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Figura 17. Analisis det RFLP (Dpn II) de los ITS amplificados de las 17 colectas de C. cibarius de
diferentes estados y un cultivo puro, En las lineas 1, 2, 7, 12, [3, 14, C. cibarius de NL. En la linea 3, 4,
5,6,8,9,10 y 18, C. cibarius de diferentes localidades de Tam. En la linea 11, C. cibarius de Qro. En las
lineas 15, 16 ¥ 17 C. cibarius de Dgo. Aparentemente no se observan diferencias enire las muestras
analizadas incluyendoe el cultivo puro de Cantharellus excepto en la linea 6 se puede apreciar una banda

extra. M es el marcador estindar de 100 pb.

En la tabla 4 (y figuras 18 y 19), se presenta el mimero de pares de bases del ITS
completo digerido con las enzimas de restriccion Hinf 1 y Dpn 1l en las diferentes
especies y cultivos de Cantharellus estudiadas provenientes de diferentes localidades y
habitat para determinar si existe variacion interespecifica con respecto a su distribucién

y ecologia.

61



Tabla 4. Nimero de pares de bases del ITS nuclear completo de las especies de

Cantharellus de México
Especie Habitat y Estado | Nim. Colecta [ Num. de BP del | Nim. de BP del
ITS completo | ITS completo
(Hinf 1) (Dpn i)
Craterellus Bosque de Pino-
cinerens Encino, Tam. 30 (ITCV) 656 857
Cantharellus | Bosque Mesofilo | S/N (ITCV) 650 847
cinnabarinus Tam.
812 (ITCV) 650 844
Bosque de Pino- | 922 (ITCV) 646 838
Cantharellus Encino, N.I..
lateritius 1870 (ITCV) 637 831
Bosque de
Encino, Tam. | 7854 (ITCV) 646 842
Cantharellus | Bosque Meséfilo
ntinor Tam. 771 (ATCV) 638 829
Cantharellus | Bosque Mesdfilo
aff. minor Tam. 811 (ITCV) 645 835
796 (ITCV) 634 838
Bosque de Encino
Cantharellus Tam, 805 (ITCV) 635 832
Sp-
816 (ITCV) 639 828
Bosque Mesofilo
Tam. 814 (ITCV) 639 828
Cantharellus | Bosque de Encino
aff. guayanensis N.L. 119 (ITCV) 643 832
Cult. {tubo) 2
{esclerocios) 101 (CFNL) 1151 685
Cult. (tubo) 3
anaranjado 102 (CFNL) 675 605
Cult. (tubo) 4
blanco 103 (CFNL) 653 588
Cult. (caja Petri)
1 café obscuro 100 (CFNL) 593 611
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Figura 18. Anilisis del RFLP {Hinf I) de los ITS amplificados de varias especies de Cantharelius de
distintos estados del pais y 4 cultivos puros. En la linea 1 Cr. cinereus de Tam,; linea 2 y 3 C
cinnabarinus de Tam.; [incas 4 y 6 C. Jateritius de Tam_; linea § C. lateritius de N.L; lineas 7 C. minor de
Tam.; lincas 8, 9, 10 y 11 Caniharellus sp. de Tam,; linea 12 C. aff amethysteus de NL; linea 13 C. aff.
minor de Tam.; lineas 14, 15, 16 y 17 culfivos puros de C. cibarius de N.L.; linea 18 C. cibarius de
Chiapas. Aparentemente no se observa polimorfismo entre las especies de Cantharellys excepty en los
culfivos puros y en la linea 6 donde se aprecia una banda extra. L es el marcador estindar de 100 pb.
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Figura 19. Anilisis de] RFLP (Dpn I} de los ITS amplificados de varias especies de Cantharelius de
distintas partes del pais y 4 cultives puros. En la linea 1 Cr. cinereus de Tam.; linea 2 y 3 C. cinnabarinus
de Tam; lineas 4 v 6 €. lateritius de Tam.; linea 5 C. lateritius de NL.; lineas 7 C. minor de Tam ; lineas
8,9, 10 y 11 Cantharellus sp. de Tam., linea 12 C. aff. amethysteus de N.L.; linea 13 C. gff. minor de
Tam.; lineas 14, 15, 16 y 17 cultivos putos de C. cibarius de NL.; linea 18 C. cibarius de Chiapas.
Similarmenie a la Fig. 3, no se observé polimorfismo entre las especies de Cantharellus excepto en los

cultivos puros y en la linea 6 donde se aprecia vna banda extra. L es el marcador estandar de 100 pb.

