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RESUMEN

Las especies del género Cantharellus son de gran imporiancia para el manienimiento y
equilibro de los ecosistemas forestales. La variaciéon morfologica inter e intra especifica de este
género ha dificultado la ubicacién taxondmica de algunas de sus especies principalmente en la
especie tipo. Por lo anterior, se llevé a cabo un estudio con técnicas moleculares para determinar
la variacion genética del Espaciador Transcrito Interno (ITS) y el gen de la subunidad mayor del
ADN ribosomal nuclear en las especies C. cibarius, C. minor, C. cinnabarinus, C. lateritius y
varios Cantharellus spp. El material estudiado procede de los estados de Tamaulipas, Nuevo
Ledn, Durango, Querétaro, Chiapas, Guanajuato, Coahuila, Veracruz y Chihvabua. C. laferitius
v C. formosus son reportados por primera vez para México. La variacion genética del ITS se
estudié mediante el uso de la reaccién en cadena de la polimerasa {PCR) y digestiébn con
enzimas de restriccion para la observacion de polimorfismo de la longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP). Asi mismo, la subunidad mayor del rtADN nuclear se apalizé medianie el
uso de PCR, y secuenciacion de nucledtidos. La identificacion molecular de un cultivo puro
previa a la sintesis ectomicorricica de C. cibarius con Quercus sp. se llevé cabo. Los resultados
indican que ¢l RFLP no presentd soficiente resolucion para separar las diferentes especies
estudiadas. Sin embargo, la secuenciacion parcial del gen 28S de la subunidad mayor dei rADN
nuclear en C. cibarius, C. minor, C. cinnabarinus y otvos Cantharellus spp. concuerdan con las
reportadas por NCBI (National Center for Biotecnology Information) para las mismas especies
en un 96%, 95% y 94% respectivamente y para Cantharellus sp. varié de 96-97%. La sintesis
ectomicorricica de C. cibarius con Quercus sp. se llevé a cabo exitosamente con un promedio de
66% de micorrizacién.

ABSTRACT

The species of Cantharellus are of great economical (food} and forestry importance.
However, inter and intra specific morphological variation exist into this genus making it difficult
to identify some of its species. Due to this, a preliminary taxonomic study supported by
molecular tools was performed. The variation of the Iaternal Transcribed Spacer (ITS) and the
large subunit of nuclear ribosomal DNA (LSUrDNA) genes were analyzed among C. cibarius,
C. minor, C. cinnabarinus, and several Cantharellus spp. and into the type species C. cibarius.
The material of study comes from the states of Tamaulipas, Nuevo Ledn, Durango, Querétaro,
Chiapas, Guanajuato, Coahuila, Veracruz, and Chihuahva. C. lateritius and C. formosus are
hereby reported as new records for México, The ITS was studied by PCR-RFLP (Polymerase
Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism) and the nuclear large subunit of
the ribosomal DNA by PCR and sequencing. A molecularly studied strain of Cantharellus
cibarius was used to performed mycorrhizal synthesis with oak seedlings in vifro. The RFLP of
the ITS did not show enough resolution to observe inter and intra specific variation on the
studied species. Nucleotide sequencing of the LSUrDNA gene is presented for C. cibarius, C.
minor, C. cinnabarinus and several Cantharellus sp. The sequences match well with those
reported by the NCBI (National Center for Biotechnology Information) for these species in
about 96%, 95%, and 94% respectively and for Cantharellus spp. between 96-97%.
Ectamycorrhizal synthesis of C. cibarius with Quercus sp. was made with a 66% mean of
ectomycorrhizal roots in seedlings.

VI



CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 TAXONOMIA DEL GENERO Cantharellus

Se considera que la conquista de la tierra por las plantas verdes fue facilitada
por hongos simbié6ticos parecidos a los Zygomycetes en el periodo Silirico tardio. El
ancestro de los Basidiomycetes pudo haber sido un Zygomiceto ya que existen pocos
fosiles de Ascomycetes del precreticico. Esta hipdtesis esta fortalecida también por la
comparacion citolégica y porque la secuenciacion del gen del RNA ribosomal 18S que
demuestra que ¢l linaje de los Ascomycetes se separd de los Basidiomycetes en el
Devonico tardio. Los registros fosiles de Basidiomycetes indican que una evolucion
rapida se llevé a cabo durante el periodo Carbonifero. Los hongos Basidiomycetes
ectomicorricicos probablemente coevolucionaron con la familia Pinaceae en el Jurdsico.
Sin embargo, solamente se conocen hongos ectomicorrizdgenos del Cenozoico (Danell,
1994; Morain, 1984). En otros estudios, el andlisis de proteinas indicé que los
Basidiomycetes se ramificaron de otros hongos hace 1200 millones de afios durante la
era Precambrica. Sin embargo, ¢l primer f6sil de planta y hongo no aparece sino hasta el
periodo Ordovicico hace 480 6 460 millones de aiios. Los fosiles de micorrizas de 400
millones de antigiiedad apoyan la teoria de que las micorrizas facilitaron la colonizacion
de la tierra por las plantas verdes. Algunos investigadores especulan que los hongos
canthareloides son mas primitivos que los hongos laminados y han tenido tiempo

suficiente para colonizar todos los continentes excepto el Antartico (Pilz ef al., 2003).



Las especies del género Cantharellus han sido de gran interés para muchos
taxénomos y han sido ampliamente estudiadas desde el siglo XV. Linneo en 1755,
describié Agaricus cantharellus en “Flora Suecica”. Sin embargo, Fries en 1874 le dio el
nombre de Cantharellus cibarius (Danell, 1994a). Algunos de los trabajos clasicos de
taxonomia son ¢l de Comer (1966), quien realizé6 una monografia sobre el grupo de
hongos canthareloides citando 65 especies y 16 variedades para este género; Bigelow
(1978), describid e ilustrd diferentes especies de Cantharellus, citando 13 especies para
Norteamérica. Ademas, separé ¢l grupo Crarerellus como género independiente de
Cantharelius principalmente por la consistencia del basidioma (membranoso o camoso,
presencia de fibulas en las hifas, etc.) Por otra parte, Petersen (1976), describi6 5
variedades de C. cibarius. En Europa, Kuhner y Romagnesi (1953), dividieron al género
Cantharellus en el subgénero Craterellus (hongos con hifas sin fibulas) y subgénero
Cantharellus (hongos con hifas con fibulas). En el segundo caso reconocen 4 variedades
dentro de la especie tipo: C. cibarius var. bicolor, C. cibarius var. albidus, C. cibarius
var. neglectus y C. cibarius var. amethysteus. Bessette et al., (1997) presentaron claves
para hongos canthareloides incluyendo descripciones y fotografias de C. cibarius, C.
cinnabarinus, C. ignicolor, C. lateritius; considerando a Craterellus infundibuliformis
como Cantharellus infindibuliformis. Pegler (1983), solamente describié dos especies
dentro del género Cantharellus, C. cinnabarinus y C. guyanensis. Pilz et al., (2003) y
Persson, (1997), citaron que C. cibarius se encuentra distribuido por todo ¢l mundo,
incluyendo Norteamérica, Africa, Europa y Asia; sefialando los paises donde se han
citado. Asi mismo, sefialaron que, solamente para Norteamérica, se encuentran 40
especies incluidas en los cuatro diferentes géneros de hongos canthareloides conocidos

(i.e. Cantharellus, Craterellus, Gomphus y Polyozellus). Dos nuevos taxa dentro del

2



género Cantharellus fueron descubiertos para Madagascar: C. decolorans es pequeiia y
esta bien caracterizada por su color rosa el cual cambia a amarillo paja cuando maduro y
C. platyphyllus subsp. bojeriensis difiere del tipo por su localizacion geografica, por su
asociacién micorricica con un arbol endémico y por ser mas palido (Eyssarticr y Buyck,
1999). De acuerdo a Redhead et al., (1997), el nombre correcto para la especie de
Cantharellus mas comun recolectada en el oeste de Norteamérica (oeste de Columbia
Britanica, Canada, Washington, noroeste de California y Oregon) es C. formosus y no C.
cibarius. La localidad de la especie tipo C. jormosus es Long Beach, Pacific Rim
National Park, Vancouver Island, Columbia Britdnica, Canadd y no Barley Sound.
Material fresco topotipico fue obtenido para su caracterizacion molecular y morfologica
usando RFLPs. Un Cantharellus menos comiin es C. cibarius var. roseocanus (Redhead
et al., 1997). Una nueva especie, Cantharellus taberniencis, fue descrita de los bosques
mixtos de pinos y deciduos del sur de Mississipt en E.U.A. Las caracteristicas que
distinguen esta especie son un pileo café amarillento con un centro obscuro, un
himenéforoe y estipite naranja brillante. Esta nueva especie tiene una region espaciadora
transcrita interna (ITS) del ADN ribosomal nuclear larga. El analisis del RFLP
(polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion) de la terminal 5° del gen
de la subunidad mayor ribosomal nuclear apoyan el estatus de C. taberniencis como una
especie distinta (Feibelman et al., 1996).

En México, Guzméan (1985) describié por primera vez para la micoflora
mexicana: Cantharellus concinnus, Gomphus subclavaeformis y Pseudocraterellus
sinuosus. Ademds redescribe C. cibarius y presenta una nueva distribucion para C.
odoratus. Asi mismo, C. cibarius, C. odoratus, C. tubaeformis y Craterellus

cornucopioides han sido citados para diferentes estados de) pais (Villarreal y Pérez-
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Moreno, 1989). Por ofra parte, el uso de marcadores genéticos junto con caracteristicas
morfoldgicas y ecolégicas estan facilitando la identificacion de muchos hongos a partir

de propagules sin necesidad de reconocer el esporocarpo (Bruns e al., 1990.).

12 IMPORTANCIA ECOLOGICA, ECONOMICA Y NUTRICIONAL DEL
GENERO Cantharellus

Las especies de Cantharellus crecen en asociacion simbidtica mutualista con
diferentes arboles de importancia forestal a través de sus raices e.g. Pinus spp., Picea
spp., Pseudotsuga spp., Abies spp., Betula spp., Castanea spp., Fagus spp., Eucalyptus
spp., Populus spp., Tsuga spp. y Quercus spp., entre otros (Garza, 1991; Danell, 1994;
Daneil y Fries, 1990; Trappe, 1962; Molina et al., 1992) y son los responsables
indirectos del mantenimiento y equilibrio de estos ecosistemas. Entre el 20 y 30% del
carbon asimilado por las plantas hospederas de hongos ectomicorricicos puede ser
consumido por el hongo, de ahi su importancia en los ecosistemas forestales
(Soderstrom, 2002). El clima, quimica del suelo y microflora predominante, juegan un
papel importante en el establecimiento de hongos micormrizégenos. Sin embargo, muchas
especies de hongos micotrizogenos y otros organismos de la cadena alimenticia de
Europa (e.g. Cantharellus cibarius) estin desapareciendo de forma drastica en cantidad
y diversidad debido a los efectos combinados de lluvia 4cida, contaminantes industriales
y, aparentemente por la radiacion ocasionada por el desastre del Chernobyl (Amolds,
1991, Jansen y Van Dobben, 1987; Nohrstedt, 1994). Este Gltimo es considerado uno de
los peores desastres ecolégicos para las comunidades fingicas, pues hasta un 50% de la
micodiversidad desaparecié en algunas localidades. Esto ocasioné que algunas especies
del género Cantharellus desaparecieran de algunas regiones en Holanda donde antes

4



eran abundantes (Amaranthus y Pilz, 1996). La transiocacion de substancias radioactivas
por C. cibarius y otros hongos comestibles silvestres fue mayor al compararlas con otras
especies (Haselwandter y Berreck, 1989).

La presencia o ausencia de hongos micorrizégenos puede ser indicadora del
inicio de un problema en ¢l equilibrio de los ¢cosistemas forestales (Amolds, 1991; Pilz
et al, 1998a y b). Sin embargo, en un estudio reciente sobre el efecto del cambio
climatico global en las micorrizas, se concluy6 que no hay evidencias directas de que los
altos niveles de CO; afecten los hongos micorricicos (Soderstrém, 2002).

