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RESUMEN

El vherbario es una fuente muy importante de informacion, en la que se acumulan datos
con un amplio uso en estudios taxondmicos, ecologicos y etnomicoldgicos. Se ha
demostrado que también puede servir como fuente de material para la extraccion de
4cido desoxirribonucleico (ADN), usado exitosamente en andlisis filogenéticos a través
de la aplicacion de marcadores moleculares.

Dentro de la filogenia contemporanea, el empleo de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) hace posible, la obtencion de secuencias génicas a partir de cantidades
muy pequefias de ADN, proporcionando datos complementarios a los fenotipicos o
bioquimicos. Para realizar estudios moleculares, es imprescindible contar con ADN de
buena calidad y este aspecto es critico cuando se trabaja con ejemplares herborizados, a
veces antiguos y disponibles en cantidades limitadas.

En el presente trabajo nos hemos dedicado a la extraccion de ADN de muestras
herborizadas, para apoyar al desarrollo de un proyecto que tiene como objetivo el
estudio filogenético del género Gymnopilus (Fungi, Basidiomicetes, Agaricales), ya que
en este género es dificil establecer relaciones filogenéticas basindose solamente en
caracteres morfoldgicos. Se compararon cinco métodos de extraccion de material
genético; tres basados en el uso de CTAB, de fenol y microondas y dos paquetes
comerciales. La calidad y la cantidad del ADN extraido se verificaron por électroforesis
y espectrofotometria. La cantidad limitada y el estado de fragmentacién del ADN no
permitieron su visualizacion en geles de agarosa, las lecturas espectrofotométricas
indicaron la presencia de material genético. Cuando se utilizaron marcadores
moleculares “‘como RAPDs " (amplificaciéon al azar del ADN polimoérfico) y la
secuenciacion de la region intergénica transcrita (ITS) amplificada por PCR, se
observaron productos, lo que indica que el ADN extraido de muestras herborizadas es

itil para la obtencion de informacién molecular que apoye a la construccion de arboles

filogenéticos.

 /
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I INTRODUCCION

La sistematica como rama de la biologia tiene como objetivo fundamental generar una
referencia histérica confiable entre organismos, que permita el entendimiento de la
diversidad biolégica, la cual no puede ser produc}da por ninguna otra disciplina y cuyos
resultados tienen ademas un fuerte impacto en otras dreas de investigacion. Los estudios
taxon6micos no solamente se abocan a la realizacién de inventarios y descripcion de la
biodiversidad, sino también, tomando como base estos conocimientos, proceden a

estructurar inferencias sobre la historia de los organismos o su filogenia (Gardes y

Bruns, 1993).

Una parte fundamental en el proceso de elaboracion de inferencias filogenéticas
es el analisis de caracteres informativos, por lo que resulta de vital importancia contar
con informacion confiable y suficiente de los caracteres que formaran la matriz de datos
'para el andlisis cladistico, basado en la presencia o ausencia de caracteres informativos

ya sean morfoldgicos o moleculares (Gonzélez, 1997).

Dentro de la filogenia contemporinea, el empleo de datos alternativos a los
fenotipicos o bioquimicos, como las secuencias génicas, permite la obtencion rapida de
una gran cantidad de informacion. Sin embargo, para realizar estudios moleculares, no
siempre es posible obtener ejemplares frescos y preservarlos con técnicas especificas;
ademds de la necesidad de adecuar protocolos existentes para el aislamiento del ADN de

calidad a partir de ejemplares herborizados y a veces disponibles en cantidades limitadas

(Villegas, 1999).
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En consecuencia el presente trabajo consistidé en la extraccion de ADN de
muestras de hongos herborizados, con el fin de apoyar el desarrollo de un proyecto que
tiene como objetivo la utilizacion de criterios moleculares (RAPDs y secuencia de ITS)
para el analisis filogenético dentro del género Gymnopilus (Fungi, Agaricales). La
clasificacion tradicional del género Gymnopilus, basada en caracteres morfologicos,
reconoce dos grupos: Annulati y Gymnopilus, segun la presencia o ausencia de un velo
parcial (Hesler, 1969). Sin embargo, es dificil establecer relaciones filogenéticas con
base solamente en caracteres morfologicos, porque los individuos fenotipicamente

pueden ser muy similares, pero genéticamente diferentes.
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II. ANTECEDENTES

IL.1. Tradicién taxondmica

Con su libro “Systema Naturae”, publicado en 1758, Carolus Linnaeus establecié los
principios basicos para la organizacién de las especies, al tomar como base una visién
creacionista del mundo que reflejaba una jerarquia establecida por el “Creador”. El
sistema era tan practico que no fue modificado por las visiones evolutivas que
presentaron Darwin y sus contemporaneos. Un siglo después y hasta nuestros dias, este
mismo sistema se sigue utilizando (Niklas, 2001; Pennisi, 2001). Los caracteres clasicos
para establecer las relaciones taxonémicas son morfolégicos, anatdmicos, bioquimicos,

fisioldgicos, de comportamiento y/o geograficos, es decir, caracteristicas fenotipicas

(De Luna y Mishler, 1997).

Segin el sistema tradicional, un taxénomo estudia las caracteristicas fisicas que
un grupo de especimenes tiene en comun y de ellas selecciona uno como ejemplar Tipo
de la especie de interés. Los ejemplares individuales o Tipos son depositados en un
herbario para servir de referencia. Losr nuévos especimenes, con caracteristicas similares
se encuentran, se comparan con los Tipos y se clasifican dentro de una especie conocida,
o como nueva especie. Sin embargo, los criterios empleados por muchos taxénomos,
varian considerablemente, pueden ser confusos e insuficientes para establecer relaciones
taxondmicas y a menudo las justificaciones metodolégicas no son expuestas, de ahi la

necesidad de recurrir a marcadores moleculares (Villegas, 1999).



II.2. Marcadores molcculares

Los marcadores de ADN son secuencias genomicas localizadas en un mismo locus pero
que difieren en su secuencia nucleotidica, dando polimorfismos moleculares (Gonzalez,
1999). Estos tienen las ventajas de ofrecer caracteres de clasificacién que no son tan
directamente sujetos a cambios del ambiente en donde se desarrolla el organismo de
estudio. Las propiedades mencionadas los hacen extremadamente utiles, ya que los
procesos evolutivos dejan huellas Gnicas en el ADN y las proteinas que codifican, por lo

que es postible usar esta informacién para reconstruir las relaciones filogenéticas entre

organismos (Bruns et al., 1990; Furman, 1997).

El analisis de ADN con fines comparativos se basa en la accion de las enzimas de
restriccion, la amplificacion enzimatica del mismo y la secuenciacién de regiones
especificas, entre otros. Los marcadores genéticos como los RFLPs (polimorfismos en
longitud de los fragmentos de restriccion), RAPDs (amplificaciéon al azar del ADN
polimorfico) y AFLPs (polimorfismos en longitud de los fragmentos de restriccion
amplificados), se estdn convirtiendo en herramientas indispensables para los tax6nomos.
En cualquier técnica elegida, los resultados experimentales se interpretan bajo un mismo
criterio: entre mas grandes sean las diferencias observadas entre genomas o parte de

ellos, mas distintas evolutivamente son las muestras de estudio (Valadez y Kahl, 2000).

‘1I.3. Principales marcadores moleculares

11.3.1. Clasificacién de los marcadores moleculares

Para obtener marcadores de ADN se pueden utilizar diferentes métodos, los cuales se
agrupan convencionalmente en tres categorias segiin Valadez y Kahi (2000). La primera
agrupa los métodos que se basan en la hibridacion tipo Soﬁthem y tienen el propésito de
explorar las variaciones en la longitud de los fragmentos del ADN, ocasionados por la
restriccion del genoma con alguna endonucleasa particular, En esta categoria
. encontramos a los RFLP y VNTRs (niimero variable de repeticiones en tamdem). La

segunda comprende las técnicas basadas en la PCR que utilizan secuencias de



oligonucledtidos que inician la sintesis in vitro de fragmentos de ADN dec longitudes
variables, generalmente no mayores de 6Kb (Rickwood y Hames, 1995). Estas
secuencias iniciadoras pueden ser aleatorias, semi-aleatorias o especificas. Asi, se
pueden citar las metodologias que generan los RAPDs, la secuenciacion de regiones
especificas del genoma, los AP-PCR (PCR-iniciada al azar), los DAF (huellas de ADN
amplificadas) y los AFLP (Takamatsu, 1998; Bounou et al., 1999). Por altimo, se
encuentran las metodologias basadas en la combinacién de PCR e hibridacién tipo

Southern, como la técnica de Microsatélites.

En esta tesis se describen con detalle dos de los marcadores antes mencionados,
RAPDs y la secuencia, de ADN, que se utilizardn a partir del ADN obtenido en el
trabajo, ya que son marcadores relativamente faciles de usar y por contar con el equipo

necesario para su elaboracion.

11.3.2. RAPDs

La técnica de RAPDs es una de las metodologias mas utilizadas para diferentes
propositos; es un método rapido para generar mapas genéticos, analizar poblaciones
provenientes de diferentes lugares y estudiar complejos de especies muy relacionadas.
No se necesita de conocimientos previos de la secuencia genémica a estudiar, ya que
para su aplicacion se utilizah pequefios iniciadores (oligonucleétidos) de secuencias
aleatorias con un contenido de guanina y citosina mayor al 50%, seleccionandose los
que proporcionen fragmentos mas informativos. Los iniciadores no contienen secuencias
repetidas inversas internas (auto-complementarias) y se unen a distintos sitios del
genoma denominados sitios blanco, generando polimorfismos detectados por la
presencia o ausencia de bandas en un gel de agarosa. La unién es reconocida por la
polimerasa del ADN (7agq polimerasa), la cual inicia el alargamiento del iniciador a
partir de su extremo 3’, produciendo una cadena de ADN complementaria a la cadena
molde flanqueada y delimitada por los sitios de unién de un par de estos cebadores en
direcciones opuestas y a cadenas complementarias (figura 1) (Williams et al., 1990,

- Skoch y Nienhuis, 1995, Johns et al., 1997; Dvorack et al., 2000; Suzuki et al., 2000).
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Figura 1. Esquema de la técnica de RAPDs. Muestra la amplificacién de una secuencia flanqueada
por cebadores. A lado derecho se muestra el corrimiento electroforético de los productos
amplificados (A,B,C,D,E) ilustrando el acomodo de las bandas segiin su peso.(de Suzuki ef al., 2000).

Ya que no se pueden predecir los sitios de complementariedad cebador-ADN,
dentro del genoma de estudio, no es posible conocer la naturaleza de la secuencia
amplificada, ademés dentro de una misma banda se pueden esconder varios productos
distintos de PCR del mismo tamafio, asi la implementacién de los RFLP y/o la
secuenciacion del producto de RAPDs-PCR son utiles para identificar fragmentos co-

migrantes (Valadez y Kahl, 2000).

El uso de temperatura de hibridacion baja, que favorece la unién del cebador al
ADN durante la PCR, promueve también su union indeseable a moléculas de ADN
contaminantes que fueron co-extraidas con una muestra contaminada o contaminados
después del proceso de purificacion. Por lo que la calidad del ADN de estudio es
particularmente importante, ya que la degradacion del mismo puede producit
polimorfismos en el tamafio de los productos amplificados por degradacién de los sitios

de union o del ADN (Weiland, 1997).

Una de las criticas mas graves a los RAPD:s es la limitada reproducibilidad de los

patrones de bandas, por lo cual es necesaric manejar con extrema precaucién los



reactivos para evitar problemas de contaminacién asi como optimizar las
concentraciones de los diferentes componentes de la reaccion de PCR: ADN de interés,
cloruro de magnesic (MgCly), iniciadores, desoxirribonucledtidos (ANTPs) y Tag

polimerasa (Rogers, 1994).