En la tabla 5 (y figura 20), se presenta el nimero de pares de bases (pb) del ITS
completo digerido con la enzimas de restriccion Haelll en las diferentes especies de
Cantharellus estudiadas y un control positivo, provenientes de diferentes localidades y
habitat para determinar si existen variacion inter € intra ¢specificas con respecto a su

distribucion y ecologia.



Tabla 5. Nimero de pares de bases del ITS nuclear completo de algunas especies de
Cantharellus de diferentes localidades de México

Especie Habitat Localidad Nam. Colecta | No. De pb del
ITS (Haelll)
Bosque de
Coniferas | LaEncantada, NL.| 8219 (ITCV) 910
Bosque de
Pino-Encino | Chipinque, N.L. 1495 (CFNL) 900
Cantharellus
cibarius El Madrofio, Tam. | 4823 (ITCV) 210
Bosque de
Encino Cultivo puro, 104 (ITCV) 910
El Madroiio, Tam.
104 mg (ITCV) 929
Cantharellus Bosque
cinnabarinus Meséfilo Ei Cielo, Tam. S/N (ITCV) 892
Cantharellus | Bosque de
lateritius Encino El Novillp, Tam. 7854 (ITCV) 900
San José-El
Cantharellus Bosque Vivero, Gomez 771 (ITCV) 919
minor Mesdbfilo Farias, Tam.
771 mg (ITCV) 919
Cantharellus | Bosque de Oregon State
subalbidis Coniferas University 4148 (OSU) 1746
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Figura 20. Anilisis del RFLP (Hae 1) de los ITS completos amplificados de C. cibarius (lineas 1-3), C.
cinnabarinus (linea 4), C. lateritius (5), C. minor (linea 6 y 7), C. subalbidus {control positivo, linea 10) y
un cultivo puro de C. cibarius (lineas 8 ¥ 9). L (al centro y al extremo derecho) es el marcador estindar de
100 pb.

Los resultados del RFLP por si mismos no cuantifican adecuadamente la
variacion de los nucledtidos en el ITS para delimitar las especies estudiadas. Ni la
amplificacion del ITS nuclear con los primers ITSIF ¢ ITS4, ni la digestién del ITS con
enzimas de restriccion Hinf y Dpn 1l demostraron diferencias entre las colectas de
Cantharellus cibarius de las diferentes localidades y bdbitat de México, ni entre las
especics de Cantharellus estudiadas. Sin embargo, estas técnicas si demostraron
diferencias contra y entre los cinco cultivos puros de Cantharellus y 1os de referencia. Es
probable que 4 de los cinco cultivos estudiados sean otros taxa diferentes a

Cantharellus. Por otro lado, una posible raz6n por la que no se observaron diferencias en
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la amplificacion y la digestién con enzimas de restriccion del ITS nuclear en la mayoria
de las especies estudiadas es porque éstas tienen un peso molecular muy similar entre sf
en sus pares de bases. Feibelman ef al., (1994) determino el tamafio de las bases de pares
del ITS-1 en C. cibarius éstas varian de 820 a 1100 pb., Cantharellus sp. (P30) 820 pb,
C. minor (P23) 760, C. lateritius (1547) 880 pb y C. cinnabarinus (1380) 480 pb. Un
RFLP tipo se define como un compuesto de datos de las tres digestiones de restriccion y
un tipo se considera idéntico si concuerdan con las tres endonucleasas. Por lo anterior se
cree conveniente realizar mas estudios para determinar los pesos moleculares o los pares
de bases de las especies aqui estudiadas o secuenciar el ITS para su comparacion u otro

gen 2.g. el LSU rDNA amplificado con los primers LROR Y LR3.