El impacto sobre la diversidad de macromicetos en un bosque de Betula sp. en
una regién de Moscii que ha sido expuesta a uso excesivo de recreacion durante 10-12
afios, fue evaluado contra otra area similar sin tanto impacto. En la comparacion se
observod que en los caminos pisoteados y en dreas de juego la finica especie que se
observé fue C. cibarius (Burova y Trapido, 1975). En otro estudio similar en Rusia, se
observé la disminucion particularmente de Cantharellus cibarius, Paxillus involutus,
Boletus edulis (Velikanov y Sidorova, 1998). Algunas especies del género Cantharellus,
Tricholoma, Cortinarius y Sarcodon han sido reportados creciendo en suelos pobres en
nitrdgeno (Boujon, 1997; Rasmussen, 1998).

La translocacion de Cesio (Cs 137) y residuos quimicos (piretroides) en los
cuerpos fructiferos de C. cibarius fue estimada. La actividad de Cs 137 varid,
encontrando que cuando hay mayor produccion de este hongo se presentd la mis baja
concentracién de Cs 137 (Nohrstedt, 1994; Dabrowska y Gayny, 1988; Grabowski et al.,
1994).

Referente al aspecto econdémico, en temporadas de lluvia C. cibarius es

recolectado con fines de alimentacion y comercializacién principalmente en los estados
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del ceniro de México y representa una importante fuente de ingresos para los habitantes
de esa region (Villarreal y Goémez, 1997). El aprovechamiento irracional de €ste y otros
tipos de hongos esta ocasionando severos daiios a los ecosistemas forestales y a los
ecosistemas que interactian con éstos. Para evitar esto, el gobierno federal esti
protegiendo este recurso mediante la Norma Oficial Mexicana de Emergencia (NOM-
EM-009-SARH3-1994; Gaceta Ecologica, 1995; NOM-059-Ecol-2001).

Desde el punto de vista nutricional Cantharelius presenta 21% de proteina, 66%
de carbohidratos, 5% de grasa y un valor energético de 35 Kcal (Crisan y Sands, 1978;
Singer y Harris, 1987; Pilz et al., 2003). Ademés Danell y Eaker, (1992) y Degreef et
al., (1997) realizaron un estudio para determinar el contenido de aminoacidos y proteina
total del hongo comestible C. cibarius utilizando varios métodos, encontrando 99 gr de
proteina por kilogramo de peso seco, mientras que la composicion de todos los
aminoacidos fue detectada, excepto el triptofano.

En un analisis comparativo de proteina y ceniza cruda, contenido de calcio,
potasio y fosforo de 57 muestras de 8 especies comunes s¢ encontrd que los hongos que
presentan mayor concentracién de proteinas fueron Marasmius oreades y Lepista
nebularis con un valor promedio de 52.82 y 39.02% de peso seco, respectivamente.
Cantharellus cibarius presento el contenido mas bajo de proteina cruda (Vetter, 1993).

En otro estudio, un anilisis de los pigmentos presentes en C. cibarius, C.
lateritius, C. cibarius var. amethysteus y C. tabernensis indic6 que estan formados por
beta-carotenos en las cuatro especies (Mui et al., 1998).

No existe informacién sobre la comercializacion de Cantharellus spp. en
Meéxico. Sin embargo, estimaciones de la comercializacion global de estc hongo ha sido

calculada e¢n aproximadamente 200,000 toneladas métricas, que equivalen a 220
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millones de kilogramos con un valor aproximado de entre 1250-1400 millones de
dolares anuales (Pilz ef al, 2003). En un trabajo sobre manejo de los ecosistemas
forestales para la produccion de hongos micorrizoégenos silvestres, Danell y Camacho
(1997), reportaron la produccion de cuerpos fructiferos en plintulas de pinos inoculadas
con cultivos puros de C. cibarius después de un afio de inoculadas. Las plantulas tenian
16 meses de edad y demostraron que C. cibarius no es dependiente de arboles viejos
para su reproduccién. Por su parte, Molina et al., (1993), Iwase, (1997), Pilz ef al.,
(1998), Hosford et al, (1997), Liegel et al, (1998ab), Dyke y Newton (1999),
Kalinowski y Korhonen, (1998), Adhikary er al., (1999) y Love et al, (1998),
propusieron técnicas para el manejo sustentable y produccién de hongos comestibles
micorrizdgenos, incluyendo C. cibarius y Tricholoma matsutake.

En la produccion de hongos, la induccién a la fructificacion de C. cibarius con
un sistema de irrigacién por aspersion se llevé a cabo en un bosque pobre de Pinus
sylvestris. El efecto de irrigacion fue registrado en las propiedades del suelo,
microclima, produccién de hongos comestibles, crecimiento de vegetacion, regeneracion
natural e incremento de volumen. De los resultados observados se concluyé que el
sistema de riego en las areas donde crecian hongos dio resuitados favorables en periodos
secos y no debe hacerse por mas de 3 afios (Grochowski y Ostalski, 1993).

Finalmente, el uso de hongos micorrizdgenos para dar proteccion contra algunas
enfermedades ha sido estudiado en el castafio contra Phytophthora cinnamomi, el cual
infecta las puntas de la raiz. Algunos hongos asociados con €l castaiio fueron
bioensayados in vitro, los hongos que presentaron antagonismo contra este patdgeno
fueron cepas de Boletus bovinoides, Hebeloma cylindrosporum, Amanita caesarea,

Clitocybe sp., Laccaria laccata y Cantharellus sp. (Vrot y Grente, 1985).
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1.3 ESTUDIO DEL ITS (ESPACIADOR TRANSCRITO INTERNO) NUCLEAR
EN Cantharellus spp.

Los estudios taxondmicos (que involucran 2 procedimientos, clasificacion e
identificacion) realizados por mic8logos clisicos (apoyados en el concepto de especie
morfologica) estan fortaleciendo sus investigaciones c¢on aspectos ecologicos,
biogeograficos (aceptando o rechazando sus hipétesis) y con nuevas técnicas
moleculares. Estas (ltimas, varian en su “poder de resolucién™ aunque no son iguales en
diferentes grupos taxonémicos. El estudio de la region del ITS es ampliamente usado
por su variacién en sus secuencias y se recomienda para la identificacién a nivel de
especie usando enzimas de restriccion para el analisis del polimorfismo de la longitud de
sus fragmentos (RFLP). En contraste, las regiones que se expresan del ADN ribosomal
(genes 18 S, 28 S y 5.8 S) tienen relativamente poca variacion en sus secuencias. Para
identificar cualquier hongo a nivel de especie la técnica molecular mas usada es el PCR-
RFLP del ADN ribosomal nuclear de la region ITS (Horton y Bruns, 2001; Dowling et
al.,1996; Brayford et al., 1995; Kocher y White, 1989). Cuando esta técnica falla (7.e. no
ofrece suficiente resolucidn) la secuenciacién de nucledtidos de la regién ofrece otra
opcion. El analisis de estas regiones puede ser a partir del aislamiento del ADN de una
sola espora o fragmento de micelio (Lee y Taylor, 1990).

Son muchos los estudios que se han realizado sobre ¢l género Cantharellus en el
mundo. Sin embargo, no se encontréd ninguno relacionado sobre anilisis de la variacion
del ITS en el género Cantharellus en México. No obstante, se pueden citar algunos
estudios moleculares realizados en otros paises e.g. Feibelman et al., (1994) reportaron
que la longitud del ITS completo de C. subaeformis, C. infimdibuliformis, Cr. odoratus,

C. cinnabariunus, C. minor, C. subalbidus, C. lateritius y C. cibarius varia de 720 pares
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de bases (pb) hasta mas de 1600 bp. Asi mismo, sefialaron que la variacion de la
longitud de la region del ITS ocurmre inter e intra especificamente.

En otros estudios realizados en hongos Basidiomycetes, Hibbett y Vigalys,
(1991) usaron enzimas de restriccion del ADN ribosomal y reportaron que Lentinus
tigrinus estdi mdas relacionado con la familia Polyporaceae que con la familia
Tricholomataceae. Chiu ef al., (1993) realizaron estudios moleculares en Lentinus
edodes utilizando 1a técnica de PCR y encontraron que el polimorfismo entre diferentes
cepas de la misma especie no podria ser revelado por electroforesis. Royse y May,
(1993) realizaron estudios moleculares en hongos comestibles usando analisis de
alozimas para estimar la divergencia y diversidad genética, confirmacion de cruzas e
identificacion de clases genotipicas varios hongos comestibles. De igual manera,
Anderson (1993), realiz6 estudios moleculares en Agaricus bisporus Lange (Imbach) (=
A. brunnescens Peck) incluyendo marcadores de alozimas y marcadores basados en
ADN [RFLP, RAPDs (modificacién de PCR)]. Pine et al., (1999) estudiaron el ADN de
la subunidad pequefia nuclear y mitocondrial para estudios filogenéticos entre los
hongos cantarcloides y clavarioides encontrando que la familia Cantharellaceae esta
muy relacionada con el género Hydrnum, el cual es del tipo dentado, Ciavulina es un
hongo tipo coraloide y Stichoclavaria, tiene forma de clava. Finalmente, existen
especies dentro del género Cantharellus en la regién noreste de México con gran
potencial alimenticio y ecol6gico que no son aprovechados en una forma sustentable
como se lleva a cabo en otros paises; debido a la falta de conocimiento de este recurso
natural. Desafortunadamente algunas especies estan condenadas a desaparecer de

nuestros bosques sin haberlas conocido.



14 ESTUDIO DE LA SUBUNIDAD MAYOR DEL ADN RIBOSOMAL
NUCLEAR DEL HONGO ECTOMICORRIZOGENO Cantharellus

Para la identificaci6én a nivel de especie, la subunidad mayor del ADN ribesomal
nuclear ha sido citada que presenta variacion en sus secuencias (Horton y Bruns, 2001).
Una caracteristica para estudios moleculares a nivel de especie requiere que la region
amplificada exhiba la maxima variabilidad entre especies y la minima dentro de la
especie. El ADN ribosomal nuclear el cual codifica el ARN para la formacion de los
ribosomas, satisface este criterio. Ademds, las regiones dentro de este gen presentan
diferentes porcentajes de evolucién, asi que se pueden obtener diferentes niveles de
variacion dependiendo de la porcién amplificada. La region del ITS del ADN ribosomal
es suficientemente variable debido a que patrones de RFLP especificos de especies
pueden distinguirse usando solamente dos o tres enzimas. Esto es debido, en parte, a las
inserciones/sustituciones y a las bajas restricciones de seleccion (Egger, 1995; Egger et
al., 1996; Bridge, 2002; Horton y Bruns, 2001; Hillis et al.,1996; Baldwin y Egger,
1996). Pine et al., (1999) estudiaron la subunidad menor nuclear y mitocondrial del
ADN ribosomal para estudios filogenéticos entre hongos Canthareilus y clavarioides
encontrando que la familia Cantharellaceae estd cercanamente relacionada con el género
Hydnum el cual es dentado, Clavulina un hongo coraloide y Stichoclavaria el cual tiene
forma de clava y presentan esticobasidias. Clavariadelphus estd emparentedo a
Gomphus y Ramaria y esto se relaciona con la reaccién verde del esporocarpo tratadas
con sales de hierro. Los parientes mas cercanos de los hongos canthareloides y
clavariodes son los Gasteromycetes incluyendo a Geastrum, Pseudocolus y
Sphaerobolus. Los hongos clavarioides Clavaria, Clavulinopsis, Pterula y Typhula

parecen ser derivados del linaje que contienen la mayoria de los hongos laminados. Por
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otro lado, Clavicorona parece estar cercanamente relacionado con Auriscalpium el cual
es dentado y Lentinellus que es laminado. Este linaje esta unido por la ormamentacion de
la espora amiloide. Dahlman et al., (2000) realizaron estudios de sistemdtica molecular
en Cantharellus proponiendo la reclasificacion de C. tubaeformis, C. lutescens y C.
ignicolor dentro del género Craterellus y no reconocen a Cr. fallax y Cr. konradii como
especies unicas sino sinénimos de Cr. cornucopioides. Gardes et al., (1991), realizaron
estudios del ITS nuclear y secuenciacién de Laccaria bicolor, L. laccata, L. proxima'y
L. amethystina encontrando que en tres especies de Laccaria la variacién en la
secuenciacion de nucledtidos varié de 3-5% y de 1 a 2% dentro de L. bicolor. Hibbett y
Vigalys, (1991) concluyeron que Lentinus tigrinus estd mas cercanamente relacionado
con la familia Polyporaceae que con la familia Tricholomataceae. Chiu et al., (1993)
realizaron e¢studios similares en Lentinula edodes utilizando PCR y encontraron que ¢l
polimorfismo entre diferentes cepas de la misma especie puede ser revelado mediante
secuenciacion de ADN. Bruns et al., (1990) secuenciaron la subunidad mayor del ADN
mitocondrial en algunas especies del género Suillus y Rhizopogon y no encontraron
diferencias entre las especies. Vigalys y Sun, (1994) realizaron estudios moleculares
filogenéticos para examinar la relacién entre aislamiento reproductivo, divergencia
genética y biogeografia de las especies del hongo comestible Pleurotus sp. Una de sus
conclusiones fue que existen al menos 8 grupos inter estériles en el mundo. Mientras que
Gonzilez y Labarere, (2000) realizaron estudios moleculares de la subunidad menor del
ARN ribosomal mitocondrial concluyendo entre otras cosas que Plewrotus sajor-caju,
P. pulmonarius y P. florida son la misma especic que P. ostreatus. El uso de

herramientas moleculares junto con los caracteres de especiec morfolégica y biologica
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son prometedores para la identificacién de los hongos ectomicorrizogenos a nivel de

especie.