En la practica los RAPDs son muy ttiles, ya que proporcionan rapidamente
patrones de bandas, sin conocimiento previo del genoma de interés, en los cuales el
investigador identifica polimorfismos. Los polimorfismos obtenidos se detectan por la
presencia o ausencia de bandas, consecuencia de las mutaciones tales como inserciones,
deleciones, duplicaciones y cambios de nucledtidos, que modifican las distancias entre -
y el nimero de- los sitios de union del cebador (Williams et al., 1990; Rodriguez ef al.,

1999; Valadez y Kahl, 2000).

II.3.3. Secuencijacion de regiones del ADN

La secuenciacion de ADN para propésitos taxonémicos consiste primero en seleccionar
un segmento particular del genoma que sea apropiado para el grupo de interés y tener
conocimiento previo sobre su tasa de evolucién. El segmento puede ser un gen, un intron

0 una secuencia espaciadora y puede provenir del ADN nuclear, mitocondrial o del

cloroplasto (Soltis et al., 1998).

El ADN total se aisla y purifica del organismo y/o tejido de origen. Después se
amplifica por PCR el segmento de interés a partir de iniciadores especificos, los cuales
soﬁ oligonucledtidos de 20 a 30 bases con una secuencia especifica que delimita una
region especifica del ADN. De esta manera sélo se amplifican las regiones flanqueadas
por los iniciadores. E] cistron mas-secuenciado para inferir relaciones filogenéticas es el
ADN ribosomal nuclear (ADNr), debido a su tamafio limitado y su alto niimero de

copias que lo hacen fécil de amplificar por PCR.

En la figura 2 se ilustra la estructura bésica de este cistron, del cual se representa
una sola repeticion. Como se menciond, cada unidad se encuentra repetida un niimero

variable de veces, en varios cromosomas y agrupadas en el nucledlo. Se han reportado



hasta miles de copias en la mayoria de los genomas de plantas y pueden llegar a

representar hasta el 10% de su genoma.

IGS
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Figura 2. Representacion de una repeticion de ADNr de plantas y hongos (tomada de Soltis et al.,
1998).

- genes que codifican para los ARNr 185, 5,8S y 26S

- regiones internas transcritas (ITS 1y 2)

- region espaciadora intergénica (IGS)

- region externa transcrita (ETS)
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Figura 3. Representacién de la unidad repetida de ADNr que incluye los genes 18S, 5.85 y 26S y
donde se destacan los ITS1 y ITS2. Las flechas indican la ubicacién de varios iniciadores iitiles en
plantas y en hongos (tomada de Soltis ef al., 1998).



En la figura 3 se muestra una repeticion del ADNr que contienc el gen 188 (de
unos 1800 pb en plantas), una region interna transcrita (ITS-1), el gen 5.85 (160 pb en
plantas), una segunda region interna transcrita (ITS-2) y finalmente el gen 26S (de unos

3300 pb en plantas).

Los ITS 1 y 2 pertenecen al transcrito de ADNr nuclear pero no se incorporan en
los ribosomas. Juegan un papel importante en la maduracion del ARNr lo que sugiere
que su secuencia nucleotidica y su estructura tengan que encontrarse bajo algunas
restricciones evolutivas. Las regiones codificadoras conservadas (ADNr 188 y 26S) son
utilizadas para estudiar familias, mientras que las regiones con tasa de mutacién mas
alta, como los ITS 1 y 2, son generalmente (tiles para comparar especies 0 géneros
cercanos. Otro aspecto que facilita la amplificacion de los ITS, es el hecho que los
iniciadores de la PCR son altamente conservados, por ser secuencias que flanquean los
genes ADNr 18 y 26 S. Sin embargo, esta misma conservacion de las secuencias que
reconocen los cebadores, puede provocar la amplificacion equivocada de contaminantes.
Si fuera el caso, el andlisis de la secuencia nucleotidica indicaria la presencia de un
contaminante (Soltis ef al., 1998). Las regiones ITS proporcionan interesantes datos para
las reconstrucciones filogenéticas en hongos (Gardes y Bruns, 1993, Vilgalys y Lin-Sun,

1994; Hibbett ef al., 1995, Guzman-Dévalos et al., 2003).

I1.4. Purificacién del material genético

Probablemente el procedimiento mas basico de la biologia molecular es la extraccion y
purificacién del ADN. La obtencion de cantidades suficientes de ADN integro y puro es
imprescindible para que las técnicas moleculares proporcionen los datos filogenéticos
esperados y que éstos sean ademas reproducibles (Doyle y Doyle, 1987 y 1990; Cubero
etal., 1999).

Un alto rendimiento en ADN puede ser necesario para realizar algunas técnicas, .
- por ejemplo, para su estudio con enzimas de restriccién o para la separacién de sub-

fracciones del mismo como ADN nuclear, mitocondrial o ribosomal. Sin embargo, con
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la introduccion de la PCR, que tedricamente permite la amplificacion de una secuencia
de ADN de interés a partir de copias unicas del genoma (Suzuki ef al., 2000), es posible
obtener marcadores moleculares confiables e informativos a partir de muestras pequefias
de material. Por lo anterior los protocolos para la extraccién de ADN fueron adaptados a
escalas pequefias, desarrollandose de esta manera los micro-métodos, que ademas tienen

la ventaja de ser menos costosos porque se utiliza una menor cantidad de reactivos

(Sytsma, 1994).

11.5. Protocolos comunes de extraccion del ADN en plantas y hongos

Las etapas criticas comunes a todos los protocolos de extraccion del material genético de

células eucariéticas son:

1. Rompimiento de tejidos, de células (lisis celular) y de los nucleos (lisis
nuclear). ‘

2. Inhibicién de la actividad de nucleasas y otras enzimas.

3. Desnaturalizacion y remocién de proteinas y otras macromoléculas no
deseadas. '

4. Precipitacion selectiva del ADN (Rogers, 1994).

Histéricame;ite, la extraccion de ADN de plantas y hongos siempre ha sido dificil
(Sytsma, 1994), en particular si estin herborizados (secados, liofilizados o
~ momificados). Un problema asociado con el aislamiento del ADN de plantas y hongos,
ademds de la presencia de nucleasas, es la presencia de otras macromoléculas en
cantidades variables (polisacaridos y fenoles) co-extraidas durante el proceso de
purificacion del material genético. Estas provocan dificultades en la técnica de
ajslamiento del ADN o en su uso sucesivo en ofras técnicas moleculares para la
produccion de marcadores genéticos. Varios trabajos han descrito procedimientos para la
extraccion y purificacién de ADN de hongos. Muchos de estos son modificaciones del

" método de CTAB desarrollado originalmente para la extraccién de ADN de plantas o

utilizan métodos de extraccién con solventes orginicos como medio principal de
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desnaturalizacion y eliminacion de proteinas contaminantes (Rogers, 1994). Aun si os
métodos con CTAB son considerados como superiores para eliminar carbohidratos no
deseados de las soluciones de ADN, los procedimientos con solventes organicos
agregados directamente al amortiguador de lisis son mas rapidos para llevarse a cabo

(Murray y Thompson, 1980; Lee y Taylor, 1990; Moller ez al., 1992).

La etapa de extraccion de las proteinas es muy importante y en general se
resuelve por una extraccion con mezclas de solventes como fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (F:C:I). Esto permite desnaturalizar y extraer las proteinas que afectan el
rendimiento del ADN cuando se utiliza con otras técnicas. Si no es suficiente, se pueden

utilizar ademas proteasas como la proteinasa K, antes de la etapa de extraccién con fenol

(Systma, 1994).
IL.6. Extraccién de ADN a partir de muestras de herbario

La extraccion del ADN a partir de muestras de herbario, puede representar una dificultad
importante, considerando que muchos de ellos son ejemplares Tipo, de los cuales solo se
puede obtener una muestra minima. Las caracteristicas generales de las muestras de
herbario estan relacionadas con su método de preservacion. Las tres técnicas mds
utilizadas para preservacion de los especimenes son, secado con aire tibio (42°C),
secado con gel de silice y liofilizacion. En los tres casos los especimenes posteriormente
se almacenan en un lugar seco, oscuro y fresco. Se han reportado éxitos en la extraccion
| del ADN a partir de los tres principales métodos de preservacion, con algo de ventaja
cuando se utiliza el secado por liofilizacidn; sin embargo, no es dptimo para preservar
las caracteristicas morfologicas. Cualquiera de los métodos antes mencionados no
impide la degradacion de la estructura quimica del ADN, lo ideal seria congelar los

especimenes a temperaturas minimas (-20 o -80°C) siendo esta técnica muy costosa

(Mueller, 1999).
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IL7. Limitantes para cl éxito del proceso de extraccion de ADN de muestras de

herbario

IL.7.1. Interferencia de macromoléculas

La presencia de polisacaridos, compuestos fendlicos, pigmentos y proteinas en el ADN
extraido, en ocasiones dificiles de eliminar, pueden inactivar enzimas, tipo
endonucleasas o polimerasas de ADN, lo que provoca que no se digiera facilmente y no

sea propicio para la amplificacién por PCR (Saghai, 1984).

I1.7.2. Contaminacion de la muestra

Los especimenes de hongos de herbario, con frecuencia estdn contaminados con otros
hongos microscdpicos, que pueden estar presentes sobre la muestra de interés desde el
momento de recolecta en el campo o aparecer durante su almacenamiento, en especial si
se conservan en condiciones deficientes (como humedad y temperatura alta). Por lo

tanto, se puede extraer ADN del contaminante en lugar del de la muestra de interés

(Mueller, 1999).

11.7.3. Cantidad limitada de material

Los esporocarpos de muchos grupos de hongos son muy pequefios y ademas el muestreo
es casi siempre destructivo, tanto para los andlisis morfologicos que requieren de una
diseccion (por ejemplo para montajes en laminillas para estudio microscdpico), como
para las extracciones de material genético. Por lo tanto, en algunos casos la canﬁdad
limitada de material disponible en el herbario, tanto para el analisis morfolégico como
para la extraccion del ADN, representan otra dificultad, en particular cuando se tiene que

trabajar con materiales Tipo (Mueller, 1999).

11.7 4. Edad de la muestra

La edad se considera a partir del periodo de almacenamiento después de su recolecta.
Durante el proceso de secado del material y su almacenamiento en herbario, el ADN
sera parcialmente destruido (por accion de nucleasas celulares). Lo anterior limita la

obtencion de ADN integro, problema que se agrava con muestras mds antiguas. Sin



cmbargo, se han reportado .casos exitosos de extraccion de ADN y su uso en varias

técnicas moleculares, de muestras de mas de 100 afios de edad (Adams, 1994).

IL.8. El problema concreto de Gymnopilus

El género Gymnopilus P. Karst. (Fungi, Basidiomicetes, Agaricales) (figuras 4 y 5) esta
bien definido macro y microscépicamente, aunque a la fecha solo se cuenta con una
monografia para las especies de Norteamérica (Hesler, 1969). Gymnopilus se clasifica en
dos subgéneros: Annulati Hesler y Gymnopilus. Este Gltimo se divide en 3 secciones:
Microspori Hesler, Gymnopilus y Macrospori Guzm.-Dav. Romagnesi (1942) fue el
primero en dividir Gymnopilus en dos grupos infragenéricos: Annulati y Cortinati, de
acuerdo a las caracteristicas del velo. Singer (1986) las consider6é secciones y a la
segunda la llamo Gymnopilus. Hesler (1969) tambi€n aceptd estas dos secciones, pero
bajo la categoria taxonomica de subgéneros. Posteriormente Guzman-Davalos, (1995)
propuso una nueva seccion: Macrospori, para el subgénero Gymnopilus. Dentro del
subgénero Annulati existe el complejo de G. spectabilis, formado por varias especies
muy relacionadas, que se caracterizan por presentar basidiomas robustos y grandes,

anillo membranoso y esporas elipsoides y de gran tamafio.