3.2.2 Estudios de la subunidad mayor del ADN ribosomal nuclear

Parte del gen 28 S de la subunidad mayor del ADN ribosomal nuclear de 14
colectas incluyendo un cultivo puro de Cantharellus sp. fue amplificado con los primers
LROR (5" gta ccc got gaa ctt aag ¢) y LR 3 (3" ggt ccg tgt tic aag acg gg). La
amplificacion de la subunidad mayor del ADN ribosomal nuclear se puede observar en
la figura 21. Se reportan por primera vez la secuenciacién parcial de nucledtidos de la
subunidad mayor de ADN ribosomal nuclear de C. cibarius, C. minor, C. cinnabarinus y
Cantharellus sp. para Latinoamérica. En la tabla 6 se presenta la lista de las especies de

Cantharellus secuenciadas asi como su localidad y habitat.
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Tabla. 6 Especies de Cantharellus spp. secuenciadas

Especie Habitat Localidad No.de |Porcentaje de | Valor de
colecta | coincidencia | error
con NCBI
Bosgue de | La Encantada, 8219 No No
conifera Zaragoza, N.L. (ITCV) alineado | alineado
Bosque de | Chipinque, Garza 1495
pino- Garcia N.L. (CFNL) 96 % 0.0
Cantharellus encino 1790
cibarius Navajos, Durango | (ITCV) 97 % 0.0
1605
Tturbide, N.L. (CFNL) 95 % 0.0
Bosque de | Lagunadel Servin] 10125
encino Querétaro (ITCV) 96 % 0.0
El Madroiio, 97 %
Mpio. de Victoria, | 783 (ITCV)| P. nuda 0.0
C. cibarius Tamaulipas
(cultivo pure) 104 (ITCV) 97 % 0.0
C. cibarius
(escamoso) San José, camino | 814 (ITC 96 % 0.0
Bosque al vivero, Mpio.
Cantharellus | mesofilo de | de Gomez Farias, | 771 (ITCV) 94 % 0.0
minor montafia Tamaulipas
811{TCV) 95 % e-116
El Madrofio, 93 %
Cantharellus | Bosque de | Mpio. de Victoria, | 796 (TTCV) | C. formosus 00
sp- encino Tamaulipas
805 (ITCV) 93 % 0.0
Cantharellus | Bosque | SanJosé, camino
cinnabarinus | mesdfilo | al vivero, Mpio. | 812 (TTCV) 97 % 00
de montafia | de Gomez Farias, SIN
Tamaulipas (ITCV) 98 % 0.0
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Figura 21. Amplificacién de la subunidad mayor (usando los primers LROR y LR 3) del ADN ribosomal
nuciear de catorce colectas incluyendo un cultivo puro de C. cibarius. L es un marcador estindar de 100

pares de bases. Cantharellus cinnabarivus (Tam.} lineas 1 y 6; Cantharellus sp. (Tam) \neas 2,3 y 4; C.
minor (Tam.} Hneas 5 y 14; C. cibarius limeas 7 (Qro.), 9 (Tam.), 10 (Dgo.), 11,12 y13 (N.L.), cultive puro
de C. cibarius (Tam.) linea 8.

Las secuencias génicas parciales de Cantharellus spp. mexicanos fueron
comparadas y alineadas con las regisradas por el NCBI (National Center for
Biotechnology Information) para su identificacion.

La secuenciacion parcial de nucledtidos del gen con el primer LROR demostrd
que C. cibarius de Laguna del Servin, Querétaro creciendo con Quercus sp., colecta
Garcia 10125 (ITCV), coincidié con la registrada por el NCBI para esta especie en 96%
con 850 bits (score) y un valor de E de 0.0. En segundo lugar, segiin NCBI1 esta
secuencia es también muy similar a C. cascadensis en un 96% con 839 bits en promedio.
Y con el primer LR3 concordé con C. cibarius var. cibarius en un 94% con 613 bits
{score) y un valor de E de ¢-172. A continuacion se presenta la secuenciacién parcial de

la region.
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1.~ Cantharellus cibarius, (basidiocarpo colectado creciendo bajo encino, Laguna del
Servin, Querétaro).