1.5 APLICACION DE TECNICAS MOLECULARES EN LA SILVICULTURA
(SINTESIS DE ECTOMICORRIZAS DE Cantharellus cibarius CON Quercus sp.)

Cantharellus cibarius es uno de los hongos comestibles silvestres mds conocidos
en Norteamérica y Europa. Es un hongo de amplio rango micorrizégeno por lo que es
considerado de gran valor ecolégico. Las micorrizas son asociaciones simbidticas entre
hongos benéficos y raices de plantas, siendo de gran importancia para la fisiologia,
crecimiento y desarrollo de muchos arboles forestales, frutales y plantas herbaceas de
importancia econémica.

Entre las funciones atribuidas a las micorrizas destacan el aumento de la
disponibilidad de elementos nutritivos (e.g. N, P, F, Zn, Cu, S, Ca, Br); aumenta la
resistencia al ataque de patdgenos de raices (hongos y nematodos); mejora la absorcion
de agua; mejora la estructura del suelo y contribuyen también a disminuir los efectos
dafiinos de la erosién (Trappe, 1962). Un mecanismo a nivel molecular sobre el
transporte de elementos minerales de suelo hacia la planta a través de los hongos endo y
ectomicorricicos fue propuesto por Chalot er al., (2001). Ademas, la presencia o
auscncia de hongos micorrizégenos pueden ser indicadora del inicio de un problema en
el equilibrio del ecosistema (Amolds, 1991; Pilz et al., 1998ab). C. cibarius crece en
asociacion ectomicorricica con Pinus, Picea, Abies, Pseudotsuga, Quercus etc. de aqui
su gran valor forestal y puede ser utilizado en la micorrizacién de drboles destinados a la
reforestacion (Trappe, 1962; Molina et al., 1992; Pilz ef al.,, 2003; Chen, 1997). La

sintesis de ectomicorrizas entre Pseudotsuga menziesii y C. cibarius fue demostrada
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mediante la comparacién morfolégica, reacciones bioquimicas y luz ultravioleta, del
manto micorricico con el micelio de la base del estipite (Froidevaux, 1975). Por su parte,
Garza et al.,, (2001) llevaron a cabo sintesis de ectomicorriza de C. cibarius con
diferentes especies de coniferas e.g. Pinus caribea, P. patula y P. pseudostrobus
describiendo las fascs del desarrollo de la simbiosis.

En el noreste de México, C. cibarius crece principalmente en asociacion con
Quercus spp. Cantharellus cibarius se ha caracterizado por su complicado aislamiento y
cultivo bajo condiciones estériles (Fries, 1979; Schouien y Waandrager, 1978; Chang et
al., 1989; Jong, 1978). Los primeros aislamientos de C. cibarius se lograron a partir de
la germinacién de basidiosporas obtenidas de cuerpos fructiferos (Fries, 1979; Straatsma
et al., 1985; Straatsma y Bruinsma, 1986; Straatsma et al, 1985, 1986; Itivaara y
Willberg, 1988). Mientras que los aislamientos a partir de tejido de cuerpos fructiferos
fueron utilizados para realizar una sintesis de ectomicorrizas con C. cibarius y Picea
abies (Fries y Danell, 1990; Danell, 1994a,b; Danell, 1997a,b; Danell y Camacho,
1997). Itdvaara y Willberg, (1988) aislaron un total de 39 cepas originadas de la
germinacién de esporas. Posteriormente Fries y Danell, (1990) aislaron 56 cepas de C.
cibarius y 4 cepas de C. pallens obtenidas a partir de tejido de cuerpos fructiferos,
realizando una sintesis de ectomicorriza con C. cibarius y Picea abies. Por su parte,
Danell (1994b), realizé investigaciones sobre la formacion y crecimiento de la
ectomicorriza con C. cibarius. Asi mismo Straatsma y Van Griensven (1986), estudiaron
los requerimientos necesarios para el crecimiento miceliar de los cultivos del mismo
hongo micormrizégeno. Danell et al., (1993) y Pachlewski et al., (1996), observaron la
influencia de bacterias acrobias aisladas de cuerpos fructiferos de C. cibarius en el

crecimiento y desarrollo de las micorrizas y de las hifas vegetativas, encontrando que la
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presencia de Pseudomonas fluorescens no estimula el crecimiento de C. cibarius. El
efecto de las condiciones de crecimiento e.g. acreacion, pH, temperatura y luz, medios
de cultivo y produccion de enzimas sobre la produccién de biomasa en cepas de C.
cibarius (colectados de esporocarpos bajo encinos y pinos) fue estudiado por Dahm et
al., (1999) y Pachlewski et al., (1996) encontrando que la produccién de la biomasa
dependi6 no solamente de factores nutrictonales en el medio, sino también del pH y la
temperatura del cultivo. La luz no tuvo efecto en el crecimiento, pero la aereacion (en
cultivos en agitacién) si lo presentd. Con la biomasa fangica se llevé a cabo
micorrizacion artificial para estudios fisiolégicos y bioquimicos.

En un estdio sobre la produccion de compuestos con indol en C. cibarius una
cepa aislada de coniferas produjo mas auxina que otra aislada de bosque deciduo. Es de
interés que el triptofano inhibié la sintesis de auxinas en la cepa proveniente de bosque
deciduo, pero éste la estimulé en la cepa de coniferas. El pH También afects la
produccién de anxinas. La presencia de 4cido indolacético, 4cide indolcarboxilico y
acido nitril indolacético fue confirmado con cromatografia de gases (Strzelczyk e? al.,
1997a,b).

Plantulas de pino de 16 meses de edad fueron inoculadas con micelio de C.
cibarius producido in vifro y transferidos en macetas en un inveradero. Cuerpos
fructiferos de C. cibarius fueron detectados en estas macetas entre abril y noviembre de
1996. Este fue ¢l primer reporte de la fructificacién de C. cibarius en cultivo (Danell y
Carnacho, 1997). Antibidticos en cultivos liquidos fueron producidos por C. cibarius y
Suillus tomentosus. Estos antibibticos fueron elaborados cuando las plintulas de Pinus
caribaea, P. patula y P. pseudostrobus fueron micorrizadas asépticaments con C.
cibarius (Garza-Ocafias, 1993).
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En un experimento de sintesis ectomicorricica, dos cepas de C. cibarius formaron
micorrizas con Pinus sylvesiris y Betula pubescens, el reaislamiento del hongo fue
idéntico al del in6culo original y su estatus micorrizogeno con estos hospederos fue
verificado (Moore et al, 1989). Por otro lado, se estudié el efecto de 6 especies de
hongos micorrizdégenos, encontrando que la micorriza de Canthareflus cibarius, Russula
Joetens y Suillus bovinus son poco efectivas (Chen, 1986). En un eswdio con hongos
micorrizogenos de dos diferentes bosques, uno de 28 afios y otro de de 55 ailos de edad.
Del bosque de 28 afios de edad, los géneros mis comunes fueron Suillus, Russula,
Lactarius, Hydnum y Amanita. Mientras que en el bosque de 55 aiios, los géneros més
comunes fueron Hydnum, Tricholoma, Lacaria y Cantharellus (Lee et al., 1986).
Actualmente antes de llevar a cabo un experimento sobre sintesis micomizégena, es
recomendada la identificacion y corroboracion molecular del micobionte del cultivo
puro. Ademds, el aislamiento del ADN del micobionte dentro de la raiz y su
comparacion del RFLP con el del cultivo puro y basidiocarpo de donde se obtuvo el

cultivo puro serdn necesarios.

1.6 JUSTIFICACION

Las especies del género Cantharellus, tienen importancia ecoldgica, econdmica,
y nutricional. Sin embargo, existe en la actualidad confusion con respecto a la
identificacion de las especies utilizando métodos tradicionales. Ademés, no existe
ningin estudio actualmente en México con respecto a la identificacion molecular de las

especies y se cree que puedan existir especies no reportadas en México.
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1.7 OBJETIVO GENERAL
Contribuir al conocimiento de las especies del género Cantharellus mediante
estudios taxon6micos, morfolgicos, ecolégicos y biogeograficos apoyado por técnicas

moleculares.

1.8 OBJETIVOS PARTICULARES
1. Determinacion taxonémica (morfologica) de las especies de Cantharellus.
2. Estudios taxonomicos moleculares del ITS (i.e. espaciador transcrito intemo) y
de Ja subunidad mayor de]l ADN ribosomal nuclear en el género Cantharellus.

3. Aplicacion de las técnicas moleculares en la silvicultura.

1.9 HIPOTESIS

Ho: La taxonomia morfolégica no ofrece suficiente resolucién para separar las especies
del complejo Cantharelius cibarius.

Ho: El anilisis de la variacion del ITS con PCR-RFLP ofrecen suficiente resolucion para
separar las especies mas comunes de Cantharelilus.

Ho: La secuenciacién de nucledtidos de la subunidad mayor del ADN ribosomal nuclear
oftecen suficiente resolucidn para separar especies y descubrir criptoespecies.

Ho: La identificacion molecular de las especies de hongos es una herramienta de utilidad

en experimentos de sintesis de ectomicorrizas.
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2.2 TAXONOMIA MORFOLOGICA DE Cantharellus spp.

Esta seccién esta basada en el andlisis de las caracteristicas morfologicas de las
diferentes partes del basidioma importantes para la clasificacion de las especies dentro
del género Cantharellus. Las caracteristicas morfolégicas proveen la mayoria de los
caracteres usados para la construccién de los sistemas taxonémicos. En el caso de las
especies del género Cantharellus, inciuye la descripcién macroscdpica y microscopica
del pileo, laminas y estipite.

22.1 Micogeografia de Cantharellus spp.

El andlisis de los patrones de distribucién de los organismos son esenciales para
la clasificacidn de cualquier taxén de los diferentes rangos (Jones y Luchsinger, 1986).
En este estudio se presentan los patrones de distribucion de especies de Cantharellus
estudiadas.
2.2.1.1 Trabajo de campo.

Se llevaron a cabo 25 salidas a campo a diferentes localidades de los estados de
Tamaulipas, Nuevo Ledn, Coahuila y Chihuahua para la recolecta del material fingico.
El material fingico se determiné siguiendo los métodos estindar para Aphyllophorales
usando Ja literatura especializada correspondiente, entre otros: Corner (1966), Bigelow
(1978), Kuhner y Romagnesi (1933).
2.2.1.2 Trabajo de laboratorie.

Se describi6 e ilustro las estructuras microscopicas de las diferentes especies de
Cantharellus e.g. tamafio de espora y basidios, forma, superficie, grosor de la pared,

presencia o ausencia de fibulas entre otras.
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2.2.2. Descripeion de Canthareflus spp.

Para la determinacién de las especics se procedié a la descripcién macro y
microscopica de las diferentes estructuras de los basidiomas en fresco, tales como
tamaiio, color, superficie, del pileo, pseudolaminas y estipite. Asi mismo, los datos de
campo de localidad, fecha, colector, habitat, etc. Todos ellos son necesarios para su
comparacion con la literatura especializada y determinacidn taxonomica (Largent, 1986;

Largent y Baroni, 1988}.