Los analisis taxondmicos con caracteres morfoldgicos llevados a cabo.a la fecha,
destacan que existen problemas de definicion de especies dentro del género Gymnopilus
y en particular en el complejo de G. spectabilis, asi como la falta de conocimiento de las
relaciones filogenéticas entre las especies (Guzman-Davalos y Guzman, 1986, 1991,
1995; Guzman-Davalos, 1994, 1995, 1996, 2003). Por lo que surgio la necesidad de un
estudio complementario con datos moleculares, utilizando ejemplares de herbario de
diversas partes del mundo. Entonces se propuso aplicar los marcadores RAPDs y la
secuenciacion de la region intergénica transcrita a la investigacion sobre este género.
" Posteriormente en un proyecto global, se combinara la informaciéon morfologica, los
caracteres moleculares y los polimorfismos obtenidos para dilucidar las relaciones del

complejo de Gymnopilus spectabilis y establecer las relaciones infragenéricas.
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Figura S: Ejemplares de herbario de Gymmopilus sp. (Fotos L. Guzméin-Davalos).




III. JUSTIFICACION

Con el proposito de resolver problemas de definicion de especies en el género
Gymnopilus, es necesario realizar estudios moleculares, utilizando ejemplares de

herbario de diversas partes del mundo, que representan la variacion dentro del género.

En este trabajo se pretende evaluar cinco métodos de extraccion de ADN con el
fin de obtener .-ADN de buena calidad. Este paso es critico para cualquier estudio
molecular. En el caso de hongos depositados en un herbario, es de esperarse que el
material genético obtenido esté degradado, debido a las técnicas utilizadas para su
secado y preservacién, asi como el tiempo prolongado de almécenamiento. Ademas
cuando se extrae ADN de especimenes de herbario, la cantidad de la que se puede
disponer para la extraccién de ADN es muy limitada, ya que éstos tienen que mantenerse

en buenas condiciones para futuros estudios.

Con las limitantes del tipo de muestras, se determinara la calidad del material
genético obtenido con dos tipos de marcadores moleculares, RAPDs (cebadores
aleatorios) y secuenciacion del ITS (cebadores especificos), ambos basados en la
éplicacién de la técnica de PCR. La experiencia adquirida a lo largo de este proyecto

sera enriquecedora para futuros proyectos filogenéticos basados en el uso de material

herborizado.



IV. OBJETIVOS

IV.1. Objetivo general

‘Comparar protocolos de extraccion de ADN en muestras herborizadas de hongos
del género Gymnopilus, como un estudio modelo para aplicaciones de marcadores

moleculares.
IV.2. Objetivos particulares

1) Aplicar varios métodos de extraccion de ADN a muestras herborizadas de

Gymnopilus.
2) Determinar la cantidad y calidad del ADN purificado.

3) Comprobar la utilidad del ADN purificado a través de la aplicacién de dos tipos de

marcadores moleculares (RAPDs y secuenciacién de ITS).



V. MATERIAL Y METODOS

V.1. Recoleccion de material de herbario

Para la realizacién del presente proyecto, fue de suma imiportancia la revision y
las solicitudes de préstamos de material herborizado de diferentes herbarios, tanto
nacionales como extranjeros asi como la recoleccion de hongos en campo. El anélisis
macro y micromorfoldgico para la determinacion de las muestras, se realizé en el

Laboratorio de Micolog{a del Departamento de Botanica y Zoologia del CUCBA.

Se consultaron importantes herbarios micolégicos en Europa y en otras partes del
mundo con el fin de seleccionar los especimenes de estudio. Algunas de las muestras de
herbario datan de mas de 150 afios; en la mayoria de los casos fueron secadas lentamente
con calor después de su recoleccion. Cabe mencionar que en el caso de hongos, tanto el
analisis morfol6gico como el molecular son procesos destructivos, por lo que no de
todos los ejemplares disponibles en los herbarios se pueden obtener muestras para estos
analisis. Cuando se contaba solamente con el material Tipo, fue critico obtener el
permiso del curador del herbario correspondiente para poder disponer de una pequefia
muestra del cuerpo fructifero (pileo, contexto y/o laminas del carpéforo). Sin embargo,
hay casos en los que no fue posible, ya que el Tipo se encontraba en pésimas
condiciones o era escaso. Por este motivo, no todas las especies incluidas en el estudio

morfolégico se incluyeron en el molecular.
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V.2. Extraccién y purificacién del material genético

V.2.1. Estandarizacion de diferentes métodos de extraccion

Debido a que la cantidad de muestra para obtener el material genético de cada ejemplar
era realmente escasa en la mayoria de los casos, fue necesario primero estandarizar
varios métodos de extraccion en muestras de hongos frescos y en muestras de hongos
herborizados (Gymnopilus spectabilis), antes de proceder a la extraccion del ADN de las
muestras de interés.

Tomando en cuenta Ia infraestructura, herramientas y los reactivos disponibles en

el laboratorio, cinco protocolos bésicos fueron probados y comparados (ver cuadro I).
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CUADRO I. COMPARACION DE CINCO METODOS DE EXTRACCION DE

ADN
METODO [Métode  [Método Kit Kit Método
Y con con “NUCLEON?” | “PLANT con
PASOS fenol CTAB DNAzol” MICRO-
ONDAS
Raeder  y|Gardes y | Amersham Gibco  Life|Ferreira-
Referencia Broda, Bruns, Life Science | Technologies |y Glass,
(1985) (1993) (1996)
Tris-HCl Tris-HCl guanidinio
Na,EDTA |Na;EDTA potasio y
Amortiguador |SDS CTAB~ TE
para la NaCl NaCl SDS
lisis celular PVPP
Reactivos 1y 2
Temperatura ambiente |- 80°C /65°C 65°C ambiente
Extraccién de F.CL cloroformo | cloroformo cloroformo
macromoléculas resina
contaminantes C.L
Precipitacién acetato de
del material | sodio
genético isopropanol cloroformo etanol
etanol
Lavado sol. Plant
del ADN etanol etanol DNAZzol-
precipitado 80% 70% etanol
etanol

V.2.2. Descripcién de los métodos utilizados y protocolos detallados

V.2.2.1. Método con fenol

El micro-método de extraccion con fenol utilizado es una adaptacion del protocolo

descrito por Raeder y Broda (1985). Este método ya fue probado con éxito en hongos:

(comunicacién personal de la Dra. Dolores Gonzilez, Instituto de Ecologia, A.C.,

Xalapa, Veracruz,

México).




Principio

El fenol es un solvente organico que desnaturaliza con eficacia a las proteinas y que
actia sobre los lipidos, pero no inhibe completamente a las ribonucleasas (ARNasas). En
un micro-tubo con la muestra en fase acuosa, se agrega un volumen igual de fenol
saturado con TE (Tris, EDTA). La mezcla se agita fuertemente en un vortex y se
centrifuga para la separacion de las fases. La fase superior acuosa (con el ADN) se
transfiere cuidadosamente a un tubo nuevo, dejando atrds (sin tocarla) la interfase asi
como la fase inferior (fenélica). Enseguida la fase acuosa se somete a dos extracciones
con cloroformo para quitar los residuos de fenol, para lo cual se agrega un volumen
igual de cloroformo, se mezcla con el vortex y se centrifuga nuevamente para volver a
separar las fases. La fase superior se transfiere a un tubo nuevo. Las fases orgénicas se

desechan. Después de dos extracciones el ADN se concentra por precipitacion.

Precaucidén: El fenol es altamente corrosivo y puede causar quemaduras. Su

manipulacién se tiene que hacer en campana de extraccion de gases, con ropa protectora,

guantes y anteojos.

Procedimiento
Paso 1: Lisis celular
- Macerar el tejido con 500 pl de amortiguador de lisis celular (Tris-HCI 50 mM
pH 8.0, Na;EDTA 10 mM, SDS 1%, NaCl 150 mM).

Paso 2: Extraccion

Adicionar 500 pl de una mezcla fenol-cloroformo-alcohol iscamilico (FCI),
mezclar, invertir el tubo varias veces, hasta formar una emulsion.

Dejar reposar 15 minutos a temperatura ambiente (TA), invirtiendo la muestra
periddicamente para mantener la emulsion.

- Centrifugar a 13,000 rpm, 10-30 minutos (tiempo necesario para obtener un
sobrenadante claro), a TA.

- Pasar la fase acuosa a un tubo limpio y desechar el tubo con los restos celulares.
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- [Adicionar 50 pl de RNAsa al tubo e incubar a 37°C por 30 minutos, opcional y
no utilizado aqui}. .

- Adicionar 250 pl de cloroformo-alcohol isoamilico (CI) y suavemente invertir el
tubo por 1-2 minutos (para eliminar restos proteicos y trazas de fenol disuelto en
fase acuosa).

- Centrifugar por 10 minutos (13,000 rpm), a TA.

- Pasar nuevamente la fase acuosa a un tubo limpio.

Paso 3: Precipitacion

- Adicionar a la fase acuosa 50 ul de la solucion de acetato de sodio 3M, pH 5.2,
mezclar y adicionar 1.8 volimenes de etanol absoluto frio, invertir suavemente
(observar la formacién de un precipitado blanco).

- Centrifugar 10 minutos, 13,000 rpm, a TA.

- Desechar el sobrenadante.

- Lavar el precipitado adicionando 100 pl de etanol al 80% frio (-20°C), eliminar
lo mas posible el alcohol de la muestra.

- Secar el precipitado al aire.
Paso 4: Re-solubilizacion del ADN
- Resuspender el precipitado de ADN en 25 pl de TE.

- Almacenar al ADN a - 20°C o - 80°C.

V.2.2.2. Método con CTAB (Bromuro de hexadecil trimetil amonio)

El método de extraccion con CTAB es el propuesto por Gardes y Bruns, (1993), es uno

de los ‘métodos mas utilizados, ha sido probado con diferentes hongos obteniendo

exitosas extracciones.

Principio
El método de CTAB fue desarrollado originalmente para la extraccion de ADN de

plantas. El CTAB es un detergente utilizado en varios procedimientos de purificacién de

ADN; se une fuertemente al ADN, desplaza las proteinas del ADN y previene la
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degradacion. En seguida se remueve mediante extraccion con cloroformo y el ADN se
queda en fase acuosa listo para su precipitacion selectiva con etanol.
Precaucion El CTAB es toxico, corrosivo, hidroscdpico y se absorbe rapidamente por la

piel. Sumanipulacidn se tiene que hacer, con ropa protectora, guantes y anteojos.

Procedimiento
Paso 1: Lisis celular (choque térmico y osmético)
- Dejar las muestras a - 20° C por toda la noche.
- Agregar 300 pl del amortiguador de lisis 2X CTAB (Tris-HC! 100 mM, pH 8, »
Na;EDTA 200 mM, CTAB 1%, NaCl IM, PVP 1%) al\ microtubo con la
muestra.
- Congelar y descongelar tres veces la muestra llevandola del ultracongelador (-
/80°C) a bafio Maria a 65°C, durante 15 minutos cada etapa.
- Moler el tejido en el micro-tubo con una varilla de acrilico de punta redonda e

incubar otra hora a 65°C, invirtiendo regularmente el tubo.

Paso 2: Extraccion
- Agregar 300 pl de cloroformo, mezclar con el vortex.
- Centrifugar (15 minutos a 10,000 rpm), a TA.

~  Transferir la fase superior acuosa a un tubo nuevo.

Paso 3: Precipitacion
- Agregar 300 pul de isopropanol frio (4°C) y esperar 10 minutos.
- Centrifugar (10 minutos, 10,000 rpm, a TA).
- Desechar el sobrenadante.
- Realizar dos lavado con etanol al 70 %.

- Dejar secar las muestras de ADN al aire por 10 minutos.

Paso 4: Resuspension del ADN
- Resuspender el ADN en 50 ul de TE 0.1X (ImM Tris-HCI, 0.1M EDTA (pH

8.0).
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V.2.2.3. Paquetc_comercial “Nuclcon, Phytopure for Plant DNA®“ (Amersham Life

Science).