No. de colecta Garcia 10125 (ITCV), primer LROR

5—3
ATTCCCCCAGTAACTGCGAGTGAAGAGGNAAGAGCTCATCATTGGAATCTGGCAGTGTT
GCACTGTCCGAGTTGTAGATGAGGAGTAGTCCGTCTGGACTGCATGGCGTNCAAGTACA
ATAGGCCGTCAGTGGGACATCATAGAGGGTGACAATCCCGTCCTTGACGCTAATGTGCA
AGTCTATTACGATGGCTATCTCAGAGAGTCGAGCAGTTNGGGATTTGCTGCTTARACAT
GGGAGGTAGATTCCTTCTAAAGCTAARATACAGGCGAGAGACCGATAGAGARACAAGTACC
GCAAGGGAAAGATGAAATAGCACTCTGTGAAGGGAGTCAARAGGCGTGAAATTGTTGCG
AGAGAAGCGATTCAAGTAGCGTACTAGGCCCATCAAGCGTCTTCGCTTTGGACTAGCTT
TGCCAGCGGTCTTGTCCCTTAAAGAGACTNGACTTGTAATATGTCCAGCCCTGCGTGCA
CAGCAGCCCTTCTGGGGCCAGTGCATGEGCTGGTGGAATGCTTGCAATCGACCGCTGNT
TANAANAACGNNNNNNNNNNNNNTNNNNNNANGNNNNNNNNNNNNNCCNNNNNNNNNAN
NGNNN

No. de colecta 10125, primer LR3

3’5
CCCCCCCCCCCCCNNCNCNNNNTNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGNNGNTTACTTAACCTN
CTCGCCNCCCCTGEGCCCCAAAGGGC TGCTGTGCACGCTNGGCTGGACATATTACAAGTC
AAGTTTTTTTAAGGGACAAGACCGCTGGCAAAGCTAGTCCARAGCGARAGACGCTTGATG
GGCCTAGCTACGCTGACTTGAATCGCTTCTCTCGCAACAATTTCACGCCTTTTGACTCC
CTTCACAGAGTGCTATTTCATCTTTCCCTTGCGGACTTGTCTCTATCGGCTCTLUGCCTG
TATTTAGCTTTAGAAGGAATCTACCTCCCATGTTTAAGCAGCAAATCCCAACTGCTCGA
CTCTCTGAGATAGCCATCGTAATAGACTTGCACATTAGCGTCAAGGACGGGATNGCACC
TNTATGATGTCCACTGACGGCCTATTGTACTTGGACGCCATGCAGTCCAGNCGGCTACT
CCTAATCTACACTCGACAGGGAACACTGCCAGATTCCAATGATGAGCTTTCCCTCTCAA
TCNCAGTTACTGGGGGAATCTAGT TAGTTNCTTTTCCTCCGCTTAGTGATATGCT TAAG
TTACNGGGGTAANNNNNNNNNNNNNNCTTCATCTNTCCCNNNCNNTACACNCNCTAATN
CACTCTCCCCCNCCNCCCNTNCTCTCACTCCTCCNNNNTCNTNNTCCCNTNNNTTTTCC
NNNCTNNNNATACNNCNCTCTCNTCNCTCNNCCCTTCNNNNTTNCCCCCCCTNNAATCN
CCCTCTCTCCTTCTTCCNCCTCTATCCTNCTNCCNCTTCCNCTACCCCTNCTCCTNNCN
TCTNNCTCTNNNTCTCTCCTCCCCCNCCCCATNCCNCTCTCCCTNNCCCNCCCCCCNCC
CCCTTCNTCCCTCCANCTCNCCTCNCNCNCCNNCCTCNCNTCANCCNTCACNCTTCCTC
TNCTCCCTCCCCNCCTCCCTCCCCNANNTCTCTCNCCCNCCC

I.a variacion de las secuencias en el cultivo puro de C. cibarius de la localidad el
Madrofio, Tamaulipas colectado con Quercus sp., colecta Guevara 104 (ITCV), la
sccuencia parcial de nucledtido amplificade con el iniciador LROR concordé con un
Cantharellus sp. no determinado aian registrado en el NCBI en un 97% de similitud con

652 bits y un valor de E de 0.0. De igual manera con el primer LR3 demostr una
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similitud de 97% con 769 bits y un valor de E de 0.0. Se presenta la secuenciacion

parcial del gen.

