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Introducción 
 
La sistemática es el estudio de las relaciones y clasificación de los organismos y los 
procesos por los cuales han evolucionado y por los cuales se mantienen 
(Hawksworth et al. 1995). Los trabajos de sistemática en hongos que consideran 
reconstrucciones filogenéticas involucran, cada vez más, datos moleculares y 
morfológicos que permitan generar mejores hipótesis. Por lo que es sumamente 
importante contar con el conocimiento previo y profundo del género Psilocybe, 
dada la necesidad primordial de elegir adecuadamente las unidades que serán 
sometidas a análisis (tanto del grupo interno, como externo) de acuerdo a la 
variación detectada en ellas. 
 
El género Psilocybe es muy importante, ya que en él se encuentran las especies de 
hongos alucinógenas más conocidas en el mundo. Se conocen más de 80 especies 
con propiedades enteogénicas. Se caracteriza por tener basidiomas de color café o 
amarillento con láminas del mismo color o con tonos violeta o púrpura. Las esporas 
son de color café en solución de KOH, elipsoidales, romboidales o subhexagonales 
en vista lateral, lisas, con un ancho poro germinal que las hace ver truncadas. Los 
queilocistidios son hialinos o de color café. El pileipellis es un cutis o un ixocutis y 
presentan además un subpellis. 
 
Guzmán (1983) en su monografía del género, lo dividió en 18 secciones, con base 
en la forma, color y grosor de la pared de las esporas, color de los pleurocistidios y 
queilocistidios, presencia o ausencia de anillo, y si se manchan de azul. 
Posteriormente, Guzmán (1995) publicó un suplemento a la monografía, en donde 
revisa la clasificación. Más tarde, Noordeloos (e.g. 1998, 1999, 2001) revisó las 
especies europeas y consideró al género en un sentido más amplio, incluyendo 
Hypholoma, Stropharia y Melanotus. Boekhout et al. (2002) re-estructuraron la 
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sección Psilocybe, con datos morfológicos, apareamientos de cepas y de 
marcadores RAPD’s. Finalmente, Moncalvo et al. (2002) encontró las especies no 
alucinógenas del género en un clado distinto al de las alucinógenas, al cual 
tentativamente llamó “psychedelia”.  
 
De las tres etapas básicas que involucra el análisis filogenético: análisis de 
caracteres, búsqueda de árboles y pruebas de robustez; el análisis de caracteres 
representa sin lugar a dudas el elemento crucial, ya que éste constituye la base para 
la reestructuración de hipótesis, lo que representa el análisis de una gran cantidad 
ejemplares, cuidadosamente seleccionados; así como de caracteres moleculares 
confiables.    
 
El estudio de las secuencias de DNAr ha proporcionan información útil para 
algunos grupos de basidiomycete, en particular datos de relaciones evolutivas y 
especiación junto con biogeografía. Dentro del locus DNAr la región ITS ha sido 
particularmente útil en el análisis de especies muy cercanas en muchos géneros 
(Zervakis et al. 2004).  
 
La región espaciadora interna transcrita (ITS) contiene dos regiones no 
codificadoras variables que se encuentran dentro de las repeticiones altamente 
conservadas del DNAr, entre la subunidad pequeña, la región para 5.8S y los genes 
para RNAr de la subunidad grande (Gardes & Bruns 1993). 
 
Entre las características convenientes para el análisis de secuencias ITS en hongos, 
se encuentran: la región ITS completa de 600 a 800 pb puede amplificarse 
fácilmente con iniciadores universales; la naturaleza multicopia de las repeticiones 
del DNAr hace de esta región una secuencia fácil de amplificar aún cuando se 
utilicen muestras de DNA pequeñas, muy diluidas, o altamente degradadas (DNA 
obtenido de material viejo y especímenes de herbarios). Finalmente, diversos 
estudios demuestran su utilidad en análisis filogenético (Álvarez & Wendel, 2003; 
Gardes & Bruns 1993).  
  
Hasta ahora, son todavía confusos los límites del género Psilocybe, así como su 
clasificación infragenérica.  Por lo que es necesario definir si el género Psilocybe 
(Basidiomycetes, Agaricales, Strophariaceae) es un grupo monofilético, además de 
analizar la validez de las clasificaciones tradicionales infragenéricas de Psilocybe 
con caracteres morfológicos y moleculares. Así, en este trabajo se presentan los 
resultados obtenidos de extracción de DNA y amplificación de ITS de 214 muestras 
del género Psilocybe y seis muestras de grupos internos y externos. 
 