Principio

Segiin la nota técnica de este paquete de extraccion de ADN, fue optimizado para la
extraccion de ADN de plantas y hongos, asegurando alto rendimiento y pureza (con
muestras frescas), ademas de ser muy corto el tiempo de preparacion. El paquete no
necesita de la aplicacién de fenol o CTAB. La célula es lisada con un reactivo que
contiene potasio y SDS (Lauril sulfato de sodio) (no se precisan las concentraciones),

formando un complejo con las proteinas y polisacaridos contenidos en la muestra.

Soluciones
El paquete cuenta con dos reactivos: “Reactivo 17 y “Reactivo 2”, asi como con una

“resina” que apoya a la purificacion del ADN de sus contaminantes, Su composicioén

precisa esta protegida por patente y no se divulga.

Procedimiento
Paso 1: Lisis celular
- Macerar el tejido con hielo seco.
- Adicionar 600 pl del “Reactivo 1”.
- Mezclar y agregar 200 ul del “Reactivo 27.
- Mezclar vigorosamente e incubar a 65°C en bafio Maria por 10 minutos; se
puede utilizar la agitacion manual durante la incubacion.

- Poner las muestras en hielo seco por 20 minutos.

Paso 2: Extraccién
- Adicionar 500 pl de cloroformo a -20°C.
- Adicionar 100 pl de “Resina Nucleon PhytoPure”.

Paso 3: Precipitacién

- Agitar y dejar reposar por 10 minutos.



- Centrifugar a 1,300 g por 10 minutos.

- Transferir el sobrenadante y agregar cloroformo a -20°C para que rcmueva
las proteinas y polisacaridos.

- Dejar precipitar.

Paso 4: Re-Solubilizacién del ADN
- Resuspender en 50 pl de TE.

V.2.2.4. Paquete de extraccion de ADN “Plant DNAzol” (Gibco, Life Technologies)

Principio

El “Plant DNAzol” es una reactivo formulado especificamente para el aislamiento de
ADN genoémico de plantas. El procedimiento esta basado en el uso de una solucién de
lisis que contiene el detergente Guanidinio, mismo que hidroliza al ARN y permite la
precipitacion selectiva del ADN. Durante este procedimiento la muestra del hongo se
pulveriza con nitrégeno liquido y el ADN gendémico se extrae del homogenado con la
solucion de “Plant DNAzol”. Después de la extraccion los residuos del hongo se
eliminan por centrifugacion y el ADN se precipita con etanol. Se realiza un lavado del
precipitado resultante y se disuelve. El procedimiento completo se efectiia en 60 minutos
y el ADN resultante se puede utilizar en transferencias de tipo Southern, en hibridacién

dot-blot, PCR, clonacién molecular, etc.

Precaucion

El “Plant DNAzol” es irritante. Manejar con cuidado, evitar contacto con ojos, proteger

ojos y piel.

Soluciones

El paquete cuenta con tres reactivos que apoyan a la purificacién del ADN de sus

contaminantes. La composicion esta protegida por patente y no se divulga.
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Procedimiento

Paso 1: Lisis celular

Pulverizar el tejido en nitrogeno liqguido en mortero. Agregar nitrogeno 2 a 3
veces mas y seguir homogenizando hasta obtener un polvo muy fino.

Con. una espétula transferir el polvo a un microtubo que contiene 300 pl del
reactivo “Plant DNAzol” para 0.1 g de tejido vegetal. Cerrar el tubo. Para
este caso, como la muestra era demasiado pequefia, se dejo congelar la
muestra durante toda la noche previa a la extraccién y se macero
directamente en el microtubo, posteriormente se agregaron 300 ul de la
solucion “Plant DNAzol”.

Mezclar invirtiendo el tubo varias veces e incubar 5 minutos a 25°C.

Paso 2: Extracciéon

Agregar 300 ul de cloroformo, mezclar fuertemente, incubar 5 minutos a
25°C con agitacién.
Centrifugar 10 minutos a 12,000 rpm y transferir el sobrenadante a un nuevo

microtubo.

Paso 3: Precipitacion del ADN

Agregar a la fase acuosa 225 pl de etanol al 100%, mezclar invirtiendo el
tubo y reposar a TA, 5 minutos.

Centrifugar a 5,000 rpm durante 4 minutos, a TA.

" Desechar el sobrenadante.

Lavédo #1

Preparar la solucién de lavado mezclando 1 volumen de “PlantDNAzol” con
0.75 volumen de etanol al 100%.

Realizar un lavado del ADN precipitado con 300 pl de la solucién de lavado
(agregar, resuspender ADN con vortex, centrifugar 5,000 rpm, 4 minutos y

desechar sobrenadante).
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Lavado # 2

- De la misma manera realizar lavado con 300 pl de etanol al 70% .

Paso 4: Re-Solubilizacion del ADN

- Desechar el residuo de etanol por decantacién y con micropipeta, secar el

ADN al aire.
- Redisolver el ADN en 70 pul de TE, pH 8.

*NOTA: En los 4 métodos antes mencionados, las muestras se congelaron a —80°C una

noche antes de ser procesadas

V.2.2.5. Método de tratamiento con horno de micro-ondas (Ferreira y Glass, 1996).

Principio:
El método de irradiacion de microondas es una forma inusual de extraer ADN, es de
gran utilidad cuando se cuenta con pequefias cantidades de tejido para la extraccion,

teniendo resultados satisfactorios con esporas de hongos. Actiia por exposicion del ADN

normalmente protegido por la estructura celular.

Soluciones:

Amortiguador de lisis: Se utiliza el amortiguador TE.

Procedimiento:

Este método se suele utilizar cuando el material es limitado. Se toman las esporas y se
transfieren a un microtubo. Cada tubo se sella y se irradia a 700W por 5 minutos en un
homo de micro ondas doméstico. Debe realizarse en presencia de un recipiente con agua
durante la irradiacion. Se adicionan 30 ul de TE, se mezclan y se centrifugan de 1-5
minutos a 14,000 rpm. Se extrae el sobrenadante y se transfiere a un tubo limpio. Se

utilizan 5 pl del sobrenadante para la PCR.



V.2.3. Analisis cualitativo y cuantitative del material genético purifieado

V.2.3.1. Espectrofotometria

El uso de la espectrofotometria para determinar la concentracion de acidos nucleicos se
basa en el hecho de que existe una relacion entre la absorcion de luz ultravioleta y la
concentracion de ADN y ARN. La absorcidon maxima del ADN es a 260 nm
aproximadamente (promedio de la absorbancia méaxima de los 4 nucledtidos que varia
entre 256 y 281 nm). Se cuenta con la siguiente formula que permite en el caso del ADN

de doble cadena, determinar su concentracidn:
50 x OD6p = concentracion del ADN (ug/ml)

Lo que equivale a decir que una OD¢ de 1 indica una concentracion de 50
pg/ml. Ademas la relacion OD;g / OD2gq es un buen indicador de la calidad del ADN;
para una buena preparacion de ADN se deben de obtener lecturas de entre 1.8 y 2, datos
mas altos indican la presencia de proteinas y/o de trazaé de fenol en la preparacion

(Sam.brooks et al., 1989).

Para la cuantiﬁ’caci()n espectrofotométrica del ADN se realizaron entonces
lecturas a 260 y 280 nm de una muestra diluida (100 veces) del ADN de interés (5 pl de
ADN en 495 pl de H,O bi-destilada). Después de determinar la concentracion del ADN,

se ajust6 su concentracion a 4 ng/ ul con HO bi-destilada.

V.2.3.2. Electroforesis horizontal

. Los fragmentos de ADN se pueden visualizar por electroforesis en gel de agarosa. Este

proceso permite separar en un campo eléctrico constante a los fragmentos de ADN
segin su peso molecular (tamafio). Después de la tincion con bromuro de etidio se logra

tedricamente visualizar cantidades tan pequefias como 20 ng de ADN.
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Para ADN purificado sc utilizé un gel de agarosa (Gibco) a una concentracion de
1.0 % en amortiguador TBE 0.5X, 90 volts, durante una hora. Para productos de
RAPDs, el material amplificado por PCR se visualizé en gel de agarosa al 1.5% en TBE

0.5X, 75 volts, 90 minutos.

V.2.3.3. Por RAPDs:

Al momento de montar la PCR se mezclan los componentes mencionados en el anexo 1,

en las siguientes proporciones (se indican las cantidades para una reaccion, en la practica

se multiplican dichas cantidades por el nimero de reacciones de PCR):

HO 2.28 ul
Amortiguador 5x 22ul
Mezcla ANTPs-MgCl2 0.44 pl
Cebador 0.44 ul
Taq Pol. 0.13 pl
549 ul

Para cada reaccion se mezclan:

ADN (4 ng/ul) Sul
Mezcla de reaccion S5ul
10 ul

Cada reaccion de PCR se cubre con una gota de aceite mineral (Sigma).
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CUADRO II: CONCENTRACIONES FINALES DE LOS REACTIVOS PARA

PCR

E COMPONENTE CONCENTRACION FINAL
Material genético 2.5 ng/pul
Amortiguador:

Tris 100 mM

KCl 40 mM

MgCl, 2 mM

Suero de Albumina bovina 0.1%

Ficoll 400 3%

Xileno cianol 0.02 %
DNTPs 0.2 mM
Cebador 0.5 pl por reaccion
Taq. Pol. 0.1 pl por reaccion

La reacciéon de PCR se llevo acabo en microtubos para PCR (0.2 ml) en un

termociclador (MJ Research, modelo PTC-100), aplicando las siguientes condiciones: -

CUADRO III. CONDICIONES DE LA PCR

CICLO TIEMPO (s) TEMPERATURA (*C)
Primer ciclo

Desnaturalizacion inicial 60 91
Alineacién 15 42
Crecimiento 70 72

- 38 siguiente ciclos
Desnaturalizacion 15 9]
Alineacion 15 42
Crecimiento 70 T2

Elongacién prolongada final 300 72 “




V.2.3 4. Secuenciacion de los ITS

La secuenciacion de los ITS se realizd en el Pritzker Laboratory for Molecular
Systematics and Evolution en el Field Museum of Natural History, Chicago, lilinois,
EUA, bajo la asesoria del Dr Gregory Mueller, Se amplificaron y secuenciaron los ITS,
a partir de varias de las muestras de ADN obtenidas (Guzman-Davalos et al., 2002;
Guzman-Dévalos et al., 2003). Por lo tanto, en este trabajo no se detallardn ni las
condiciones de PCR utilizadas en la amplificacién especiﬁca de las regiones ITS, ni la
metodologia usada en la secuenciacion (Guzman Davalos et al., 2003). Asi en la seccién
_de resultados s6lo se destacaran las muestras de ADN donde fue-posible amplificar por

PCR y las muestras que pudieron ser secuenciadas y fueron utiles como marcadores

moleculares informativos.



VI. RESULTADOS

VL1. Extracciones preliminares

Como se menciond, antes de trabajar con las muestras de herbario de interés se
realizaron extracciones de ADN de hongos frescos (dgaricus bisporus) con los métodos
de fenol, CTAB y con el paquete DNAzol. En geles de agarosa se logré visualisar el

material extraido asi como corroborar su calidad.

Las extracciones indicaron que los métodos con fenol y CTAB funcionan bien
cuando se trabaja con 25, 50 y 100 mg (pero no con 10 mg) de muestras frescas. En las
ﬁguras 6-8 se puede observar la calidad del ADN extraido (una banda de alto peso
molecular). El paquete Plant DNAzol no permitio la obtencion de material genético de
calidad, por lo que no se utilizé para el procesamiento de muestras herborizadas, por
otro lado, la técnica involucra la utilizacion de nitrégeno liquido para la pulverizacion de
la muestra; al ser aplicado se pierde la muestra al brincar del mortero. Se trato de realizar
este paso en microtubos, pero era demasiado peligroso (proyecciones); se intentaroﬁ
también congelaciones (-80°C) y descongelaciones, pero no resulté. Por lo que debido a

tantas complicaciones fue necesario descartar el método.