2.3 TAXONOMIA MOLECULAR

Para la identificacion de hongos existen nuevos métodos mediante €l uso de PCR
(i.e. polymerase chain reaction) y RFLP (i.e. restriction fragment length polymorphism)
y secuenciacidn de nucleodtidos, entre otros. En términos generales consisten en el
andlisis de un gen o de una regién del genoma e.g. la subunidad mayor y subunidad
menor del ADN ribosomal nuclear o €l ITS (i.e. espaciador transcrito interno} etc. Estas
regiones pueden ser amplificadas mediante el uso de pares de “primers” o iniciadores
universales. El producto amplificado puede ser secuenciado directamente o digerido con
enzimas de restriccion para observar polimorfismo en sus fragmentos mediante
electroforesis en agarosa figura 1 y 2. Estas técnicas son dtiles para estudios
taxonémicos o de filogenia y evolucién (Horton y Bruns, 2001; Egger, 1995; Arnheim er

al., 1990; Sogin, 1990 y White et al., 1990).
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Fig.1. Esquema del protocolo utilizade para estudios de PCR y anilisis de RFLP (Danell, 1994a).

20



2.3.1 Estudio del ITS nuclear en el género Cantharellus

Una de las regiones mas usadas en trabajos de taxonomia molecular es el ITS
utilizando los marcadores PCR-RFLP y secuenciacién de nucledtidos. Esta pequefia
region se encuentra repetidamente en el genoma de muchos hongos ectomicormrizéogenos
y se caracteriza por presentar variacion en sus secuencias de nucledtidos y es
ampliamente usada en estudios a nivel de especie utilizando al menos tres enzimas de

restriccion, figura 2.

288

\ 3.88

Figura 2. Regiones estudiadas y primers utilizados, Primer [TS1F e ITS 4 de la regién
ITS, son seiialados con flechas negras; Primers LROR y LR3 que amplifican la region de
la subunidad mayor del ADN ribosomal nuclear, son seifatados con flechas rojas.
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El secado al aire de los basidiomas que no han sido expuestos a quimicos,
conservadores ni a secado a altas temperaturas tienen mas probabilidades de producir
ADN util para su usec en estudios moleculares. En este estudio se utilizaron especimenes
secados al aire tal como lo recomiendan Taylor y Swann, (1994) asi como los
especimenes de los herbarios de las escuelas del noreste de México, principalmente el
herbario José Castillo Tovar (ITCV), el herbario micologico de la Facultad de Ciencias
Forestales (CFNL) y Facultad de Ciencias Bioldgicas (UNL) de [a Universidad
Autonoma de Nuevo Ledn. La téenica PCR (reaccion en cadena de la polimerasa y

RFLP) fue utilizada para los estudios aqui realizados.

2.3.1.1 Protocolo para la extraccion de ADN

El procedimiento para la extraccién del ADN de Cantharellus spp. se basd
principaimente en el protocolo que se lleva a cabo en el laboratorio de estudios
moleculares de la Universidad del Estado de Oregon (Department of Forestry Science),
E.UA.

Se tomaron muestras del tejido fiingico y se humedecieron dentro de un tubo
Eppendorff de 1.5 ml. con 300 pl de 2x CTAB buffer. No se utilizé nitrégeno liquido.
Despugs, ¢l tejido blando se congeld (en hiclo seco) y derritid a 65 °C en ¢l calentador
este paso se repitid dos veces. El tejido fue macerado con un micromacerador de plastico
cambiando de macerador entre muestra y muestra. Después se volvid a congelar y se
incubd a 65 °C por 30 a 60 minutos y se le agregaron 300 ul de cloroformo (V:V con
una cantidad igual de CTAB) y se agitd brevemente. En seguida se centrifugé a 13000

pm por 15 minutos con los tubos bien orientados. Se colectd la parte acuosa superior
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con una pipeta de 200 pl y se colocé en tubos nuevos etiquetados. Posteriormente se
agregaron 3 volimenes de Nal (600 pl) y se agitd suavemente. Se agrego “leche de
vidrio” (milk glass) asegurindose de estar este bien mezclado (suavemente con el
vortex) antes de agregarlo. Se dejé incubar a temperatura ambiente por 30 minutos
agitindolos a la vez suavemente cada dos minutos. Entonces las muestras se
centrifugaron a 13000 pm por 5 segundos y se tir6 el sobrenadante, entonces el
precipitado se disolvié en 500 pl de New Wash y se agité suavemente para luego
centrifugar a 13000 rpm por 5 segundos ¥ nuevamente se tird el sobrenadante este paso
se repitié un total de 3 lavados con New Wash. Después del tercer lavado se tird el
sobrenadante, se volvié a centrifugar por 30 segundos y se¢ retird lo que restaba del
sobrenadante con una pipeta de 20 pl. Las muestras de las 35 colectas y 5 cultivos puros
de Cantharellus fueron secadas en una cimara de flujo laminar o en una incubadora
estéril por 10 minutos. Después se agregaron 50 ul de TE buffer para eludir el ADN del
vidrio y se agitd suavemente e incubd a temperatura ambiente por 5 minutos.
Finalmente, se centrifugé a 13000 pm por 30 segundos y ¢l sobrenadante donde se
encuentra ¢l extracto de)] ADN se colocd en un tubo nuevo listo para ¢l PCR y

subsecuentemente ¢l RFLP,

2.3.1.2 Protocolo de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

El extracto de ADN obtenido de los cuerpos fructiferos herborizados y de los
cultivos puros fue inicialmente probado con y sin diluciones (1:10-1:1000), con MgCi
(para especimenes viejos y BSA (Bovine Serum Albumin) esto, para determinar la mejor
opcion para su amplificacion. El porcentaje de primer (iniciador, secuencia ITS 1-F cit

ggt cat tta gag gaa gtaa e ITS 4 tec tee get taf tga tat ge Yextracto de ADN fue de 50:50.
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Mezclas para PCR fueron elaboradas (10 x dNTP, primers ITSIF y ITS4, buffer para
PCR y ADN polimerasa Taq). El nimero de ciclos de amplificaciones del termociclador
(MJ Research Programmable Thermal Controller , (PTC)-100) de 35 (pasos b-d):
+ a)3min 94 °C (desnaturalizacién inicial)
+ b)2min 94°C (desnaturalizacitn)
« ¢)25s  50°C (alineamiento)
e d)2min 72°C (sintesis de ADN de regreso al paso b)
+ ¢)10min 72°C (sintesis final de ADN).

Los productos del PCR fueron observados en un gel de agarosa 2% en una
electroforesis. Un Ladder de 100 pares de bases fue usado como estandar asi como el
extracto de ADN de un hongo conocido (i.e. como referencia). El gel fue tefiido con

bromuro de etidio e iluminado con fuz ultravioleta para tomarle una fotografia.

23.13 Protocolo para el polimorfismo de la longitud de los fragmeatos de
restriccién (RFLP)

Se utilizé una cantidad de 10 pl de ADN amplificado, ésta fue digerida con las
enzimas de restriccién Dpn 11 (5°...VGATC...3") y Hinf I (GVANTC) durante 3 horas a
37 °C. Los fragmentos fueron separados por electroforesis en agarosa 1% + geles de
agarosa 2% (FMC, Rockland, USA) durante 30 minutos a 110 V. El ADN fue tefiido en
bromuro de etidio (10 mg/l) por 10 min, y lavado en agua otros 10 minutos. Se utilizd

luz ultraviolefa para visualizar los fragmentos para su fotografia.
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2.3.2 Estudio de Ia subunidad mayer del ADN ribosomal nuclear

Al igual que en ¢l ITS, la subunidad mayor del ADN ribosomal nuclear es una regién
muy estudiada para investigaciones de sistematica moleculiar utilizando los marcadores
moleculares PCR-RFLP y secuenciacidn de nucledtidos. Esta region se caracteriza
porque sus secuencias se encuentran muy conservadas. Sin embargo, en la parte terminal
5" ha sido citado con variabilidad y por lo tanto mas informativo (Herton y Bruns, 2001)

(figura 2).

2.3.2.1 Protocolo para la extraceion de ADN

Se tom6 una muesira de tejido de la parte interna del carpdéforo y se humedeci6
dentro de un twbo Eppendorff de 1.5 ml con 300 pl de 2x CTAB buffer. Después, el
tejido blando se congelé con hielo seco y se derriti6 en un calentador a 65 °C, este paso
se repiii6 dos veces. El tejido fue macerado con un micromacerador de plastico
cambiando de macerador para cada muestra. Después se congelé nuevamente y se
incubd a 65 °C por 30 a 60 minutos y se le agregaron 300 pl de cloroformo (V:V con
una cantidad igual de CTAB) y se agité brevemente. En seguida, se centrifugé a 13,000
tpm por 15 minutos. Se colecté la parte acuosa superior con una pipeta de 200 pl y se
coloco en tubos nuevos etiquetados. En seguida, se agregaron 3 volimenes de Nal (600
pl) y se agitd suavemente. Se agregd “leche de vidrio™ (milk glass) asegurandose de que
estuviera bien mezclado (suavemente con el vortex) antes de agregario. Se dejé incubar
a temperatura ambiente por 30 minutos agitandolos a la vez suavemente cada dos
minutos. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 13000 rpm por 5 segundos y se

tir6 el sobrenadante v el precipitado se resuspendié en 500 ul de New Wash. Se agité
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suavemente para luego centrifugar a 13,000 rpm por 5 segundos y nuevamente se tird el
sobrenadante, este paso se repitié en un total de 3 lavados con New Wash. Después del
tercer lavado se tird el sobrenadante y se volvié a centrifugar por 30 segundos y se retiré
lo que restaba del sobrenadante con una pipeta de 20 pl. Las muestras fueron secadas en
una cimara de flujo laminar o en una incubadora estéril por 10 minutos. Después se
agregaron 50 pl de TE buffer para eludir el ADN del vidrio y se agité suavemente ¢
incubd a temperatura ambiente por 5 minutos. Finalmente, se centrifugé a 13,000 tpm
por 30 segundos y el sobrenadante donde se encuentra el extracto del ADN se colocd en

un tubo nuevo listo para el PCR,

2.3.2.2 Protocolo de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para mejorar la amplificacién del ADN, éste se prepard con y sin diluciones (1:10-
1:1000), con MgCl (para especimenes viejos y BSA (Bovine Serum Albumin). El
porcentaje de primerfextracto del ADN fue de 50:50, Mezclas para PCR fueron
elaboradas (10 x dNTP, primers LROR y LR3, buffer para PCR y ADN polimerasa
Taq). Para la amplificacién se utiliz6 un termociclador MJ Research Programmable

Thermal Controller y ésta consisti6 en los siguientes pasos:

+ 1.-3 min 94 °C (desnaturalizacion inicial)
« 2.-5ciclosde: (I) 1min 94°C
(I 1min. 45°C

(111) 1min. 72 °C
*  3.-30ciclosde: (I 1min. 94 °C
(I 1 min. 50 °C

(1) 1 min. 72 °C
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«  4.-5min. 72°C

<  5.-mantenera 4°C

Los productos del PCR fueron observados en un gel de agarosa 1% en
clectroforesis. Un Ladder (marcador molecular estindar) de 100 pares de bases fue
usado como estandar. El gel fue tefiido con bromuro de etidic e iluminado con luz

ultravioleta para su fotografia.

2.3.2.3 Protocolo para PCR para secuenciacidn de nucledtidos

Este paso al igual que los anteriores se llevo a cabo en el Laboratorio de Biologia
Molecular en el Departamento de Botdnica y Fitopatologia de la Universidad del Estado
de Oregon (EUA). El producto se procesd utilizando un secuenciador de ADN

automatizado marca Aplied Biosystems 373 A.

2.3.2.3.1 Preparacion de gel para secuenciar.

Para llevar a cabo este procedimiento se requieren los siguientes reactivos:
10 X TBE 5ml
Urea 18¢

Concentrado de Page-Plus 40% Amresco (Acrylamida) 7.5 ml

Agua (hasta) 50 ml
Volumen final 50 ml
Procedimiento
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1.- Agregue acrylamida, urea, 10 X TBE y 25 ml de agua en un matraz. Se agitaa fuego
lento hasta que la urea se disuelve en la solucion.

2.- Después de que la urea se ha disuelto, se agrega agua hasta completar 50 ml.

3.- Se filtra a través de una membrana de 0.45 p para remover impurezas

4.- Para filtrar se usa una bomba de vacio o aspirador

5.- Se agregan 250 pl de persulfato de amonio y 28 pl de TEMED

6.- Se agita y se elimina el gas por 5 minutos (eliminar el gas es opcional)

7.- Se vacia ¢n la charola o caja para elaboracion del gel.