Material y métodos 
 
Ejemplares de hongos 
 
Para la selección de las 214 muestras del género Psilocybe se consideró la 
clasificación tradicional del grupo. Así se incluyeron 156 especies, colectadas entre 
1916 y 2005. Es importante señalar que se cuenta con 72 muestras de tipos 



 2005 ― Avances en la Investigación Científica en el CUCBA 550 
 

XVI Semana de la Investigación Científica 

(ejemplares en los que se basa la descripción de una especie nueva) de herbarios de 
todo el mundo; estas muestran datan de 1950 al 2005. Además se incluyeron como 
grupos externos los siguientes materiales: Panaeolus sphinctrinus, Copelandia 
cyanescens, Stropharia semiglobata, Hypholoma aurantiaca, Melanotus alpinae 
y Pholiota carbonaria. 
 
Extracción de DNA 
 

Es importante trabajar con materiales tipo, a fin de asegurar la identidad de las 
muestras. Sin embargo, esto acarrea nmerosas dificultades. Muchos materiales tipo 
son colectas únicas y muy antiguas, con material escaso y en malas condiciones, de 
las que no es nada fácil extraer el DNA. Así, para la optimización del método de 
extracción de DNA a partir de pequeñas muestras de herbario (1 a 5 mg), se 
procesaron cinco muestras con dos métodos previamente utilizados en el 
laboratorio de Genética: un método con proteinasa K (Aljanabi et al. 1997, 
Palomera 2005) y el método de Doyle & Doyle (1987) (Palomera 2002). La calidad 
del DNA extraído se determinó por electroforesis en geles de agarosa al 0.8% 
(Sambrook et al. 1989).  
 
Protocolo de Extracción de DNA  
 
Para la extracción de DNA a partir de pequeñas muestras de herbario de Psilocybe 
(0.1 a 6 mg), se utilizó el método con proteinasa K, ya que en general se obtuvieron 
mejores resultados y es más sencillo que el método de Doyle & Doyle. Además fue 
necesario adaptar el protocolo de extracción a un micrométodo con muestras de 
menos de 1 mg y a un minimétodo al trabajar con muestras de entre 1 – 6 mg. La 
calidad del DNA extraído se determinó por electroforesis en geles de agarosa al 
0.8% (Sambrook et al. 1989).   
 
La muestra (0.1 o 1 -6 mg) colocada en un tubo eppendorf de 1.5 ml, se congeló al 
sumergir el microtubo en nitrógeno líquido; el tejido congelado se trituró con un 
homogenizador de metal. Para la etapa de lisis celular se agregaron 400 (800) �l de 
buffer salino de lisis (NaCl 2M, Tris-HCl 0.5M, EDTA 0.5M) con PVP al 1%, se 
homogeneizó suavemente por inversión y se incubó a 65°C por 45 min. Se 
adicionaron 40 (80) �l de SDS al 20% y 4 �l de proteinasa K (10mg/ml). Se 
agregaron 300 (600) �l de NaCl 6M y se mezcló con vortex por 30 seg. Se centrifugó 
a 4°C por 45 min a 14 000 rpm. La fase acuosa se transfirió a uno o dos tubos 
eppendorf de 1.5 ml nuevos (en ocasiones es necesario repetir el paso de 
centrifugación ya que se observan restos de tejidos en el sobrenadante, sobre todo 
cuando se trabaja con muestras de más de 2.5 mg). Se precipitó el DNA con un 
volumen igual de isopropanol frío. Se mezcló por inversión y se incubó a  –20 °C 
toda la noche. Se centrifugó a 14000 rpm por 30 min a 4°C. Se descartó el 
sobrenadante y la pastilla se lavó con 500 �l de etanol al 70% y se centrifugó a 4°C 
por 10 min a 14 000 rpm, dos o tres veces. Se diluyó en 25- 100 �l de TE (Tris 1M 
pH 7.4, EDTA 0.5 M). Se disolvió a temperatura ambiente toda la noche. Se 
almacenó a - 20°C hasta su uso. 
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Amplificación de ITS  
 
Para la amplificación por PCR de la secuencia ITS completa en muestras de hongos 
se encuentran disponibles cuatro pares de cebadores: ITS1F-ITS4, ITS1-ITS4, ITS1-
ITS4S e ITS5-ITS4 (Guzmán–Dávalos et al. 2003). Para la amplificación de la 
región ITS del DNA obtenido de las 214 muestras de hongos del genero Psilocybe 
se utilizó el par ITS1-F + ITS4. 
 