El método de microondas a pesar de ser sencillo, econdémico y de requerir una
minima cantidad de muestra (esporas), no fue exitoso ya que no se pudieron obtener
lecturas espectrofotométricas ni tampoco visualizar ADN por electroforesis. Por estas

razones éste método también se descarto.

Los resultados de la extraccién de ADN a partir de una muestra herborizada se
muestran en la figura 8, donde se puede apreciar la presencia de material genético, pero

de bajo peso molecular (fragmentado).



Figura 6: Gel electroforético de alicuotas del
ADN purificado de muestras frescas, con el
paquete DNAzol, a partir de 100 mg de
carpoforo (carriles 2 a 5) y con el método de
CTAB, a partir de 25 mg, 50 mg y 100 mg
(carriles 6, 7 y 8). Carril 1: marcador.
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Meétodo con fenol
1 23 45 678
255010 100 mg

Figura 7: Gel electroforético de ADN
purificado de muestras frescas con el método
de fenol, a partir de 25, 50, 10, 100 mg en
carriles 1, 2, 3 y 4 respectivamente)

Método ocon fenol
t 2 3 45 6 7

Figura 8: Gel electroforético de ADN
purificado con método de fenol a partir
de muestra fresca (carriles 2 {50 mg}, 3
y 4{100 mg} y 5 {250 mg}) y
herborizada de Gymnopilus sp. (carriles

6y7 {19 mg})
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VI1.2. Procesamiento de Ias muestras de herbario:

Se procesaron un total de 205 muestras: 91 con el método de fenol, 53 con el paquete
“Nucleon”, 61 con el método de CTAB. En el anexo se listan las muestras procesadas,
indicando los ejemplares con los cuales se trabajé, numerados por orden de
procesamiento, las especies de interés y su referencia dentro del herbario (colector,
ntmero, herbario), Ia procedencia, fecha y afio de recolecta de las muestras, la cantidad
{peso en mg) de muestra utilizada para la extraccion de ADN, el método utilizado para
la extracci6n asi como la relacion 260/280,

De acuerdo a las extracciones preliminares, los métodos idtiles para el
procesamiento de las muestras de nuestro interés fueron CTAB, fenol y el paquete
comercial Nucleon. En el Cuadro IV se detallan para cuatro muestras herborizadas
(disponibles en cantidades suficientes para realizar las pruebas) y una fresca, los

resultados obtenidos con los tres métodos de extraccion seleccionados.



CUADRO 1V: PURIFICACION DE MATERIAL GENETICO CON TRES
METODOS DE EXTRACCION

[ Hde Cantidad 260/280 Rendi-
extraccion especie de Método de ) OD 4 ODyg miento
(ver tabla muestra | Extraccion ng/ul

del anexo 3) (mg) N
24 Gymnopilus 5 Fenol 0.156 0.129 1.212 390
spectabilis
10 CTAB 0.281 0.259 1.086 702
10 Nucleon | 0.038 0.024 1.588 95
43 Gymnopilus 5 Fenol 0.221 0.169 1.308 552
spectabilis
10 CTAB 0.188 0.183 1.031 470
10 Nucleon | 0.088 0.051 1.720 220
48 Gymnopilus 5 Fenol 0.059 0.043 1.375 147
luteofolius
10 CTAB 0.303 0.255 1.189 825
10 Nucleon | 0.036 0.021 1.721 90
41 Gymnopilus 5 Fenol 0.428 0.320 1.338 1070
armillatus
10 CTAB 0.265 0.222 1.196 662
10 0.055 0.044 1.264 137
Nucleon
231 Gymnopilus 5 Fenol 0.171 0.149 1.144 427
cerasinus ’
10 CTAB 0.169 0.174 1.089 422
10 Nucleon { 0.112 0.073 1.540 280
68 Gymnopilus Fenol 0.210 0.136 1.548 525
sp fresco
6 CTAB 0.187 0.180 1.036 467
B 6 Nucleon | 0.013 | 0.010 1348 32
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Como se puede observar en el cuadro IV, los métodos con fenol y CTAB
proporcionan los mejores rendimientos (ODasg y en ng/pl). Sin embargo, cabe mencionar
que las lecturas a 280 nm son también altas, sugiriendo que co-precipitaron moléculas
contaminantes. Esto lo refleja también la relacién 260/280 (valores bajos, en particular
con CTAB). Por otro lado, el paquete Nucleon presenta rendimientos més bajos pero con
mejores relaciones 260/280 (entre 1.2 y 1.7), que indicaron mejor calidad del ADN
purificado. '

V1.3. Electroforesis

En los estudios preliminares, con 19 mg de muestra herborizada, fue posible visualizar
cantidades apreciables de ADN (aiin fragmentado) (figura 8). Sin embargo, la
electroforesis de una alicuota (5 pl) del material purificado a partir de las muestras de
interés no permitié la visualizacion de ADN. Por lo tanto se decidié no realizar
corrimiento electroforético para no desperdiciar el material genético y conservarlo para

la PCR.
V1.4, RAPDs

La aplicacién de la técnica de RAPDs involucré en una primera etapa la determinacion
de las condiciones de amplificacion, las cuales se reportaron en la seccién de
metodologia. Después se procedid a la amplificacién de las muestras de interés por PCR.

La figura 9 presenta el corrimiento electroforético de una PCR realizada con
diferentes muestras de ADN de hongos frescos, hongos de herbario y testigos negativos
(agua bidestilada); se utilizé el cebador OPA 13 y Taq polimerasa de dos marcas, Gibco
y Perkin Elmer.



Taq Pol de Gibco Taq Pol de Perkin Elmer

12 3 45 678 9101 2 3 45 67 8910

Figura 9: Bandeo electroforético de RAPDs con el cebador OPA 13 y dos marcas de Taq polimerasa
(Taq pol) de ADN Se utilizaron muestra de hongo fresco (carril 1), muestra de hongo de herbario -

(carril 2-8) y testigos negativos (carril 9-10).

Se observé una amplificacion de dos a tres bandas intensas, utilizando 7aq pol de
Gibco y de 4 a 5 bandas intensas aplicando la 7ag pol de Ia marca Perkin Elmer. Ambos
patrones de amplificacion son similares, pero la Tag polimerasa de Perkin Elmer

proporciond mas marcadores, por lo que se trabajé con esta tltima marca.

1234567891011 1213141516 17 18 19 202122 23 24 2526 2728293031 323334353637383940

-

-
Tea b L~ B
e B N

Figura 10: Amplificacién por PCR con los cebadores OPA 1 (carril 1-10), OPA 2 (carril 11-20),
OPA 3 (carril 21-30) y OPA 13 (carril 31-40). Testigos (carril 3-10, 13-20, 23-30, 33-40), material
genético de Gymnopilus spp. (carriles 1y 2,11y 12,21y 22,31y 32).



En la figura 10 se destaca que cada cebador proporciona un patrén propio de bandeo:
una banda tenue con OPA 1, 2 bandas intensas con OPA 2, 3-4 bandas intensas con
OPA 3 y 3 bandas intensas con OPA 13. No se observan polimorfismos, solo en los

carriles 23 y 24 (ausencia de una banda).

Después se realizo otra PCR-RAPD, con las mismas condiciones pero utilizando
mds material genético: | pl de solucion no diluida, lo cual representa 1/25 parte del
material disponible para el proyecto en general. Se observa en la figura 11 que una de las
cinco muestras de ADN de hongo (carril 9) presentd un patrén aceptable de bandas;

ademas no se observan bandas en el carril testigo negativo no mostrado.

12345678910

Figura 11: RAPDs de ADN de Gymmnopilus de herbario (1 pl), carriles 1-5: con cebador OP B7,

carril 6: marcador, carriles 7 a-11 con cebador OPA 13

VIL.5. Secuenciacion

A la par del estudio por RAPDs, la calidad de las mismas muestras de ADN fue
analizada en el Field Museum de Chicago a través de la obtencion de secuencias

nucleotidicas de los ITS del ADNr. Para ello primero se realizé una amplificacion
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selectiva por PCR y después la secuenciacion de los productos amplificados. En el

cuadro V se muestra el nimero de muestras secuenciadas en relacién al nimero total de

muestras extraidas.

CUADRO V : MUESTRAS DE ADN EN LAS QUE SE SECUENCIO CON

EXITO EL ITS DEL ADNr
Muestras de ADN
Meétodo utilizado Nimero de muestras Nitmero de muestras | atiles para la obtencién

procesadas amplificadas y del marcador

secuenciadas molecular ITS

exitosamente (en porcentaje)
Fenol 91 27 30%
CTAB 61 10 16 %

Nucleon 53 16 30 %~

Total 191 53 26 %

Se destaca que las muestras de material genético que mejor se amplificaron y
secuenciaron fueron las obtenidas con los métodos de fenol (30 %) y Nucleon (30 %). El
material genético obtenido por el método de CTAB no se amplific6 tan exitosamente (16

%), por lo cual no se pudo secuenciar con tanta facilidad.
VL.6. Edad de la muestra y calidad del material genético

En el cuadro VI se observa el niimero de muestras amplificadas (ITS) y secuenciadas
exitosamente, organizadas por intervalos de afio de colecta. Es importante sefialar que se
logr6 secuenciar ADN obtenido de muestras herborizadas que fueron recolectadas hace’
mas de 100 afios. De los especimenes recolectados en la tltima década (1990-1999), que
fueron los més abundantes en los herbarios consultados, se obtuvo el mejor material

genético para la amplificacion y secuenciacion de los ITS.
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CUADRO VI: EDAD DE LAS MUESTRAS EN LAS QUE SE SECUENCIO CON
EXITO EL ITS DEL ADNr

E Aifio de colecta Secuencias de ITS
1897 1
I - 1920-1929 1
1940-1949 1
1960-1969 3
1970-1979 5
1980-1989 6
1990-1999 36
Total 53
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VIL DISCUSION

La obtencion de ADN de buena calidad es el paso critico para cualquier estudio
molecular. Sin embargo, en el caso de muestras de herbario es de esperarse que el
material genético esté fragmentado y contaminado antes de su extraccion y purificacién,
debido a las técnicas de secado y preservacion y a los tiempos prolongados de
almacenamiento. A pesar de tales limitantes, fue posible extraer material genético de
muestras herborizadas de Gymnopilus (aplicando diferentes métodos de extraccion de
ADN) util para la amplificacién de regiones especificas cortas (ITS) seguida de su

secuenciacion.

De los cinco protocolos inicialmente seleccionados, solamente tres (método con
fenol, con CTAB y paquete comercial Nucleon), resultaron adecuados para el
procesamiento de las muestras pequefias (4 mg) o muy pequeiias (0.2-1 mg) y antiguas a

veces (hasta 150 afios) que se usaron.

Las extracciones preliminares con mayor cantidad de material herborizado (19
mg) indicaron que el ADN se encuentra fragmentado en hongos herborizados. Con
muestras mas pequefias no fue posible visualizar el ADN. Por lo tanto, las lecturas
espectrofotométricas, fueron muy fdtiles para confirmar la presencia de material
genético, asi como su concentracion. Las relaciones OD2¢¢/ODago fueron generalmente
inferiores a las recomendadas (1.8 a 2), debido probablemente a la presencia de
macromoléculas co-extraidas con el material genético como sales y proteinas, ademds de
pigmentos presentes en grandes cantidades. Estos pigmentos pertenecen al grupo de los
estirilpironas, sus longitudes de absorcién méaximas son similares a las utilizadas para el
ADN (Gill y Steglich 1987). Cabe mencionar que muchas de las alicuotas de ADN re-
disuelto en TE presentaron un color café claro a mas oscuro. Es muy probable que

dichos compuestos hallan interferido en la determinacién de la concentracién del ADN



41

presente en las muestras por espectrofotometria (sobre estimacién). Sin embargo, es
dificil determinar en que proporcién. Con base en la relacién OD2s/OD2g, como un
indicador de la calidad del material genético extraido, se puede decir que el paguete
Nucleon proporcioné ADN de mejor calidad, seguido por el método de fenol; el método
con CTAB proporciond los cocientes mas bajos (cuadro IV). No obstante, el valor de
este cociente, aun cerca del Optimo, no asegurd el éxito de la reaccion de PCR ni

tampoco de la secuenciacion de los fragmentos (ITS) amplificados.