Precaucién. El acrilamida liquido es neurotdxico y se debe manejar con guantes.
No sobrecalentar la acrilamida (si la urea es disuelta a fuego lento) esto dard como
resultado una pobre polimerizacion y resolucion subOptima en el gel final. La

eliminacidn del gas remueve algo del oxigeno que inhibe la polimerizacion.

2.3.2.3.2 Condiciones de PCR para secuenciar
Para llevar a cabo el PCR para secuenciacion se requiere las siguientes
condiciones:

1.- Cantidad de ADN

Un cuarto de reaccion media reaccion reaccién completa
Producto de PCR

500 pb 20ng 20 ng 10 ng

800 pb 50ng 50 ng 25 ng

1200 pb 80 ng 80 ng 40 ng

2.- Preparacion de mezcla de reaceién

(preparaci6én como una mezcla master para PCR normal)
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Un cuarto de reaccién media reaccion
Volumen final 10 ul [0 pl
Mezcla de rx. ter. 2yl 4l
Cantidad de ADN 1l 1l
Bufer 5 X para secuenciar [ gl 0 pl
Agua desionizada ¢hasta) 10 pl 10 pl
Primers o iniciadores i

Calibracién del termociclador.

Un cuarto de reaccién media reaccion
96 °C 30 seg 30 seg
50°C 15 seg 5 seg
60°C 4 min 4 min
Repetir este ciclo 60 veces 25 veces

2.3.2.3.3 Precipitacién de acetato de sodio/etanol

reaccién completa

20 ul
8 ul

reaccién completa

30 seg
15 seg
4 min
25 veces

1.- En cada reaccién de secuenciacion, s¢ agrega [ ul de acetato de sodio 3 M (NaOAc),

pH 4.6 y 25 pl de ctanol al 95 % para reacciones de un cuarto y completas.

2.- Agite los tubos en el vortex y déjelos a temperatura ambiente por 15 minutos para

precipitar los productos extensién (cuando los tiempos de precipitacion son de menos de

15 minutos esto traerd como resultado la pérdida de productos de extensién cortos).

3.- Gire los tubos en una microcentrifuga por 20 minutos a 12000 rpm (cheque y

marque la direccion de los tubos de centrifugacion. Esto ayudard en el proceso de

resuspension en el paso final).

4.- Con cuidado aspire ¢l sobrenadante con una punta de pipeta y tire (no necesita

cambiar punta).

5.- Lave la bolita con 150 pl de etanol al 70%

6.- Centrifugue 5 minutos a 12000 rpm y con cuidado aspire el sobrenadante y tirelo.

29



7.- Seque la bolita en centrifuga de vacio o al aire.

8.- Resuspenda con 1 pl de buffer de carga.

9.- Incube 2 90 °C por 2 minutos en el termociclador y directamente transfiera las
muestras en hielo.

Buffer de carga- Formamida: Dextran Azul EDTA (5:1).

Dextran Azul EDTA

25 mM EDTA pH 8.0 con Blue Dextran en una concentracion final de 50 mg/ml
Formamida Desionizado

Procedimiento. En 1 ml de 25 mM de EDTA ph 8.0 y 0.05 g de Dextran azul disuelva y
mezcle con 5 ml de formamida desionizada. Divida en partes iguales a 6 tubos

Eppendorf y almacene a4 °C.

2.4 APLICACION DE TECNICAS MOLECULARES EN LA SILVICULTURA
Sintesis de ectomicorrizas de C. cibarius con Quercus sp. Esta consiste en unir

al hongo simbionte con su hospedero in vitro.

2.4.1 Aislamiento y propagacibon asexual de Cantharellus cibarius

Se llevaron a cabo varias salidas a campo al ejido el Madrofio, Municipio de
Victoria, Tamaulipas. Se colectaron 24 basidiomas que fueron usados para su
aislamiento siguiendo los métodos estindar para la propagacion fingica de acuerdo con
las recomendaciones de Fries, (1979) y Danell, (1995). Este consiste en la transferencia
de una pequefia muestra de tejido de la parte interna del contexto del pileo en el medio

Melin Norkrans (MMN) bajo condiciones estériles. Una vez aislado y purificado, C.
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cibarius fuc cultivado nuevamente en MMN y ADA (agua desionizada agar) en cajas
Petri de plastico, siguiendo las recomendaciones de Garza (1991). Las formulas de los

medios MMN y ADA se pueden detallar en el anexo no. 1.

2.4.2 Germinacién de semillas de Quercus sp.

En la regién noreste de México, C. cibarius crece en asociacién micorricica con
diferentes especies de encinos. En este estudio se utilizaron semillas de Quercus sp.
como hospedero del hongo C. cibarius. La semillas fucron esterilizadas superficialmente
con H,0, durante 45 minutos, lavadas con agua estéril y tratadas con Beniate a 100 ppm
durante [2 horas. Después de esto, las semillas fucron transferidas a frascos con ¢l

medio de cultivo Agua Desionizada Agar (ADA), para su germinacion in vitro.

2.4.3 Identificacién molecular (PCR-RFLP y secuenciacién de nuclebtidos) de los
cultivos puros de C. cibarius

Antes d¢ utilizar la cepa de C. cibarius en la sintesis ectomicorricica con
Quercus sp., su identificacion fue corroborada con las técnicas moleculares PCR-RFLP
del ITS y secuenciacion de nucledtidos de la subunidad mayor del ADN ribosomal
nuclear. Lo anterior se llevd a cabo en el laboratorio de biologia molecular del

Departamento de Silvicultura de la Universidad del Estado de Oregon en E.U.A.

2.4.4 Sintesis de ectomicorrizas in vitro de Cantharellus cibarius y Quercus sp.
Una vez colonizado el medio de cultivo de las cajas Petri por C. cibarius, en
condiciones ¢stériles, los bordes de las tapas y bases fueron cortados en forma triangular,

formando un orificio en forma de rombo. Se utilizaron plantulas de encino de cuatro
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semanas de edad y se colocO una plintula por cada caja Petri. La raiz de la plantula se
colocé entre el agar colonizado por el hongo y la superficie interna de la base de la caja
Petri. El tallo se coloco a través de los orificios previamente cortados en la caja Petri
exponiendo la parte aérea (foliar) hacia el exterior. Los erificios fueron tapados con
vaselina para evitar evaporacion del medio de cultivo y entrada de contaminantes.

Posteriormente las cajas fueron sellados con parafilm. Las cajas con plantulas y
micobionte fueron incubados durante 6 meses para inducir la micorrizacion a 20 °C con
un fotoperiodo de 12 horas de luz fluorescente. Por cada tratamiento, 15 réplicas (cajas
Petri) fueron utilizadas. Seis meses después de la inoculacién se tomaron muestras de las
raices para observar su morfologia y determinar su estatus micorricico.

La sintesis micorricica de C. cibarius en las plantulas se comprobé mediante la
caracterizacion de acuerdo con la morfologia de las raices del hospedero y la aplicacion
del método de tincién (Phillips & Hayman, 1970) para la observacion de micorrizas. Lo
anterior también sc llevd a cab;) en las plantulas expuestas al hongo en los medio de
cultivo ADA y control.

Solamente se evalud el porcentaje de micorrizacién en los tres tratamientos
(MMN, ADA y control). La bas¢ de datos fue analizada y graficada con el procesador de

textos Excel.

2.4.5 Método de Phillips y Hayman para la determinacién de estatus micorricico en
Ia sintesis de ectomicorrizas.

Después de 6 meses de la interaccion entre hongo-planta, se realizé un analisis
bajo el microscopio estereoscOpico y compuesto para observacion de raices colonizadas

Y presencia de manto. Las raices fueron observadas siguiendo el método de tincion para
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la observacion de ectomicorrizas (Phillips & Hayman, 1970). Las raices de encino se
lavaron con agua corriente. Las muestras se colocaron en cépsulas de pléstico para
tincion (Tissue-Tek, Fisher Scentific Co., Pittsburg, PA.) y s¢ aclararon en una solucion
de KOH 10 % en bafio maria durante una hora, después se enjuagaron con agua.

Posteriormente, se neuiralizaron en una solucién de HCl 1-3% por 3¢ minutos,
para después ser enjuagadas con agna nuevamente. Después de esto, las muestras se
tifieron con una solucién de Azul de Tripano 0.05% en lactoglicerol en bafio maria por 1
hora Posteriormente, las muestras s¢ enjuagaron con agua para quitar el exceso de
colorante y se colocaron en solucion de lactoglicerol. Finalmente, se prepararon
laminillas semipermanentes, donde las raices colonizadas se colocaron en una gota de
lactoglicerol sobre un portaobjetos, se colocé el cubreobjetos y se sell6, para finalmente

ser etiquetadas, observadas y fotografiadas.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 TAXONOMIA MORFOLOGICA

Taxonomia de 1as especies del género Cantharellus.

Las especies del género Cantharellus que fueron determinadas morfolégicamente
son las siguientes: Cantharellus cibarius, C. lateritius, C. cinnabarinus y C. minor.

En ¢ste estudio se visitaron 15 localidades de los estados de Tamaulipas, Nuevo
Ledn, Coahuila, Durango, Chihuahua, Veracruz, Querétaro, Guanajuato y Chiapas. Se
recolectaron 90 colectas de las diferentes especies. El estado de Nuevo Ledn presenté
mayor sumero de localidades para Cantharellus cibarius. Sin embargo, Tamaulipas
presenté el mayor nimero de especies (4) en menos niimero de localidades.

Las especies de Cantharellus fueron recolectadas de bosques de encino (BE),
mixto de pino-encino (BPE), matorral xeréfile con encino (MXE) y bosque de coniferas
(BC). Un ejemplar Cantharellus sp. del complejo cibarius fue identificado comeo C.
Jormosus segin el andlisis de las secuencias de la subunidad mayor del ADN ribosomal
nuclear. Otros especimenes determinados como C. cibarius al alinearlas en el banco de

genes coincidieron con especies de Cantharellus no descritas afin.
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3.1.1 Micogeografia de las especies del género Cantharellus

La distribucion geografica de las especies estudiadas fueron trazadas sobre las
provincias biogeograficas de México. Estas se encuentran distribuidas en el Altiplano
Notte, Altiplano Sur, Golfo de México, Sierra madre Oriental, S. M. Occidental y Los

Altos de Chiapas como se puede apreciar en la figura 3.

Distribuciin geogrifica de Ias especies de Cantharellus en has previncias bisgeogrificas
de Méxice

SIMBOLOGK
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Figura 3. Micogeografia de¢ las especies de Cantharellus. () C. cibarius; (m) C.

Jormosus; (0) C. minor; (*) C. lateritius; (A) C. cinnabarinus; (¥ )YCantharellus sp.
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3.1.2 Descripcion de las especies
3.1.2.1 Cantharellus cibarius Fr. Fig.4

Pileo de 30-46 mm de didmetro, depreso al centro, liso, seco, de color naranja o
amarillo huevo, de margen enrollado, lobuiado y entero, la superficie del pileo reacciona
negativo al KOH. Himendforo decurrente con venaciones o pseudolaminas, separadas,
anastomosadas en la base, amarillas, gruesas, de bordo entero. Estipite de 35-50 x 8-10
mm, atenuandose hacia la base, seco, liso, amarillo naranja (ferruginoso al maltratarse),
flexible, camoso, sélido. Contexto de 4-6 mm de ancho, amarillo, naranja claro bajo el
cutis, no cambia al exponerse, camoso, olor dulce, sabor agradable.

Esporas de (4.9) 6.5-11 .4 x 4.9-5.3 (7.5) pm, ampliamente elipsoides, lisas, de
pared delgada, con un contenido intracelular granular o aceitoso que le da apariencia de
rugosidad en algunas esporas, hialinas en KOH, amarillas en reactivo de Melzer.
Basidios de 53.3-82 (86.1) x (6.1) 7.3 — 9 (9.8) pm, claviformes o pedicelados, bi,
tetraspéricos, de pared ligeramente gruesa, con un contenido intracelular granular o
aceitoso que a veces da el aspecto de revivir en KOH, esterigmas de 5.7-6.9 (9) pm de
longitud, hialinas en KOH. Trama himenoforal entrelazada, hifas de 3.2-10.2 um de
didmetro, cilindricas-sinuadas, ramificadas, de pared gruesa, con un contenido granular
0 aceitoso intracelular que en muchas hifas da el aspecto de revivir en KOH. Epicutis del
pileo de hifas de 4.1-11.4 um de didmetro, anchas, sinuadas o vermiformes, ramificadas,
de pared gruesa, hialinas y con un contenido o cuerpos infracelulares que en la mayoria
de las hifas da el aspecto de revivir en KOH. Trama del pileo de hifas entrelazadas.
Trama del estipite de hifas entrelazadas en algunas partes en arreglo paralelo, hifas de

2.8-9 um de didmetro, de paredes gruesas, hialinas y con cuerpos intracelulares que en la
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mayoria da el aspecto de revivir en KOH. Septos abundantes, fibulas presentes en todas
las partes del basidiocarpo.
Habitat.