Se inició la estandarización y optimización de la reacción de PCR siguiendo el 
procedimiento ya descrito en Guzmán–Dávalos et al. 2003 con algunas 
modificaciones. En cada 20 �l de la reacción de PCR se utilizaron 16.8 �l de mezcla 
PCR con MgCl2 2.5 Mm que contiene: 2 �l de Buffer 10X (Tris 100 �m, KCL500 �m), 
1 �l MgCl2 50 Mm, 1 �l dNTPs 5 Mm, 1 �l BSA mg/ml y 11.8 �l dH2O; 2.2 �l de mezcla 
Primer-Taq (1 �l Primer 5´ 10 �M, 1 �l Primer 3´ 10 �M, 0.2 �l TaqPol 5 U/�) y 1 �l de 
DNA sin diluir. 
 
 Las condiciones de amplificación en el termociclador MJ PT100 que se utilizaron 
fueron las siguientes: desnaturalización inicial a 95°C por 3 min; 24 ciclos de 
desnaturalización a 95°C por 1 min, alineación 50°C por 45 seg y elongación a 72°C 
por 2 min; 14 ciclos de desnaturalización a 95°C por 1 min, alineación 50°C por 45 
seg (aumentar 5 seg por ciclo) y elongación a 72°C por 2 min. Elongación 
prolongada final a 72°C por 10 min.   
 
Para la optimización se llevaron a cabo ensayos con diferentes concentraciones de 
algunos de los componentes de la reacción: cantidad de DNA (1-3 �l, MgCl2 1.5 a 3.5 
mM, dNTPs 100-200 mM, 200 Mm de cada cebador y 0.025 – 1 U de Taq 
Polimerasa). 
 
Para el análisis de los productos amplificados se aplicaron 5 �l de producto de PCR 
con 2 �l de buffer de carga 6X, en un gel de agarosa al 2%. Como marcador de DNA 
se utilizó la escalera de DNA de 100 pb de Invitrogen. El gel se tiñó con bromuro de 
etidio  (c.c. 10 mg/ml) durante 5-10 min.  
 
 
Resultados y discusión 
 
En cuanto a los resultados obtenidos en la extracción de DNA de las 214 muestras 
de Psilocybe con el método con Proteinasa K, el análisis del DNA en geles de 
agarosa al 2% mostró que la mayoría de las muestras no presenta ningún tipo de 
banda en el gel (60%); el 20% de las muestras procesadas mostraron un barrido 
casi desde el punto de aplicación de la muestra, por lo que se clasificaron como 
banda de DNA altamente degradado; el restante 20% mostró banda de DNA de alto 
peso molecular acompañado en ocasiones con DNA medianamente degradado. 
 
Los productos de PCR obtenidos con el par de cebadores ITS1-F e ITS4 se 
observaron en la mayoría de los casos como una banda en los geles de agarosa 
teñidos con bromuro de etidio. El tamaño de los fragmentos de PCR fue de cerca de 
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700-750 pb. Algunos productos de PCR mostraron dos o más bandas inespecíficas 
de 500 y/o 1000 pb.  
 
Finalmente es importante señalar que el 43% de las muestras de DNA sin banda en 
el gel de agarosa, mostraron amplificación de la banda de interés (700-750 pb), 
mientras que casi la mitad (49%) de las muestras con banda de DNA clasificadas 
como altamente degradadas amplificaron para el ITS completo, finalmente el 93% 
de las muestras que mostraron bandas de DNA de alto peso molecular amplificaron 
la secuencia completa de ITS. Por lo que como puede observarse con estos datos, el 
protocolo de extracción es el adecuado para muestras de Psilocybe, y las 
modificaciones para el tamaño de nuestras muestras fueron las adecuadas. 
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