En general con los cebadores utilizados para RAPDs se observaron patrones de
bandeo similares de una muestra a otra, lo cual indica que la amplificacion fue exitosa,

aunque el patrén de bandeo no permitio diferenciar a las muestras.

Por otro lado, s¢ observaron amplificaciones en los carriles que corresponden a los
testigos negativos. Este problema de contaminacién se logré resolver parcialmente
repitiendo la PCR con agua de calidad biologia molecular (MilliQ). Sin embargo, la
contaminacion persistié en algunos casos, lo cual destaca Ja importancia de los testigos
negativos y la disponibilidad de material genético de calidad.

Unicamente son ttiles e interpretables las bandas amplificadas a partir de ADN de
hongos que muestren un patrén diferente a las observadas en los testigos negativos. Se
consideraron los siguientes posibles causantes de la presencia o ausencia de bandas:

1) Degradacion del ADN extraido (por la edad y las condiciones de preservacion en

herbario).

2) Cantidad limitada de material genético (muestras de hongo pequefias).

3) Sobre-estimacion de la concentracion del ADN por espectrofotometria (presencia

de pigmentos que co-absorbian en el intervalo det UV).

4) Dilucién del ADN antes de la PCR (a 50 ng/ul) que ocasioné una cantidad muy

pobre de ADN (por la sobre-estimacion) y una fuente de contarminacion,
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5) Contaminacion de los reactivos de PCR al momento de hacer la mezela de
reaccidn.

6) Ademas el uso de cebadores de secuencia corta (10 bases), inespecifica
(aleatoria), favorece su hibridaciéon a casi cualquier secuencia, tanto ADN de
interés como ADN contaminante. Lo anterior se ve exacerbado cuando la

cantidad de ADN blanco se encuentra muy limitada y degradada.

_ Para limitar los problemas relacionados con la union inespecifica de tales cebadores,
es necesario aumentar la cantidad de ADN de interés. Sin embargo, no se contaba con la
suficiente cantidad de material genético (menos de 25 pl) para pasar al siguiente paso de
los RAPDs, que es el rastreo de cebadores utiles para el estudio genético de Gymnopilus.
Ademds parte del material genético fue destinado a la amplificacién por PCR y

secuenciacion de los ITS.

En el caso de la secuenciacion la PCR con cebadores especificos para la
amplificacion de los ITS de hongos y su secuenciacion, permitio, confirmar la presencia
de ADN de Gymnopilus, util para la produccion de datos moleculares, confirmando el

)

éxito de su extraccion.

Cabe destacar que la amplificacion especifica de los ITS a partir de muestras

herborizadas se encuentra favorecida por:

[) el uso de cebadores especificos del reino de los hongos (evita algunos problemas
de contaminaciones)

2) el hecho de que los ITS son regiones repetidas a lo largo del genoma (aumenta
cantidad de ADN blanco)

3) la amplificacién de segmentos cortos de ADN (espacio corto que separa a los

iniciadores que flanquean la region a amplificar : menos de 600 bp).

La amplificacién exitosa de tales regiones indica que se contaba con fragmentos de

ADN de mas de 600 bp de largo y/o al menos de 300 bp, ya que en muchos casos se




amplificaron y sccuenciaron por separado el [TS 1y el ITS 2. Sin embargo, no todas las
muestras se pudieron amplificar, o se amplificaron pero no se lograron secuenciar, lo
cual puede estar relacionado con el estado de degradacion del ADN (de los sitios de
union ADN genémico-iniciador y/o las secuencias ITS que yacen entre éstos), ademas

de la posible presencia de sustancias inhibitorias de la PCR en la muestra de ADN.

La secuenciacion de los ITS revelé la presencia de varios contaminantes
gendmicos en las muestras de herbario, tales como el hongo microscépico Penicillium y
el Mus musculus (el ratén). Lo anterior no es demasiado sorprendente, ya que
tradicionalmente las muestras de herbario “no se lavan” (menos los hongos) antes de su
secado o de la toma de la muestra para su extraccion, por lo cual pueden encontrarse
contaminadas por trazas de otros materiales organicos. Se pueden encontrar
contaminadas por otros hongos microscopicos presentes dentro o encima del hongo,
desde el momento de su recolecta o que se adquirieron durante el proceso de secado o
almacenamiento en el herbario. Ademas en el herbario los materiales de se manipulan

sin guantes, lo cual podria conllevar a contaminaciones al momento de las consultas

repetidas al herbario.

Es importante s.er’lalar que la amplificacion y secuenciacion de los ITS fue.
finalmente muy infomlativé, ya que fue posible establecer un édrbol filogenético para el
género Gymnopilus (Guzméan-Davalos et al, 2003). Finalmente, el haber logrado la
secuenciacion de varias muestras antiguas de ADN (hasta 150 afios de edad), confirma
lo comentado por Mueller (1999), quien report6 resultados muy variables acerca del
éxito de la extraccion del ADN en relaciéon con la edad de la muestra herborizada;
algunos investigadores lograron trabajar con material de hasta 100 afios, otros sélo con

muestras de 10-25 afios, mientras que otros sélo lo lograron con material fresco.
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Importancia y perspeetivas

Ademas de contribuir a la resolucion de la problematica propia del género Gymmopilus,
es posible hoy compartir la experiencia adquirida con otros taxénomos que necesiten
datos moleculares para complementar los estudios morfolégicos de valiosas colecciones

herborizadas.

La experiencia indica que para trabajar con material herborizado es realmente
importante contar con cantidad suficiente de muestra para obtener el material genético
necesario. Asi, para futuras colecciones destinadas tanto al andlisis morfolégico como
molecular se sugiere considerar los siguientes pasos:

- seleccionar, limpiar y etiquetar el material fresco

- almacenar en bolsas de papel y trasladar lo mas rapidamente posible al

laboratorio donde se almacenara una alicuota del material a — 20°C o mejor a —

80°C hasta el momento de la extraccion del ADN

Varios herbarios han mencionado la necesidad de planear con tiempo la preservacion
de ADN de especimenes Tipos. Como alternativa se ha propuesto también el desarrollo
de colecciones especialmente reservadas a estudios moleculares con condiciones

adecuadas de almacenamiento para preservar la calidad del ADN por extraerse (Mueller,

1999). : ~



VIII. CONCLUSIONES

Con tres de los cinco protocolos contemplados se logré obtener material genético util
para la produccion de marcadores genéticos a partir de muestras minimas y herborizadas
de hongo del género Gymnopilus. El método de fenol es el mas recomendable, seguido

del paguete Nucleon (Amersham Life Science) y del método con CTAB.

El analisis cualitativo y cuantitativo del material genético extraido se realizd por

espectrofotometria, ya que no se logré visualizar el ADN por electroforesis.

En relacion con la naturaleza de las muestras, no fueron exitosos los marcadores
RAPDs, sin embargo, la amplificacién y la secuenciacién de los ITS fue muy
informativa, ya que funcioné como un indicador del éxito de la extraccion del ADN y

sobre todo permitid establecer un arbol filogenético del género Gymnopilus.
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X. ANEXOS

PREPARACION DE SOLUCIONES CONCENTRADAS Y DE TRABAJO '
COMUNES EN LOS VARIOS PROTOCOLOS DE EXTRACCION

SELECCIONADOS

Meétodo con fenol
Amortiguador de lisis:
50 mM Tris-HCI (pH 8.0)
10 mM Na,EDTA
1% SDS
0.15 M NaCl

Otros reactivos necesarios: fenol, cloroformo, etanol 100%, frio (- 20°C), Acetato de

sodio (3M, pH 5.2), amortiguador TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8

Método con CTAB
Amortiguador de lisis:
100 mM tris-HCI, pH 8
200 mM Na,EDTA
2X CTAB
1M NaCl
1% PVPP (polivinil pirrolidona)

Acetato de sodio, 3 M, pH 5.2
Para preparar 100 ml: disolver 40.81 g de acetato de sodio. 3 H,O en 80 ml de agua

desionizada estéril. Ajustar el pH con 4cido acético glacial. Pasar la solucién a un matraz

volumétrico de 100 ml para aforar.



Acetato de sodio. 3 M., pH 5.2
Para preparar 100 ml: disolver 40.81 g de acetato de sodio. 3 H;0 en 80 ml de agua

desionizada estéril. Ajustar el pH con 4cido acético glacial. Pasar la solucion a un matraz

volumeétrico de 100 ml para aforar.

Bromuro de etidio

Precauciones:
El mayor riesgo con el bromuro de etidio es la inhalacion del polvo durante la
preparacion de la solucién stock o concentrada por lo que se necesita trabajar en
campana de extraccion de humos, con guantes y cubre boca. Cabe mencionar que se
encuentran a la venta pastillas pre-pesadas (de 10 mg) para diluir directamente en agua.
Finalmente la etiqueta del frasco 4mbar tendré la siguiente leyenda: “PRECAUCION,
Bromuro de etidio, SUSTANCIA MUTAGENICA Y CARCINOGENICA”

Preparacién de la solucion de trabajo. Se agregan 20 ul de la solucion stock (10

mg/ml) a una botella &mbar que contiene 200 ml de agua desionizada.

C.1 (cloroformo: alcohol isoamilico, 24:1)

Para preparar 25 ml: mezclar al momento de usarlo 24 ml de cloroformo con 1 ml de

alcohol isoamilico, conservar en botella ambar.

Etanol al 70 %

Para preparar 100 ml, mezclar 70 ml de etanol absoluto con 30 ml de agua desionizada

estéril en una probeta graduada.

F.C.L (fenol: cloroformo: alcohol isoamilico, 25:24:1)

Para preparar 50 ml: mezclar 25 ml de fenol equilibrado, con 24 ml de cloroformo y 1

ml de alcohol isoamilico al momento de usarlo, agitar para formar una emulsion.



PREPARACION DEL FENOL

Para usarlo, es necesario equilibrar el fenol a un pH de 7.8 ya que el DNA pasaria en la

fase orgéanica a un pH demasiado 4cido.

El método que se usa para preparar el fenol equilibrado es el siguiente:

1. A 100 g de fenol agregar 100 m| de agua desionizada estéril

2. Mezclar hasta disolver el fenol

3. Alasolucién agregar 100 ml de Tris 1 M-

4. Mezclar hasta formar la emulsién, reposar para separar las fases acuosas (superior) y
organicas (inferior)

5. Eliminar la fase superior

6. Agregar 100 m! de T.E., mezclar hasta formar la emulsion, reposar para que se
separen las fases acuosas (superior) y organicas (inferior)

7. Eliminar la fase superior y repetir el paso 6, hasta que el pH de la fase superior sea
superior a 7.8.

8. En este momento el fenol esta listo para su uso en el protocolo de la practica. Se

almacena a 4°C en frasco ambar, con una capa de T.E. de 1 ml

Solucion de almacenamiento de Tris, pH 8, 1M

Para preparar un litro: disolver 121.1 g de Tris base en 800 ml de agua desionizada y
estéril, ajustar el pH con 42 ml de HCl concentrado, verificar el pH con el
potencidmetro. Pasar la solucién a un matraz volumétrico y aforar a 1 litro. Esterilizar y

almacenar bajo refrigeracion.