2.- Cultivo puro de C. cibarins, aislado de basidiocarpo, colectado bajo encino, El
Madrofio, Municipio de Victoria, Tam.

No. de colecta Guevara 104 (ITCV), primer LROR

553
GNNNNNAGNTTTNNNTTNNNNCCNNGANNGAACTAACTAGGATTCCCCAGTAACTGCGA
GTGAAGAGGGAAGAGCTCATCATTGGAATCTGGCAGTGT T TCACTGTCCGAGTTGTAGA
TGAGGAGTAGTTCATCTGGACTGCATGGCGTCCAAGTACAATAGGCCGTCAGTGGGACA
TCATAGAGGGTGACAATCCCGTCCTTGATGCCAATGTGCAAGTCCATTATGATGGCTAT
CTCAGAGAGT CGAGCAGTTITGGGATTTGCT GCTTAAACATGGGAGGTAGATTCCTTCTA
AACTARRTACAGGCAAGAGACCGATAGAGAACAAGTACCGCANGGGAAAGATGAATAGC
ACTCTGTGAAGGGAGTCAAAAGGCGTGARATTGTTGCGAGAGAAGCGATTCAAGT CAGC
GTACTAGGNCCATTAAGCCTTTTTGCTTGGCTACTTTGCARCGGTCTTGTCTARAACTT
GCTTGATGTCAGCCTGTNTCACAGTAGCCCCCGGGTAGNGCTGGTTGNGGATGCTTNAT
CACCGTGAAAAAANAAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNCN

No. de colecta 104, primer LR3

37 —57
GACCCCGGGGGCTCCTGTGTATACCTTNTGGACATACARAGTCAAGTCTCTAGGACAAGA
CCGCTGGCAAAGCTAGTCCARAGCAARARAGGCTTAATGGGCCTAGCTACGCTGACTTGA
ATCGCTTCTCTCGCAACAATTTCACGCCTTTTGACTCCCTTCACAGAGTGCTATTTCAT
CTTTCCCTTGCGGTACTTGTTCTCTATCGGTCTCTTGCCTGTATT TAGCT TTAGAAGGA
ATCTACCTCCCATGT TTAAGCAGCAAATCCCAANCTGCTCGACTCTCTGAGATAGCCAT
CATAATGGACTTGCACATTGGCATCAAGGACGGGATTGTCACCCTCTATGATGTCCACT
GACGGCCTATTGTACTTGGACGCCATGCAGTCCAGATGAACTACTCCTCATCTACAACT
CGGACAGTGAAACACTGCCAGATTCCAATGATGAGCTCTTNCCTCTTCACTCGCAGNTA
CTGGGGGARATCCTAGTTAGTTCTTTTCCTCCGCTTAGTGATATGCTAAGTNCNGGGGTA
ANNNNNNNNNNNCNNNNNNNCNNNNNNNNNCNNNNNN

En el mismo andlisis los especimenes de una colecta determinada como C.
cibarius creciendo en un bosque mixto de pino-encine en Chipinque, San Pedro, N.L.
No. de colecta 1495 (CFNL) la secuencia del gen amplificado con el iniciador LROR
concordd un Cantharellus sp. segin NCBI en un 96% con 852 bits y un valor de E de

0.0. La secuenciacién con ¢l primer LR3 no fue alineada en el banco de genes por

presentar muchas “N”. Se¢ presenta la secuencia génica con los primer LROR y LR3,
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3.~ C. cibarius, colectado bajo bosque mixto de pino-encino, Chipinque, N.L.