Cuerpo fructifero de crecimiento gregario, ¢n el mantillo del bosque mixto de
Pinus y Quercus durante los meses de septiembre y octubre.

Material estudiado.

Durango: Municipio de Pueblo Nuevo, El Mil Diez, Pérez M. 250 (ITCV),
Navajos, Garcia 1790 (ITCV), Navios, camino Dgo.-Mazatldn, Garcia 1307, 4188
(TCV); Nuevo Ledn: Municipio de Santiago, El Ranchito, Guevara 57 (ITCV).
Municipio de Garza Garcia, meseta de Chipinque, Guevara 56 (ITCV), Garza 315
(CFNL), Garza 1495 (CFNL). La Camotera, Potrero Redondo, Garza 52, (CFNL). La
Purisima, Iturbide, Garza 737, 1605 (CFNL). Municipio de Santiago, El Cercado, Garcia
4522 (ITCV), Las Adjuntas, Garcia 15 (ITCV), Municipio de Zaragoza, La Encantada
Guevara 647 (ITCV); Tamaulipas: Villa Mainero, Garza S/N (CFNL). Municipio de
Victoria, Cafién del Novillo, Garcia 7875 (ITCV), Madrofio, Guevara 783, 815, 604
(TCV), Garcia 4823 (ITCV). Municipio de Casas, Rancho El Lajadero, Garcia 10610
(ITCV). Municipio de Gémez Farias, Ejido San José, Guevara §13 (ITCV); Querétaro:
Municipio de Amelco, Laguna de Servin, Garcia 10125 (ITCV), Garza S/N (CFNL);
Chiapas: Muiicipio de San Cristobal Km. 4 camretera S.C-Tenejapa, Guevara 808
(ITCV); Guanajuato: Sierra de Santa Rosa, Km. 83 carretera Dolores Hidalgo-Gto.,
Garcia 10305 (ITCV); Coabuila: Sierra del Carmen, Guevara 850, 851, 852 (ITCV);
Veracruz: Xalapa, Garcia 6487 ({TCV); Durango: Navajos, Garcia 1790 (ITCV),
Navios, Garcia 1307 (ITCV), Km. 115 Carretera Dgo.-Mazatlan, Garcia 4188, Garcia
(ITCV); Chihuahua: Cuiteco M. Quifiénez S/N (UCJ).

37



Observaciones.

Esta especie es comin en bosques de encino, s¢ caracteriza por presentar el
basidiocarpo de color amarillo huevo, el himenéforo con pseudolaminas o venas. Se
diferencia de Cantharellus cinnabarinus Schw. por el color bermellén que este ltimo
presenta.

El material estudiado concuerda bien con la descripcién de Comer (1962) y
Bigelow (1978). Castillo et al, (1979) citaron este hongo para Nuevo Leén,
mencionando que crece en bosques de encino y mixtos. Es una especie micorricica con

Pinus y Quercus segin Trappe (1962). Es un hongo comestible y de buena calidad

gastron6mica.

Figura 4. Basidiomas de Cantharellus cibarius
de la localidad El Madrofio, Municipio de Victoria, Tamaulipas
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3.1.2.2 Cantharellus lateritius (Berk ) Singer Fig. 5
Pileo de 15 a 50 mm de diametro, ligeramente concavo o depreso al centro, liso o
ligeramente subescamoso, seco, de color anaranjado mostaza, de margen enrollado,
lobulado, agrietado y entero, cambiando de color al maltratarse a un naranja ferruginoso,
la superficie del pileo reacciona al KOH positivo a un naranja fuerte y con €l FeSOy
positivo o guindo. Himenéforo decurrente, liso o ligeramente con venaciones, de color
naranja, reacciona con el KOH negativo y con el FeSO, negativo. Estipite de 20-54
(120) x 5-15 (20) mm. Atenuidndose gradualmente hacia la base o sinuado, liso o
finamente fibriloso, seco, naranja o amarillo mostaza a veces blanquecino hacia la base,
cambiando al maltratarse a un ferruginoso, s6lido a veces hueco. Contexto de 2-6 mm de
ancho, blanco a veces cambiando a naranja fuerte, carnoso, olor dulce, sabor agradable.
Esporas de (7.3) 8.2-94 x (4.5) 4.9-5.3 (5.7) ym, elipsoides o ampliamente
elipsoides lisas, con un contenido intracelular verdoso que en algunas esporas le da la
apariencia de rugosidad, hialinas en KOH, amarillas en reactivo de Melzer. Basidios de
60-74 x 8.2-10.2 pm, claviformes, tetraspéricos, rara vez trisporicos, con un contenido
intracelular granular verdoso, hialinos en KOH, esterigmas largos. Trama himenoforal
entrelazada, hifas de 4-16 um de didmetro, cilindricas o vermiformes y ramificadas,
algunas constrictas, de pared delgada, hialinas en KOH. Epicutis del pileo de hifas de 5-
8 pm de didmetro, entrelazadas, cilindricas y algunas constrictas de pared gruesa,
amarillas en KOH, con algunas hifas terminales mas 0 menos erectas, sin contenido
intracelular (no como las hifas del contexto). Epicutis del estipite de hifas mas o menos
postradas y celoreadas en KOH. Trama del estipite ligeramente paralela a entrelazada.

Fibulas y septos presentes en las hifas de la trama himenoforal, pileo y estipite.
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Habitat.

Cuerpo fructifero de crecimiento gregario, en bosques mixtos de Pinus spp. ¥
Quercus spp. o en bosques de Quercus rysophylla Weath., en los meses de septiembre y
octubre.

Material estudiado.

Nueve Le6n: Municipio de Santiago, camino El Salto a Potrero Redondo,
Guevara 51 (ITCV), La camotera, Garcia 922 (ITCV). El Manzano, Garcia (1870),
Municipio de Monterrey, La Estenzuela Guevara 847 (ITCV); Municipio Garza Garcia,
Chipinque, Garza 299 y 302 (CFNL); Durango: Municipio de Pueblo Nuevo, K. 110
carretera Durango-Mazatlan, Guevara 52 (ITCV), El Mil Diez, Pérez M. 245 (UNL);
Tamaulipas: Municipio de Victoria, Cafion del Novillo, Garcia 7854 (ITCV).
Observaciones.

Este hongo se caracteriza por presentar el himenéforo liso, por mancharse el
pileo de color naranja ferruginoso al maltratarse y por reaccion del pileo al KOH, la cual
es de un color naranja fuerte. A simple vista puede ser confundido con Cantharelius
cibarius Fr., pero se diferencia por la superficie del himenéforo ya que este ditimo
presenta venaciones.

El material estudiade concuerda bien con la descripcion de Bigelow, (1978)
quien lo considera dentro del género Cantharellus por presentar fibulas, sin embargo,
otros autores lo consideran dentro del género Craterelius por presentar el himendforo
liso y lo denominan Craterellus cantharellus Schw., ¢l cual es sinénimo de C. lateritius
(Graham, 1970). Esta especie se describe por primera vez para México. Probablemente

sea micorrizoégeno con Pinus y Quercus. Es un hongo comestible.
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Figura 5. Basidiomas herborizados de Cantharellus lateritius
de la localidad del Caiion del Novillo, Municipio de Victoria, Tamaulipas

3.1.2.3 Cantharellus cinnabarinus Schweinitz Fig. 6

Pileo de 1-1.6 cm de ancho, convexo, plano convexo o plano cuando inmaduro,
depreso a infundibuliforme, margen incurvado hacia adentro, undulado o lobado, de
color rojo naranja o cinabarino, no higréfano, liso, seco, muy fragil, margen sin estrias,
Contexto delgado, de 2-3 mm de ancho, fragil, concoloro hacia la superficie del pileo
mas c¢laro hacia la parte intema. Olor y sabor fingico. Pseudolaminas decurrentes, de 1-
1.5 mm de ancho, estrechas, distantes, de color rojo naranja un poco mas claras, mas ¢
menos gruesas, bifurcadas, anastomosadas e intervenosas, con el borde entero. Estipite
de 1.5-3.5 cm de largo x 1.5-2 mm de ancho, igual, algunos sinuados o curveados, muy
fragil, liso o con pequefias fibras, de color cinabarino o rojo naranja, base algo
blanquecina.

Esporas de 7-11 x 4.7 pm, ampliamente elipsoides, elipsoides a oblongas,

reniformes vistas de lado algunas, vistas de frente algunas se comprimen a la mitad de la
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espora, lisa, de pared delgada, hialinas con KOH, inamiloides. Basidios de 38-66 x 7.5-
10 um, elengados, claviformes, con 4-6 esterigmas de 4-8 um, de longitud, robustos.
Basidiolos abundantes e irregulares. Subhimenio con fibulas. Epicutis del pileo con hifas
postradas y entrelazadas, hifas cilindricas 0 mas o menos infladas de 4-9 um, de
didmetro, con contenido intracelular aparentemente con pigmentos, pared delgada a mas
o menos grucsa. Hifas del contexto cilindricas a infladas de 3-13 um de ancho. Trama
himenoforal de hifas entrelazadas, de pared delgada, con un contenido granular con
fibulas anchas presentes.

Habitat.

C. cinriabarinus es raro en la region Noreste del pais, se encuentra en bosque
mesofilo de montaiia bajo Quercus sp. aunque a distancia se presenta Pinus sp. Crece
solitario © en pequefios grupos en forma cespitosa a 1130 m.s.n.m., temperatura
ambiente de 20 °C en ¢l mes de septiembre y octubre. Cuando se herboriza a secado
lento algunos de los ejemplares mantienen su color bermellon. Otros cambian a crema y
son muy parecidos a C. minor.

Material estudiado.

Tamaulipas: Municipio de Gomez Farias, San José (el Diez Millones, camino al
vivero), Guevara 812 (ITCV). Camine al Elefante, Garcia S/N. Guanajuato: Sierra de
Santa Rosa Km. 83 Carretera Dolores Hidalgo-Guanajuato, Garcia 10504 (ITCV).
Nuevo Leén: Municipio de Zaragoza, La Encantada, Garcia 8230 {(ITCV) y Garza S/N

(CFNL). Chihuahuwa: Cuiteco M. Quifiénez S/N (UCJ).
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Figura 6. Basidiomas de Cantharellus cinnabarinus
de la localidad del Ejido San José, Municipio d¢ Gomez Farias, Tamaulipas

3.1.2.4 Cantharellus minor Peck Fig.7

Pileo de 0.5-3 cm. de diametro, de color amarillo naranja o huevo, convexo a
plano, ligeramente deprimido al centro a infundibuliforme, liso, seco, algunos con
superficie ligeramente irregular, oiros con ondulaciones o agrietados, con el margen
entero y hacia arriba. Pseudolaminas con borde entero, decurrentes con lamélulas, secas,
de borde entero, quebradizas, distantes, mas o menos gruesas, con venaciones
transversales otras ramificandose bifurcadamente o trifurcadas de color amarillo naranja.
Estipite de 7-30 mm de largo x 1-3 mm de ancho, central, mas o menos flexible, de
color amarillo namanja, liso, seco, igual, sinuado o ligeramente curvo, aparentemente
hueco. Contexto del pileo y estipite de color amarillo naranja blanquecino, muy delgado

con olor y sabor fingico.
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Esporas de 8-10 x 4-6 pm, ampliamente elipsoides, elipsoides a oblongas,
algunas reniformes, lisas, inamiloides, con un contenido granular intraceluar, de pared
lisa y delgada, hialinas en agua. Basidios de 30-65 x 6-10 pm, elongados, claviformes,
de 4-6 esterigmas. Epicatis de pileo de hifas postradas y entrelazadas, cilindricas de 3-10
pm, algunas hifas erectas, con pigmentos amarillos intracelulares. Hifas del contexto
cilindricas de 2-6 pm de didmetro, Hifas de la trama himenoforal entrelazada de hifas
cilindricas de 1.5 um de didmetro. Fibulas presentes y abundantes.

Habitat.