Solucion de trabajo de Tris, pH 8. 10 mM

Para preparar 100 ml: mezclar 99 ml de agua desionizada estéril y | ml de la solucién

IM, pH 8 en una probeta de 100 ml. Esterilizar y almacenar bajo refrigeracion.
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Condiciones de PCR

Amortiguador 5x (casero): para preparar 100 ml

COMPONENTE VOLUMEN CONCENTRACION FINAL

Tris (1M, pH 8.5) 25 ml 250 mM

KCI (1M) 10 ml 100 mM

MgCl; (IM) _ 500 ul 5 mM

Suero de Albumina bovina ' 025¢g 0.25%

Ficoll 400 75¢ 7.5%

Xileno cyanole 005¢g 0.05 %

Agua bi — destilada Aforar a 100 ml

El ficoll 400 se agrega al final al amortiguador tibio (en bafio Maria) hasta que se

disuelva.

Mezcla dNTPs — MgCl,:

f COMPONENTE VOLUMEN CONCENTRACION FINAL
dNTP (Gibco, 100 mM) 25 pl de cada uno 2.5mM

MgCl, (IM) 25 ul 25 mM

Agua bi —destilada - 875 ul '




[ |
ANEXO 3: LISTADO DE LAS MUESTRAS PROCESADAS

No Espeacie Colector, Localidad | Aflo | ext. mét. 260/280
namero,
herbario
mg
1 |G. lepidotus G. Guzmén Veracruz 1991] 25 fenol 1.411
30374 (XAL)
2 |G. penetrans L. Guzman- Suiza 1999 2 fenol 1.788
Davalos 8196
(IBUG)
3 [Pholiota lenta R. Tuomikoski Finlandia § 1974] 3 fenol 1.707
s.n. (H)
4 |Dermocybe phoenicea M. L. Fierros 743]  Jalisco 1994 5 fenol 1.544
(IBUG)
5§ |G. subpurpuratus L. Guzmén- Jalisco 1991 1 fenol 1.31
Davalos 5303
(IBUG)
6 |G. lepidotus L. Guzman- Veracruz 1999 1 fenol 1014
Dévalos 7868
(IBUG)
repeticion 1999 fenol 1.177
7 |G. robustus C. Ovrebo 3751 Panama 1999 2 fenol 1.76
8 |G. junonius S. Hansen (Reg. | Dinamarca | 1993} 2 feno! -0.352
J. Vesterholt 93-
329
9 [G. spectabilis O. Andersson Suecia (1950 3 feno! 1435
s.n.
10 {G. dikepis R. Treus.n. IMI- Malasia 1996 05 fenol 1.406
370901
11 |G. tradk K (M) 75208 Brasit 1874 0.2 fenol 1.32
Tipo
12 |G. crocias K (M) 75185 SriLanka | 1869] 0.2 fenol 1.43
Tipo
13 |G. fiiceus K (M) 75215 Inglaterra | 1870f 2 fenol 1218
Cotipo?

14 {G. sp.(no crocias) K (M) 75158 Borneo 1985 3 fenol 1224
15 |G. chrysites K (M) 75180 India sin 1 fenol 1411
Tipo Herb. Berk. fecha

74
16 {G. hispidus K(M) 75188 Tipo] StVincent | 1872] 2 fenol 1217
17 |G. oxylepis K (M) 22429 Christmas | 1993] 4 fenol 1519
Island
18 |G. cf. paimicola K (M) 75214 Nigefia 1968 5 fenol 1.508
19 |G. rufopunctatus K (M) 75165 Brasil 1969] 2.5 fenol 1.152
20 |G. hispidus K (M) 75211 Dominica | 1977] 1 fenol 1323
21 |G. f. rugubosus K (M) 75159 India 1684 5 fenol 1.298
Tepeticion fenol




22 {G. futeofolius Hesler & Ford EUA 19421 5 fenol 1.208
DAOM 80626
(dupt. TENN
15085) .
23 |G. arvolatus Earle 36 (NY) Cuba 1904 5 fenol 1337
Tipo
24 |G. spectabilis L. Guzman- Francia 1999 5 fenol 1212
Dévatos 8221
(IBUG)
24 repeticion 10 CTAB 1.086
24 repeticion 10 | Nucleon 1.588
25 }G. penetrans Kytdvuori 96-006 | Finlandia | 1996] & fenol 1.282
H) )
26 |G. penetrans L. Guzman- Francia 1999 4 fenol 1427
Davalos 8223
(IBUG)
27 |G. luteofolius S. Spasoff s.n. Canada 1980 5 fenol 1.281
DAOM-179158
28 |G. junonius L. Guzman- Francia 19989 5 fenol 1.31¢
Davalos 8220
(IBUG)
29 |G. mperiakis J. Puiggari s.n. Brasil 18881 5 fenol 1.136
LPS-211865
Tipo
30 |G. spectabilis L. Guzman- Francia 1999 5 fenol 1.251
Dévalos 8222
(IBUG)
31 |G. cerasinus Herb. E. A. Burt 1897} 5 fenol 1.144
(8)
repeticién CTAB 1.089
repeticion Nucleon 1.54
32 |G. spectabiis A. Dobel s.n. Argentina { 1992} 5 fenol 1.228
BAFC 32.911
33 |Galerina sp E.Wests.n. F- Florida 1931 5 fenol 1.317
721516 (FLA)
34 |G. junonius Wei Bing-gang China 19811 5 fenol 1.189
310
G. fiiceus R.T. Guerrero Argentina { 1960] 0.5 fenol 1117
47 BAFC 50.205
36 |G. penetrans L. Guzman- Francia 1999 6 fenol 1.322
Dévalos 8219
(IBUG)
37 |G. aeruginosus P.Kroeger 1336 | Canada 1988 5 fenol 1212
DAOM-210322
38 |G. tuxtiense G. Guzman Veracruz 1981 & fenol 1282
19830 (XAL)
Paratipo
39 |G. diepis R. Treu (IMt- Malasia 1996] 0.5 fenol 1452
370900)
40 {G. peliolepis J. Puiggari 87 Brasil 1889 2 fenot 1.164
LPS-18270 Tipo
41 |G. anmiatus A.S. Rhoads Florida 1832 5 fenol 1.338
s.n. F-15731
(FLA)




repeticion 10 CTAB 1.196
repeticion 10 | Nucleon 1264
42 |Pymmhumglossum G. Guzman Brasil 1982 5 fenol 1.327
23003 (ENCB)
43 |G. spectabiis S. Sedes.n. Argentina 1994t 5 fenol 1.308
BAFC-34.141
10 CTAB 1.031
10 [ Nucleon 1.72
44 1G. aeruginosus FKOB-2567 sin 5 fenol 1.258
(WTU) fecha
45 |G. cf. hispidelius S. Garclas.n. Tabasco 1962 4 fenol 1.345
(ENCB)
46 {G. purpuratus R. Singer M- Chile 1967} 6 fenol 1.32
7080 (SGO-
92549) Tipo
47 {G. pampeanus J. H. Ross 3975 | Australia 1 5 fenol 1.395
MEL-2035632
48 |G.cf. luteofolius M. Evers & D. EUA 1992 5 fenol 1.375
Sieger (L Norvel!
92-04.20-
NWTU)
repeticion 10 CTAB
repeticion 10 | Nucleon
49 |G. pampeanus S. H. Lewis 401 Australia 1998 6 fenol 1.303
' MEL-204638
50 {G. spectabifis E. Alberté s.n. Argentina 1891 5 fenol 1.28
BAFC-32.321
51 |G. braendiei L. O. Owerholts EUA 1913 2 fenol 1.284
1173 (S)
52 }G. sapineus 1. Kytdvuori 90- Finlandia 1990 5 fenol 1.404
2488 (H)
83 1G. subenis M. A. Pérez-de- Espafia 1999) 5 fenol 1.343
Gregorio s.n.
G. spectabifis J. Ginns 6360 Canada 1981 2 fenol 1.326
DAOM-180876
G. junonius A. Orton s.n. Australia 1968, 2 fenol 1.368
MEL-1054690
56 |G. peficlepis D. Christie s.n. Argentina | 1986] 4 fenol 1221
BAFC-30.818
57 |G. aeruginosus J. H. Ginns 8924 | Canada 19871 5 fenol 1.367
DAOM-197282
58 |Pymhumglossum R. Singer M- Veracruz 1969 3 fenol 1.249
8007
G. palmicola Underwood & Cuba 1903 4 fenol 1.345
Earle 1134 (NY)
Tipo
60 {G. aeruginosus SAR-88/431 EUA 1988 3 fenol 1.302
(WTU)
61 |G. aculeatus C. Gomez s.n. Argentina | 1964} 5 fenot 1.4%
BAFC-50.211
62 |G. spectablis E. Abert6 204 Argentina 19951 5 feno! 1.32
BAFC-50.122




83 |G. asrugnosus L.R. Hesler 8H.| EUA 1942 5 fenol 1.31
Ford TENN-
15085

64 |G. pholiotoides J. Deschamps Argentina | 1972 5 fenol 1.379
s.n. BAFC-
50.203

65 {G. imperialis Rossini s.n. Argentina | 1963 5 fenol 1293
BAFC-50-227

66 |G. purpuralus R. Singer & Lazo Chile 1996 & fenol 1.185
PU-42 SGO-
92552

67 {G. hybridus M. Bon 51112 Francia 1965 6 fenol 1.201

68 |[G. sp. (fresco) L. Guzmén- México 20001 10 fenol 1.548
Davalos 8233
(IBUG) .

repeticion 6 CTAB 1.036
repeticion 6 | Nucleon 1.348

69 |G. luteocameus H.D. Thiers EUA 1964 3 fenol 1.218
11815 (SFSC)
Tipo

70 |G. praeflioccosus W.A. Murnll EUA 2 fenol 1.495
F15820

70 [repeticion 4 | Nucleon 1.819

71 |G. seruginosus F.M. Brigham Canada 1971 4 fenct 1.371
s.n. DAOM-
137158

72 1G. aff. beduius Sudrez s.n. Argentina | 1990 4 fenol 1.154

73 |G. subsllutus R. Singer M1587 ]  México 1957] 4 fenol 1.164
BAFC-50209

73 repeticion 4 Nucleon 1.583

74 |G. acystdiatus L. Guzman- Jatisco 1986{ 4 fenot 1.251
Davalos 3361
(IBUG) Tipo

75 |G. medius J. Garcla-Franco | Veracruz 1990 3 fenol 1.098
s.n. (XAL) Tipo

76 {G. subvindis M. McKenny s.n. EUA 1914 6 fenol 1.068
Tipo

76 repeticion 2 Nucleon 1.289

77 |G. microsporus A. Rocabruna Espafia 198! 3 fenol 1.232
11736 F-
1091130

78 {G. bedulus R. Singer NSO F- EUA 19531 1 fenol 1.239

#095551 :

78 |G. chrysopellus R. Singer B7258 | - Ecuador 1973 2 fenol 1.385
F-1017956

80 |G. luteovirktis D.P. Lewis 1520 EUA 1978 2 fenol 1.289
F-1122411

81 |G. tuxtiense C.L. Ovrebo Venezuela | 1980] 3 fenol 1.301
1182A




82 [G. sp. [E. Horak 6129 | Puerio Rico] 1996] fenol 123
(7ak)

83 |G. sp. £. Horak 8046 Jamaica 1999 fenol 1.088
(ZT)

84 1G. sp. E. Horak 5759 Puerto Rico| 1996 fenol 1231
(Zm)

85 |G. subaculeatus K. P. Dumontet | Colombia 1974 fenol 1.527
al. 1312 F-
1019042

86 |G. hispidolius Prance et al. Brasil 1974 fenol 1.309
21550 F-
1037028

87 |G. spectabis R. Singer B399 F{ Uruguay 1852, fenol 1478
1095561

88 |G. harmoge Bartelli 200 F- USA 1960; fenol 1.368
1116741

89 {G. hispidellus Standley 53856 F| Honduras 1928 fenol 1.414
1112036

90 |G. iteoviridis Lewis 4358 F- 1690} fenol 1.564
1110616

91 |G. crassitunicatus G. Mueller 4025 | Costa Rica | 1989 fenol 1.449
F-1098582 Tipo