No. de colecta 1495 (FCF), primer LROR

5 -3
GNNNNNNNTTTTCTTTTNNTCCCGGTTAACNCNAACTGGATNCCCCATAACTGCGAGTG
AAGAGNNAAGAGCTCATCATTGGAATCTGGCNGTGTTTCACTGNCCGAGTTGTAGATGA
GGAGTAGTTCATCTGGACTGCATGGCGTCCAAGTACAATAGGCCGTCAGTGGGACATCA
TAGAGGGTGACAATCCCGTCCTTGATGCCAATGTGCAAGT CCATTATGATGGCTATCTC
AGAGAGTCGAGCAGTTTGGGATTTGCTGCT TARACATGGGAGGTAGATTCCTTCTAAAG
CTAAATACAGGCAAGAGACCGATAGAGAACAAGTACCGCAAGGGAAAGATGAAATAGCA
CTCTGTGAAGGGAGTCAABAGGCGT GARATTGTTGCGAGAGAAGCGATTCAAGTCAGCG
TAGCTAGGCCCATTAAGCCTTTTGCTTTGGACTAGCTTTGCCAGCGGTCTTGTCCTAGA
GACTTGACTTGTATGTCCAGCCTGGTATACACAGGTAGCCCCCCGGGTCAGTGGCATGG
CTGGTGGAATGGCTTGCAATCGACCGCTTGAAAARNCGNNTNNNNNNCNTNNCCT TANN
ANNNTGCNNNTGCNTTAANNNNCCNTTNCNNNCNCNNNNT TNCTNNNNN

No. de colecta 1495, primer LR3

35
CCCCCCCCNCNNTCCCCCTACCCCNNNNCNCNNNNANNCANNTTACTGAACCTATAGGA
ACCCCANGCCCCNCCATTCTNAANAAATTTTTTNAATATTTANGNTGGGGGANAGACNG
GAGGAAAGCTAGTACANATCAAATGGCTTAATGCGCCTAGCTACGCTGACTTGARTNGC
TACTCTCGCAACAATTTCACGCANTNTGACTCCCTTCACAGAGNGCTATCTNATATTNC
CCTGCGGNACTCGANCNCTATCGGTCTCTNGACTGTANNTAGATTTAGAAGGAATNNCC
TNCCACGCNTANAGCAGANATCCCAAACTGCTCGANTCNCTGNGATAGCCATCATAATG
GNNTCGCACATCGGCATCCAANGACGNGNT TGTNCACTCTATGGAGGNCCACTGACGGN
CTANCGCACNTGGNNNCCANGCAGCCNAAAANAACCACTTNNTCTTACNACTCCGNNAG
NGAAAANCGGGAGANTTCAANGNAGAGTCNTNCNANTATNGCAGCACNGGGGGANATCC
ANCCAGCNCTCTCCTCNCTCACNGAATGCANAANCANNNGGTCACCNTCCTTACACNCA
CCANTAATANTNTTCANNCTCNCGAACCTCCTCCNCCCTCTTCTAANTGCTCGCTCCAA
NCCNCTANTCNTNTCTTCAANCGTACCACNTANCNNCTNACTNNGTCACTCACTCNNCN
CCTTNACAATTCCTNANACTTAAATCCATNTATCATCNTNTNCTTNNTGCNCTATACAL
AANCCNACNATTCCCACACTTNTRANNNCCNCNACCTNCNACNGACNCCNCTNANCTCN
CNTNTCCTCCCACATCACTCCCTCTCTCNNACCCCANACANCANNTCNNNT TANCNCNN
NCCGNNTCGTACCACCACTCCNAANNNNCCCNCNNCTATCACAANAANCNCNCCCNTNN
TCTATACACANTCCNCACTNCANNCCTCTAACNAACNCNCCANNACCTNGANACTCGCN
CcC

Los especimenes determinados como C. cibarius recolectados en el Municipio
de lturbide, N.L. creciendo bajo encino, No. de colecta Marmolejo 1605 (UANL),
coincidié con Cantharelfus sp. en un 95% con 694 bits y un valor de E de 0.0 al alinear

la secuencia en Blast (NCBI). Sin embargo, también es similar a C. formosus en un 96%
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pero con 662 bits y un valor de E de 0.0. La sccuencia amplificada con el primer LR3

de la colecta anterior ne fue alineada por presentar “N”.