C. minor crece abundantemente en la localidad Ejide San José, Municipio de
Gomez Farias, Tam. Sc¢ encuentra en bosque mesofilo de montafia bajo Quercus sp.,
crece solitario, en pequefios grupos o en forma cespitosa a 1150 m.s.n.m. en el mes de
septiembre. Cuando se herboriza cambia a crema y son muy parecidos a C.
cinnabarinus.

Material estudiado.
Tamaulipas: Municipio de Gémez Farias, San José (camino al vivero} Guevara

771, 772,769, 770, 810, 811, 818 (ITCV).



Figura 7. Basidiomas de Cantharellus minor de la localidad del Ejido
San José, Municipio de Gomez Farias, Tamaulipas

3.1.2.5 Cantharellus formosus Corner Figs.8y9
Pileo de 1.2-8 cm de didgmetro, convexo, plano o deprimido al centro a
infundibuliforme, algunos giboso, de textura seca a higréfano con cuticula no
desprendible, superficie lisa de color amarillo grisdceo con tintes café y algunos con
tonos guindas, de borde entero, involuto y ondulado, algunos agrietados hacia ¢l borde.
Contexto, ancho blanco, amarillento hacia la superficie, carnoso, de 0.8-2.5 ¢m, con olor
agradable, sabor fingico. Himenio con pscudoldminas o venaciones, decurrente, con
venaciones transversales, de borde entero, de 1.4-5 cm de longitud, poco profundas, de
color amarillo palido. Estipite de 2.5-6 de longitud x 1-2 cm de ancho, robusto, igual,
cilindrico o atenuindose ligeramente hacia la base, liso, seco, de color blanco

amarillento, amarillo azufre hacia la base, sdlido, carnoso.
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Esporas de 8-14 x 6-8 um, ampliamente elipsoides, lisas, algunas mas o menos
elongadas, con un contenido granular intracelular, de pared delgada a mas o menos
gruesa, hialinas en KOH. Basidios de 70-80 x 8-10 pm, elongados, claviformes,
sinuados, tetrasporicos, algunos aparentemente monosporicos, con un contenido granular
intracelular de pared gruesa, hialinos en KOH, fibulas presentes en hifas de la trama y
basidiolos. Himenio de color amarillo naranja.

Habitat.

Cantharellus formosus crece ¢n bosque de encino (Quercus spp.), €n grupo o
solitario, algunos se desarrollan en forma cespitosa a 1450 m.s.n.m., en dreas rocosas,
suelos bien drenados con pendiente pronunciada, recolectado en el mes de septiembre.

Material estudiado.

Tamaulipas: Municipio de Victoria, El Madroiio, Guevara 796, 805 (ITCV).

Figura 8. Basidiomas de Cantharellus formosus
de la localidad El Madroiio, Municipio de Victoria, Tamaulipas
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Figura 9. Comparacion de basidiomas de Cantharellus cibarius (izquierda) y
C. formosus (derecha)

3.1.2.6 Cantharellus sp. Fig. 10

Pileo de 3 cm de diametro, convexo, plano a infundibuliforme, de textura seca,
superficie escamosa hacia el centro, mas 0 menos liso hacia el margen, escamas de color
obscuro notablemente visibles a simple vista ain cuando seco, de color naranja a
amarillo, de borde entero, involuto y ondulado, algo agrietado hacia el borde. Con olor
agradable, sabor harindceo. Himenio con pseudoldminas o venaciones, bifurcadas hacia
el margen, interconectadas hacia el margen, decumrentes, sin venaciones transversales
hacia el estipite, de borde entero, de 1.5-2 cm. de longitud, poco profundas, de color
amarillo huevo a naranja. Estipite de 3.5 de longitud x 0.7 cm. de ancho, igual o
cilindrico, superficie lisa, seca, sin escamas o fibrilla, concoloro al pileo (anaranjado

huevo), sélido, mas 0 menos camoso.
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Esporas de 10-16 x 6-8 ym, ampliamente elipsoides, lisas, algunas mas o menos
clongadas, con un contenido granular intracelular, de pared delgada a mas o menos
gruesa, hialinas en KOH. Basidios de 70-100 x 10-12 pm, elongados, claviformes,
sinuados, monospdricos, tetraspéricos, algunos aparentemente con mas de cuatro
esterigmas, con un contenido granular intracelular de pared gruesa, hialinas en KOH,
fibulas presentes en hifas de la trama y basidiolos.

Habitat.

Cantharellus sp. crece en bosque mesdfilo bajo Quercus sp., en forma solitario.
Fue recolectado en el mes de septiembre.

Material estudiado.

Tamaalipas: Camino a San José-al vivero, Municipio de Gémez Farias, Guevara
814 (ITCV).

Observaciones.

Este hongo se caracteriza por presentar escamas obscuras en ¢l centro del pileo.
A diferencia de ofras colectas de Cantharellus esta caracteristica no se ha observado.
Las colectas de Cantharellus de las costas del Pacifico Oeste de E.U.A. presentan esta
caracteristica. Corner (1966) propuso tres variedades dentro de Cantharellus cibarius
con pileo escamoso. Las variedades son Cantharellus cibarius var. squamulosus,
Cantharellus cibarius var. squamosus y Cantharellus cibarius var. longipes. El primero
se caracteriza por presentar el pileo café, el segundo por presentar el pileo de color
amatrillo huevo con escamas ahumadas y la tercera con pileo agrietado por las escamas,

estipite elongado y venaciones muy estrechas, apretadas o juntas.
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Figura 10. Basidioma de Cantharellus sp. (pileo escamoso) de la
localidad San José, Municipio de Gomez Farias, Tamaulipas

3.2 TAXONOMIA MOLECULAR
Los resultados del andlisis del ITS y de la subunidad mayor del ADN ribosomal

nuclear se presentan a continuacion.

3.2.1 Estudios del ITS en el género Cantharellus

Las nuevas técnicas moleculares (PCR-RFLP) son ampliamente usadas por su
“poder de resolucién”™ para distinguir especies de diferentes grupos taxondmicos. La
regi6n del ITS presenta variacién de sus secuencias y es utilizado para [a identificaciéon a
nivel de especie utilizando enzimas de restriccion para el anélisis del RFLP. Esta tcnica
fue aplicada en muestras de tejido de especimenes herborizados provenientes de los

estados de Tamaulipas, Nuevo Ledn, Durango, Querétaro, Guanajuato, Chiapas y
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Veracruz, fueron procesadas para la amplificacion del ITS completo del ADN ribosomal
nuclear correspondiente a 36 colectas y cinco cultivos puros de Cantharellus.
En la tabla 1 se presenta los especimenes analizados molecularmente de

Cantharellus cibarius de diferentes localidades y habitat asi como afio y nimero de

colecta.

Tabla. 1. Especie, hibitat, localidad, nimero y aiio de colecta de Cantharellus
cibarius estudiadas molecularmente de México
Especie Habitat Localidad Num. Colecta | Afio de
Colecta
Bosque de I.a Encantada, N.I.. 2423 (CFNL) | 1982
Conijferas La Encantada, N.L. 647 (ITCV) 1985
La Encantada, N.L. 8219 (ITCV) | 1992
Bosque de
Pino-Encino Chipinque, N.L. 1495 (CFNL) | 1997
Bosque de
Encino Tturbide, N.L. 1605 (CFNL) | 1997
Matorral
Xerdfito con El Cercado, N.L. 4522 (ITCV)
Encino
El Madrofio, Tam. 604 (ITCV) 1985
Cantharellus El Madrofio, Tam. 4823 (ITCV) | 1985
Bosque de El Madroiio, Tam. 781 (ITCV) 1999
Encino El Madrofio, Tam. 783 (ITCV) | 1999
El Novillo, Tam. 7875 (ITCV) | 1992
El Noville, Tam. 8303 (ITCV) | 1992
Cultivo puro del Madroiio,
Tam. 104 (ITCV) 2000
Bosque San José, El Vivero, Gomez
Meséfilo Farias, Tam. 813 (ITCV) | 2000
Bosque de Navios, Durango 1307 (ITCV) | 1981
Pino-Encino Navajos, Durango 1790 (ITCV) | 198]
Km. 115, Durango 4188 (ITCV) | 1984
Bosque de
encino Laguna de Servin, Qro. 10125(ITCV) | 1996
? Carr. San Cristébal-Chiapas | 808 (ITCV) 1986
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En la tabla 2 s¢ presentan las diferentes especies de Cantharellus estudiadas a

nivel molecular, asi como su habitat, localidad, nimero y afio de colecta.

Tabla 2. Especie, habitat, localidad, nimero y aiio de colecta de las especies de
Cantharellus estudiadas molecularmente de México
Especie Habitat Localidad Nam. Afio de
Colecta Colecta
Craterellus Bosque de
cinereus Pino-Encino El Novillo, Tam. 30(ITCV) 1992
Cantharellus Bosque San José, El Vivero, S/N (ITCV) | 2000
cinnabarinus Mesofilo Gomez Farias, Tam.
812 (ITCV) | 2000
Bosque de La Camotera, N.L. 922 (ITCV) | 1980
Cantharellus Pino-Encino
lateritius El Manzano, N.L. 1870 (ITCV) | 1981
Bosque de
Encino El Novillo, Tam. 7854 (ITCV)| 1992
San José-El Vivero, Tam.
Cantharellus Bosque Gomez Farias, Tam. 771 (ITCV) | 1999
minor Meséfilo
Camino al Vivero, Tam. | 811 (ITCV) | 2000
796 (ITCV) | 1999
Bosque de
Cantharellus sp. Encino El Madroiio, Tam. 805 (ITCV) | 1999
816 (ITCV) | 2000
Bosque San José-El Vivero, Tam.
Mesofilo Gdmez Farias, Tam. 814 (ITCV) | 2000
Cantharellus aff. | Bosque de
guayanensis Encino Los Pescadores, N.L. 119 (ITCV) | 1983
Cult. (tubo) 2
(esclerocios) 101 (CFNL)
Cult. (fubo) 3
anaranjado 102 (CFNL)
Cult. (tubo) 4
blanco 103 (CFNL)
Cult. (caja Petri) | Bosque de El Madrofio, Tam. 104 (ITCV) | 2001
blanco crema Encino
Cult. (caja Petri) |
café obscuro 100 (CFNL)
0150632
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La amplificacién de la regién completa del ITS nuclear de las especies de
Cantharellus estudiados se puede observar en la figura 11 (andlisis de basidiocarpos) y
12 (andlisis de cultivos puros de Cantharelfus). En la figura 11, las lineas 1 C. cibarius
No. col. Garcia 4823, (BE, Tam.), 2 C. cibarius No. col., Garcia 8219, (BC, N.L}, 3 C.
cinnabgrinus col. Guevara S/N (BM, Tam.), 4 C. lateritius No. col. Garcia 7854 (BE,
Tam.), 5 C. cibarius No. col. Garza 1495 (BPE, NL.), 6 C. cibarius No. col. Garza 1605
(BE, N.L.), 7 Cantharellus sp. No. col. Guevara 796 (BE, Tam.}, 9 Cantharellus sp. No.
col. Guevara 805 (BE, Tam.), 11 C. cibarius No. col. Garcia 4522 (MXE, N.L.), 13
Cantharellus sp. (escamoso) No. col. Guevara 8§14 (BM, Tam.), 14 C. minor No. col.
Guevara 771 (BM, Tam.), 15 C. cinnabarinus No. col. Guevara 812 (BM, Tam.), 16
Cantharellus sp. No. col. Guevara §16 (BE, Tam.), 17 C. cibarius No. col. Guevara 813
(BM, Tam.), 19 C. cibarius No. col. Garcia 1790 (BPE, Dgo.), 20 C. cibarius No. col.
Guevara 647 (BC, N.1.), 23 C. cibarius No. col. Garcia 10125 (BE, Qro.), 28 C.
cibarius No. col. Guevara 783 (BE, Tam.), 29 C. lateritius No. col. Garcia 1870 (BPE,
N.L.), 30 Cantharellus aff. amethysteus No. col. Guevara 119 (BE, N.L.), 32 C. cibarius
No. col. Guevara 808 (se desconoce el habitat, Chips.), 36 C. cibarius {cultivo puro
No.100 CFNL) todos amplificaron ¢l ITS. En contraste, las lineas que no amplificaron
su ITS fueron las lincas 8 C. eibarius No. col. Garcia 4188 (BPE, Dgo.), 10 C. cibarius
No. col. Garcia 1307 (BPE, Dgo.), 12 C. cibarius No. col. Garcia 8303 (BE, Tam.), 18
C. minor No. col. Guevara 811 (BE, Tam.), 21 C. lateritius No. col. Garcia 922, (BPE,
N.L.), 22 C. cibarius No. col. Guevara 604 (BE, Tam.), 24 C. cibarius No. col. Garcia
10610 (BE, Tam.), 25 C. cibarius No. col. Garcia 7875 (BE, Tam.) 26 C. cibarius No.
col Guevara 781 (BE, Tam.), 27 C. cinereus (= Craterellus cinereus) No. col. Guevara

30 (BPE, Tam.), 31 C. cibarius No. col. Garcia 10305 (BE, Gto.), 33 C. cibarius No.
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col. Garcia 2423 (BC, N.L.), 34 C. cibarius No. col. Garcia 15 (BPE, N.L.), 35 C.

cibarius No. col. Garcia 6487 (BM, N.L.).