92 |G. subeartei L. Guzmén- Veracruz 1999} feno! 1.814
Davalos 7878
(IBUG)

93 {G. nugulosus L. Varela 328 Hidalgo 1978 fendl 0.894
(ENCB)

94 |G. subpurpuratus L. Guzman- Jalisco 1989 fenol 1710
Dévalos 4775
(IBUG)

95 |G. cf. spectabifis G. Guzman Morelos 1975 fenot 1.65
12334 (ENCB)

repeticion Nucleon 1.939

96 |G. aff. junonius R. Valenzuela 1882 fenol -0.165
670 (ENCB)

97 |G. aff. fulosquamulosus | X. Madrigal 1597 { Campeche | 1965 fenol 1478
(ENCB)

98 |G. rugulosus C. Téllez 279 Jalisco 1985; fenol 1.622
(IBUG)

99 |G. robustus C.L. Owebo CostaRica| 1991 fenol 1.387

) 3125 (USJ)

100 {G. junonius T. ANti 42093 (H)| Finlandia 199804 fenol 1.324

101 |G. kepidotus G. Guzman Veracruz 1991 fenol 1.687
30602 (XAL)

102 |G. pelolepis O. Roifin 89-16 Suiza 1889 fenol 1.538
(1BUG)

103 |G. subspectabdis G. Guzman BCN 1984 fenol 1.072
24342 (ENCB)

103 repeticion Nucleon 1.589

104 {G. picreus T. Ahti 52192 (H)] Finlandia 1994] fenol 1.677

105 |G. penefrans L Guzman- Jalisco 1992 fenol 1.601
Dévalos 5701
(IBUG)




106 |G. tuxtiense J. Pérez-Ortiz Veracruz 1977 fenol 1.29

636 (ENCB)
repeticion fenol 1.283
repeticion fenol 1.325

C.F.8. 122 (PC)

107|G. ventricosus Tipo palifornia, EU§ 1901 6{Nucleon 1.701
L Guzman-
Déavalos 8216

108{G. spectebits (IBUG) Béigica 1999 6[Nucleon 1.818
L. Guzmén-
Davalos 8206

109|G. spectabifs (IBUG) Holanda | 1999 8Nucleon 1.953

109 repeticion fenol 1.413
M. A. Péraz de

110]{G. spectabiis Gregorio s.n. Espafia 1999 7{Nucleon 1.55

111} G. junonius R. Watling 8.n. | Reino Unido] 1988 {Nucleon 1.738
B. W. Pedersen

112|G. spectabiis s.n. Dinamarca | 1999 'CTAB 1.631
C. L Ovrebo

113}G. robustus 3528 Panamé 1997 Nucleon 1.619
C. L. Ovrebo

114]G. robustus 3509 Panamé 1997 Nucleon 1.833
L. Ryvarden & K.
Heiland G-24 (O-
72839) Tipo

115} G. purpureosquamulosus Zimbabwe { 1992 4]CTAB 1.823°
L. Ryvarden & K.
Heiland G-23 (O-|
72838) TIPO

116]G. ochraceus Zimbabwe | 1992 Nucleon 1.72
J. Murphy 2452
(F-1116344)

117{G. of. Flavidelus EUA 1996/ 5[Nucleon 1.814
R. Singer B-
14087 (F-

118]G. imperiafis 1072131) CostaRica| 1983 10{CTAB 1.717
Gomez 18197 (F-

1191 G. impenials 1051880) CostaRica] 1982 8{CTAB 1.569
C. Mora 22

1201G. rugulosus (INBIO) CostaRica| 2000 10]|Nucleon 1.699
A. |. Rodriguez

1211G. rugudosus s.n. (XAL) Veracruz 1983 Nucleon 1.88
A. H. Smith
87285 (dupl.
MICH, probable

122|G. veidipes dupl, ENCB) EUA 1976 CTAB 1.733
H. D. Thiers

123]G. ventricosus 40227 (SFSC) EUA 1979 9{Nucleon 1.876
H. D. Thiers

124}G. pacificus 6268 (SFSC) EUA 1959} Nucieon 1.957
H. D. Thiers

125] G. luteocameus 33314 (SFSC) EUA 1974 4} Nucleon 1.618
Earle 270 (NY)

128 G. chrysothrichoides Tipo Cuba 1904 7{CTAB 1.193
Guzmén 11648-

127]G. subeariei A (ENCB) Tipo Jatisco 1974 10)CTAB 1.598
Singer s.n. (FH)

128{G. paimicola Qaxaca 1946 Nucleon 1.525




129

G. subpurpuratus

L. Guzman-
Davalos 4773
(IBUG) TIPO

Jalisco

1989

Nucleon

1.578

130

G. subpurpurstus -

L. Guzmén-
Davalos 5274
(1BUG)

Jalisco

1991

10|{CTAB

1577

131

G. maramioides

B. Lowy 375
(BAFC-50-220)

Peru

1958

Nucieon

1.708

132

G. pelivlepis

R. Singer 1-2964
(BAFC-50-210)

Argentina

5|CTAB

1572

133

G. peliolepis

J. Deschamps
s.n. (BAFC-
29.292)

Argentina

1980

Nucleon

134

G. imperialis

J. Puiggari s.n.
(Fungi
Puiggariani 66)
(S-21865) Tipo

Brasil

Nucleon

1.311

G. peliolepis

J. Puiggari 87
(LPS-18.270)
Tipo

Brasil

CTAB

1.311

136

G. spectabilis

PSMS-meeting
(WTU-14863)

EUA

10|Nucteon

1.859

137,

G. junonius

Bing-gang Wei
310 (HMAS
42360)

China

1981

9[Nucteon

1.475

138

G. valdipes

M. A. Vincent
6403 (XAL)

EUA

1993

6{Nucleon

1.822

139

G. aff. rufopunctatus

G. Guzméan
22945

Brasil

1982

Nucleon

1.655

140

Pymhumglosum

L. Guzmén-
Dévalos 8075
(IBUG)

Venezuela

8|Nucleon

0.945

141

G. tuxtlense

G. Guzmén
19830 (XAL,
dupl. IBUG)

Veracruz

1981

4|Nucleon

1.733

142

Dermocybe anthracina

L. Guzméan-
Dévalos 8191
(1BUG)

Suiza

1999

4|Nucleon

1.495

143

Dermocybe phoenicea

M. L. Fierros 768
(IBUG)

Jalisco

1994

6| Nucleon

1.696

144

Galerina autornnaks

L. Guzman-
Davalos 5246
(IBUG)

Jalisco

1990

Nucleon

1.378

145

Galerina clavata

L. Guzman-
Dévalos 8227
(IBUG)

Gran Bretafd

1999

Nucleon

1.895

Phaeocollybia

L. Guzman-
Davalos 2521
(IBUG)

Jalisco

1985

10{Nucleon

1.877

147

Phaeocollybia

O. Rodriguez
396 (IBUG)

Jalisco

4{Nucleon

1.762

148/

Phaeocollybia

A. TamayoyR.
Gonzéalez-
Tamayo 1-A
(1BUG)

Jalisco

1984/

4iNucleon

1.816




149,

G. penetrans

L. Guzman-
Davalos 8184
(BUG)

Francia

1999

Nucleon

1.721

150

G. penetrans

L. Guzméan-
Dévalos 8215
(IBUG)

Holanda

1999

6{Nucleon

1.7§

repeticion

fenol

1.841

151

L. Guzman-
Davalos 6248
(1IBUG)

1992,

9|CTAB

152

G. medius

J. Garcia-Franco
s.n. (XAL)(IBUG-
isotipo)

Veracruz

1990)

4}Nucleon

1.542

153

G. ngvedense

M. L. Fierros 568
(1IBUG)

Jalisco

1994

S

Nucleon

1.782

154

G. agrugnosus

Malioch 28

EUA

1963

[=2]

Nucleon

1.827

155

Macrocybe

R.Barba & R.
Ramirez-
Delgadillo 845
(1BUG)

Jalisco

1999

1.743

156

Macrocybe titans

P. Carrillo-Reyes
255 (IBUG)

Jafisco

1997

10{Nucieon

1.875

157

Macrocybe

L. Guzman-
Dévalos 7191
(IBUG)

Jalisco

10{Nucleon

158

G. sordidostipes

L. Guzméan-
Dévalos 4235
(IBUG)

Jalisco

10{Nucleon

1.316

159

Psilocybe cubensis

L. Guzmén-
Davalos 5864
(IBUG)

Jalisco

8|Nucleon

1.84

160/

Hypholoma fasciculare

L. Guzmén-
Davalos 3238
(IBUG)

Jalisco

1986

14| Nucleon

1.614

161

G. purpuratus

J. Daams AS-
wWA41 (L-
0109677)

Australia

1982

8ICTAB

1.49

162

G. purpuratus

H. Reis s.n. (L-
0109669)

Alemania

1988

9|CTAB

1.945

163

G. parvulus

W. A Murrll &
W, Harris 952
(dupt-NY)

Jamaica

1909

4]CTAB

1.608

164

G. dryophilus

Murrill s.n. F-
716271 (dup+
NY)

EUA

1939

9jCTAB

1.733.

165

G. ngshi

G.V. Nash 79
(NY) Tipo

Cuba

1903

8|CTAB

166

G. virdans

W. A, Murrilt s.n.
657 (NY) Tipo

EUA

1911

10{CTAB

167|

G. echinukisporus

W. A. Murrilt 939
(NY) Paratipo

EUA

1911

6|CTAB

1.581

168

G. tenius

Underwood &
Earle 1136 (NY)

Paratipo

Cuba

1903

CTAB




169

G. flavidelus

W. A. Murrilts.n
(NY) Tipo

EUA

1911

CTAB

0.576

170

G. subpenetrans

Earle 526 (NY)
TiIPO

Cuba

1906,

CTAB

1.315

171

G. aregonensis

W. A Murril 836
(NY)

EUA

1911

CTAB

1.391

172

G. subearlei

L. Guzman-
Dévalos 7438
(IBUG) (cepa 1)

Jalisco

Nucleon

174

G. sordidostipes

A H. Smith
55808 (MICH-
10992) Tipo

EUA

CTAB

175

G. fulvosquamulosus

P. Harding 433
(MICH-42154)

EUA

CTAB

176,

G. vahidipes

A. H. Smith
87285 (MICH-
42163)

EUA

1976,

CTAB

177

G. fulvosquamulosus

P. Harding 441
(MICH-42156)

EUA

1951

CTAB

178

G. fulvosquamulosus

D. Guravich 220
(MICH-42155)

EUA

1972

CTAB

179

G. ferrestis

A. H. Smith
40156 (MICH-
10996) Tipo

EUA

1952,

CTAB

G. nfescens

A H. Smith
56468 (MICH-
10990) Tipo

EUA

1956

CTAB

181

G. belulus

A, H. Smith
56924 (MICH-
42157)

EUA

1956

CTAB

182

G. subspectabilis

A H. Smith
64755 (MICH-
10995) Tipo

EUA

1961

CTAB

183

G. belulus

A. H. Smith
56507 (MICH-
42158)

EUA

1956

CTAB

184

G. subspectabiis

A. H. Smith
68785 (MICH-
42161)

EUA

CTAB

185

G. fulvosquamulosus

A_H. Smith
72586 (MICH-
10984) TIPO

EUA

1965

CTAB

186

G. subspectabilis

H. D. Thiers
21275 {dupl.
SFSC)MICH-
42160)

EUA

10,

CTAB

187

G. subtropicus

[Bessey 497

(MICH-42152)

EUA

1940

CTAB

188!

G. belulus

A H. Smith & H.

E. Bigelow 47324
(MICH-42159)

EUA

1956

CTAB

189

G. junonius

M. Korhonen
12858 (H)

Finlandia

1989

10

CTAB

G. penetrans

U. Nummela-
Salo & P. Salo
3405 (H)

Finlandia

1996

CTAB




