstas se prepararon y enviaron para su secuencia-
ción al Instituto de Parasitología y Biomedicina López-Neyra (CSIC) de Granada, donde la se-
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cuenciación de ADN se realiza mediante el procedimiento de secuenciación cíclica utilizando la 
química BigDye Terminator v3.1 y electroforesis en sistema multicapilar automático.

Análisis Blast

Con el fin de determinar a qué especies corresponden las secuencias de ADN obtenidas a partir 
de las muestras, se realizó una comparación mediante análisis Blast de éstas con las existentes 
en la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information, USA), utilizando 
el programa «nucleotide blast»1.

Resultados y discusión

La observación bajo luz ultravioleta de la electroforesis de verificación de extracción revela 
bandas de ADN, pero muy tenues, es decir, se obtuvo poco ADN. Esto es lógico si tenemos 
en cuenta que no partimos de cultivos fúngicos, sino directamente de muestras de madera con 
pudrición, cuyo tamaño era reducido (unos 5 cm3). No obstante, la cantidad obtenida fue sufi-
ciente para amplificar por PCR.

Las soluciones de ADN obtenidas pre-
sentaban una ligera pigmentación, mayor cuan-
to más podrida estaba la muestra de madera, 
debida a subproductos de la descomposición 
de la madera (por ejemplo ácidos húmicos) 
que co-precipitan con el ADN. Estas sustancias 
podrían inhibir la posterior reacción de amplifi-
cación por PCR, aunque no fue el caso.

La electroforesis en gel de agarosa al 
1% de los productos de PCR obtenidos (fig. 2), 
muestra una amplificación satisfactoria, tanto 
en cantidad, como en el tamaño del fragmen-
to amplificado, de aproximadamente 600 pb de 
longitud. 

Se intentó una cuantificación del ADN 
purificado mediante electroforesis en gel de 
agarosa y comparación frente a un marcador 
de pesos moleculares, pero dada la poca canti-
dad de ADN purificado, no fue posible.

Por ello la cuantificación se realizó me-
diante espectrofotometría. Las concentraciones 
de ADN obtenidas para las muestras 1, 2 y 3 
fueron, respectivamente, 4,4, 6,1 y 4,7 ng/µl.

Una vez obtenidas las secuencias de los 
fragmentos amplificados, se comprobó que és-

1 Disponible en: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1% mostrando 
los productos amplificados por PCR. M=marcador molecu-
lar, C=control sin ADN molde. Fotografía: José Román Pé-
rez Castiñeira.
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tas no eran buenas en el caso de las muestras 1 y 3, debido probablemente a que la cantidad de 
ADN presente en la muestra fuera inferior a la necesaria para la correcta secuenciación.

El análisis comparativo Blast de la secuencia de la muestra 2 con las secuencias de referen-
cia (fig. 3) mostró que este fragmento amplificado presenta una homología del 99 % con la secuen-
cia de referencia de Petriella setifera, un ascomiceto causante de pudrición blanda de la madera.

Conclusiones

Este trabajo demuestra que es posible la detección e identificación de los hongos xilófagos di-
rectamente a partir de la muestra de madera podrida, evitando la necesidad de cultivo previo, 
por lo que dicha detección e identificación no estaría limitada por la capacidad de cultivo de las 
especies fúngicas.

Sin embargo, la identificación no resulta sencilla cuando aparecen varias especies de 
hongos xilófagos en una misma muestra de madera, algo habitual en muestras biológicas natura-
les, de gran diversidad. En estos casos es más difícil la identificación de todos los microorganis-
mos, pues los fragmentos amplificados pertenecen a distintas especies y se obtiene una superpo-
sición de secuencias. Se está salvando este inconveniente mediante clonación de los fragmentos 
amplificados y análisis de restricción enzimática de los fragmentos de ADN clonados. 

Figura 3. Alineamiento mediante análisis Blast de la secuencia obtenida de la muestra 2 con la aparecida en la base de datos.
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