Figura 11. Amplificacién del ITS nuclear (usando los primer TTSIF ¢ ITS4) de 35 colectas de
basidiocarpos de Cantharellus spp. y 1 cultivo puro de México. L es un marcador estindar de 100 pares de
bases. C. cibarius de 7 diferentes estados de México, lineas 1, 2, 5,6, 8,10, 11, 12, 17,19, 20, 22,23_24,
25, 26,28, 31, 32, 33, 34, 35, 36 (cultivo puro); Cantharellus sp, lineas 7,9, 13, 16; C_ lateritius lineas 4,
21, 29; C. cinnabarinus lineas 3 y 15; C. minor lineas 14 y 18; Cr. cinereus 27 y Cantharellus aff,
guyvanensis 30. Al observar algunas de las muestras que no amplificaron se observo que eran colectas algo
viejas o mal secadas para su herborizado e g. lineas 8, 10, 22,25, 33, 34 y 35.

En la figura 12 se observa que todas las muestras amplificaron el ITS en los
cultivos puros, sin embargo presentaron diferente peso molecular a excepeidn de la linea
4 (No. col. Guevara 104, cultivo puro de C. cibarius de la localidad El Madrofio, Tam.),

que presenta un peso molecular similar al de la mayoria de los basidiocarpos en la figura
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9. Las lineas 1, 2 y 3 son cultivos puros de C. cibarius de CFNL, linea 5 es un control
positivo (Leccinum sp. del laboratorio de Ciencias Forestales de Oregon State

University, EUA), linea 6 agua.

Figura 12. Amplificacion del ITS nuclear (usando los primers ITSIf ¢ ITS4) de cuatro cultivos puros
aislados de basidiocarpos provenientes de los estados de Nuevo Leén y Tamaulipas. L es vn marcador
estindar de 100 pares de bases. Cultives puros de C. cibarius lineas 1-4; Leccimum sp. (control positivo)
linea 5; agua, linca 6.

De las muestras que no amplificaron el ITS en [a figura 11, éstas fueron tratadas
con MgCl y BSA para la amplificacion de esta regioén. Los resultados se observan en la
figuras 13 y 14, respectivamente.

En la figura 13 se puede observar que las lineas 1 {col. 15, N.L.), 3 (col. 1307,
Dgo.), 5 (col. 1870, N.L.), 9 (col. 647, N.L..), 12 (col. 6487, Ver.), 13 (col. 8302, Tam.),

16 {col. 193035, Gto.), 17 (col. 10610, Tam.), 18 {col. 781, Tam.), 19 (col. 783, Tam.), 20
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(col. 813, Tam.) y 23 (col. 1493, N.L.) no amplificaron el ADN cuando se trataron con

BSA. Sin embargo el resto de las muestras demostrd amplificacion del ADN.

- . -

Figura 13. Amplificacion del ITS nuclear con BSA {usando los primers ITS1fe ITS4). En Ja linea 1 C.
cibarius {No. C. 15, pino-encino, NL.), 2 C. lateritius (No. C. 922, pino-encino, NL.), 3 C. cibarius (No.
C. 1307, pino-encino, Dgo.), 4 C. cibarius (No. C, 1790, pino-encino, Dgo.), 5 €. lateritius (No. C. 1870,
pino-encino, N.L.), 6 C. cibarius (No. C. 2423, pino, N.1.), 7 C. guayanensis (No. C. 119, encino, N.L.),
& C cibarius (No. C. 4188, pino-encino, Dgo.), 9 C. cibarius (No. C. 647, pino, NL.), 10 C. cibarius
(No. C. 604, encino, Tam.), 11 C. cibarius (No. C. 808, Chps.}, 12 C. cibarius (No. C. 6487, meséfilo,
Vrz), 13 C. cibarizs (No. C. 8302, encino, Tam.), 14 C. cibarius (No. C. 7875, encino, Tam.), 15
Craterellus cinereus (No. C. 30, pino-encino, Tam.). 16 C. cibarius (No. C. 10303, encino, Gw.), 17 C.
cébarius (No. C. 10610, encino, Tam.), 18 C. cibarius (No. C. 781, encino, Tam.), 19 C. cibarius (No. C.
783, encino, Tam.), 20 C. cibarius (No. C. 8§13, mestfilo, Tam.}, 21 C. minor (Ne. C. 811, encino, Tam.),
22 C. lateritius (No. C. 7854, encino, Tam.), 23 C. cibarius (No. C. 1495, pino-encino, N.L.), 24 C.
cibarius (No. C. 1605, encino, N.L.), 25 Leccimum sp. (control positivo, OSU), 26 (control negativo,
agna), L es un marcador estandar de 100 pb.
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En la figura 14 podemos observar la amplificacion del ITS utilizando MgCl.
Las lineas donde no hubo amplificacion fueron la 1 (No. col. Garcia 15, N.L), 16 (No.
col. Garcia 10305, Gto.), 17 (No. col. Garcia 10610, Tam.} y 22 (No. col. Garcia 7854,

Tam.).

Figura 14. Amplificaciér del ITS nuclear con MgCl (usando los primers [TSife ITS4). Enlalipea i C.
cibarius (No. C. 15, pino-encino, N.L.), 2 C. Jateritius (No. C. 922, pino-encino, NL.), 3 C. cibarius (No.
C. 1307, pino-encino, Dgo.), 4 C. cibarius (No. C. 1790, pino-encino, Dgo.), 5 C. lateritius (No. C. 1870,
pino-encino, NL.), 6 C. cibarius (No. C. 2423, pino, N.L.), 7 C. guayanensis (No. C. 119, encino, N.L.},
8 C. cibarius (No. C. 4188, pino-encino, Dgo.), 9 C. cibarius (No. C. 647, pino, N.L.), 10 C. cibarius
(No. C. 604, encino, Tam.}, 11 C. ctharius (No. C. 808, Chps.), 12 C. cibarius (No. C. 6487, mesofilo,
Viz), 13 C cibarius (No. C. 8302, encino, Tam.), 14 C cibarius (No. C. 7875, encino, Tam.), 15
Craterellus cinereus (No. C. 30, pino-encino, Tam.). 16 C. cibarius (No. C. 10305, encine, Gin.), 17 C.
cibarius (No. C. 10610, encino, Tam.), 18 C. cibarius (No. C. 781, encino, Tam.}, 19 C. cibarius (No. C.
783, encino, Tam.}, 20 C. cibarius (No. C. 813, mesofilo, Tam.), 21 C. minor (No. C. 811, encino, Tam.),
22 C. lateritius (No. C. 7854, encino, Tam.), 23 C. cibarius (No. C. 1495, pino-¢ncino, N.L.), 24 C.
cibarius (No. C. 1605, encino, N.L.), 25 Leccinum sp. (control positivo, OSU), 26 {control negativo,
agua), L es un marcador estandar de 100 pb.
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En la figura 15 se puede observar la amplificacion del ITS de C. cibarius
proveniente de diferentes habitat asi como de C. cinnabariunus, C. lateritius, C. minor y
un cultivo puro de C. cibarius. Las 9 lineas a la izquierda no fueron tratadas con MgCl
mientras que las de la derecha si. En esta figura a la izquierda se puede observar que la
linea 1 (No. col. Garcia 8219, C. cibarius de confieras, N.L.), 2 (No. col. Garcia 4823,
C. cibarius de encino, Tam.) y el control, no amplificaron ¢1 ADN. En contraste, las
mismas muestras tratadas con MgCl, si amplificaron el ADN. Excepto la linea 6 (No.
col. Guevara 771, C. minor de bosque meséfilo, Tam.). Ademas se puede observar que
el producto de la amplificacion del cultivo puro de C. cibarius en la linea 7 (aislado de
basidiocarpos creciendo en bosque de encino en Tamaulipas) concuerda con el mismo

peso molecular de los basidiocarpos del resto de las muestras.

Figura 15. Amplificacion del ITS con (derecha) y sin MgCl (izquicrda) en Cantharellus spp. de diferentes
localidades y habitat. En la linea 1 hacia Ia derecha ¢ izquierda corresponden a C. cibarius (No. C. 8219,
coniferas, N.L.). De igual manera, 2 C. cibarius (No. C. 4823, encino, Tam.), 3 C. cibarius (No. C. 1495,
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pino-encino, N.L.}, 4 C. cinnabarinus (No. C. S/N, meséfilo, Tam.), 5 C. lateritius (No. C. 7854, encino,
Tam.), 6 C. minor (No. C. 771, mesdfilo, Tam.), 7 C. cibarius culiivo puro (No. C, 104, encino, Tam.), 8
Leccinum sp. (control positivo), 9 agua (control negativo), L es el marcador estindar.

Después de la amplificacién del ITS nuclear de 1a mayoria de las especies de
Cantharellus, los productos del PCR (17 colectas y un cultive puro) fueron digeridos
con las enzimas de restriccion Hinf I, Dpn Il y Hae [Il. Los resultados se pueden
observar en Jas figuras 16 a 20.

La longitud de los fragmentos digeridos fue analizada con el programa Gene
Profiler Marca Scanalyticis. Un RFLP tipo es definido come un compuesto de datos de
las tres digestiones de restriccion y los tipos son censiderados idénticos si concuerdan
con las tres endonucleasas.

En la tabla 3 (y figuras 16 y 17), se presenta €l nimero de pares de bases del ITS
completo digerido con las enzimas de restriccion Hinf | y Dpn 11 en Canthareiius
cibarius de diferentes regiones biogeograficas y habitat para determinar si existen

diferencias intra especificas con respecto a su distribucién y ecologia.
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Tabla. 3. Numero de pares de bases del ITS suclear completo de Cantharellus
cibarius de diferentes localidades y habitat de México

Especie Habitat y Nim. Colecta | Nam. de BP del | Nam. De BP del
Estado ITS completo | ITS completo
(Hinf'1) (Dpn 1}
647 (ITCV) 514 804
Bosque de
Coniferas, N.L. | 2423 (CFNL) 514 804
8219 (ITCV) 526 805
Bosque de Pino-
Encino, N.L. 1495 (CFNL) 514 804
Bosque de Encino
N.L. 1605 (CFNL) 511 795
Matorral, N.L. | 4522 (ITCV) 318 793
104 (ITCV) 528 813
604 {(ITCV) 513 791
781 (ITCV) 516 790
Cantharellus | Bosque de Encino 2 bandas 516
cibarius Tam. 783 (ITCV) (861) 788 (1368)
4823 (ITCV) 513 795
7875 (ITCV) 523 304
8303 (ITCV) 521 795
Bosque Meséfilo
Tam. 813 (ITCV). 516 793
Bosque de Encino
Qro. 10125 (ITCV) 516 802
4188 (ITCY) 514 811
Bosque de Pino-
Encino, Durango | 1790 (ITCV) 516 824
1307 AITCV) 520 813
Habitat ?
Chiapas 808 (ITCV) 681 870
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Figura 16. Andlisis del RFLP (Hinf 1) de los JTS amplificados de las 17 colectas de C. cibarius de
diferentes estados y wn cultivo puro (linez 18). En la lineas 1,2, 7, 12, 13, 14, C. cibarius de N.L. En la
linca 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10 y 18, C. cibarius de diferentes localidades de Tam. En [a linea 11, C. cibarius de
Qro. En las lineas 15, 16 y 17 C. cibarius de Dgo. Aparentemnente no se observan diferencias entre las
muestras analizadas incluyendo el cultivo puro de Cantharellus excepto en la linea 6 se puede apreciar una
banda extra. M es el marcador del tamaiio del fragmento de 100 pb.
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