4.- C. cibarius, colectado bajo encino, Municipio de Iturbide, N.L.

No. de colecta Marmolejo 1605 (FCF), primer LROR

5 =3
AGNNNNNGNTNTTANCTTTAACCCGGTTTAGAAACNNCCNGGATTCCCCCATAACTGCG
AGTGARAGAGGNNAGAGCTCATCATTGGAATCTGGCAGTGTTTCACTGTCCGAGTTGTAG
ATGAGGAGTAGTTCATCTGGACTGCATGGCGTCCAAGTACAATAGGCCGTCAGTGGGAC
ATCATAGAGGGTGACAATCCCGTCCTTGATGCCAATGTGCAAGTCCATTATGATGGCTA
TCTCAGAGAGTCGAGCAGTTTGGGATTTGCTGCTTAAACATGGGAGGTAGATTCCTTCT
AARGCTARATACAGGCAAGAGACCGATAGAGAACAAGTACCGCAAGGGAAAGATGAAAT
AGCACTCTGTGAAGGGAGTCAARAAGGCGTGAAATTGTTGCGAGAGAAGCGATTAAAGTC
AGCGTACTAGGCCCATTAAGCCTTTTGNTTGGACTAGCTTGCCAGCGGGGCTTGTCTAG
AGACTTGCTTGATGTCCAGCCTGTATACACAGGTAGCCCCCCGGEGTCAGGGNATGGNTG
NNGAATGGTTTGAATCGACCCNNTGAANANACGGNNN

No. de colecta 1605, primer LR3

37—5
CCCCCCCCCCCCNCTCCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGNANNGNATTACTTGAGCC
NAANCGGCCCCCCGACCGANNGTT TCGGGGNNACT TNTNGNNANANAAGTAAGGNTNGT
GGGANAGNACNGTGGGARAAGNTNGCCNAANGNARAAGGGNTAAAGGGGCNAAGNNCCC
CNGNCTGGANNGGNTCTTTCGGAACNAATTCANGGCNTTTGNNCNCCNTCARNANGGGG
CATTCATNNTTCCCTGGGGGCCTGGNTCTCAATNGNCCTTTGGCCGGATTTAACTTTAN
NANGNAATNACCTCNTNGTTANNAANAARATCCCAANNGGNCGNCTTTTNGGNATNCCA
TAATATGGNCNTGGCCATTGGGATNAAGNCCGGAAT GGGNACCCNTNNGAGGCCACGGC
GNCCANTGGCCTGGCNGCCNNGCAGNCANAAGAACCANCCCNCATCNNCACNCNNNCNG
GGAAAACGGCNGAATCCAARNGAGGAGCNNTNCNNTTTANCTCGANGTACNGGGEGGANC
CTAGTTNGTTCTTITCCTCCCTAANGGARAANGCTAAAGTCNNGGGENAACCNCCNNNAN
CNCCTNNCNCTCTANNNCNCTTCTTNNNCCCTCCCTCNTCTNTCNCCNCACCTTCNTCT
CTNNCNACTCNNTCACNCATCNCCTCNCCNANCANNNNCNCTATTATNCTACATTCNTN
NTCTCTTACCTCTTTNCTCNATCTCACTATCCNNNCTCCTTNNCNTTTNCCNTCATTCN
TNTACTCCCTTCCCNTNNNTATACNNNCTCCNTCCTANCCCNATCCTCACATCNCNCCN
CTTCACNCNCCNCCCCTCCCNNTNCTCTNCCTCACTCNTCCNCTTCTNCCCCTTCCCCT
NTATNCCATTCCCTCTCTCNCCCCCCCTNCACTCNCACCCCCCNTNNATTCTCNANCCT
CNCTCNCCCTNTACNCACCCCCNCTCTANTACCACNCCTTCTNCACCCC

C. cibarius de Navajos, Durango colectado en un bosque de pino-encino, colecta
Garcia 1790 (ITCV), la secuencia amplificada con LROR 2l alinearla en el banco de

genes concord6 con un Cantharellus sp. en un 97% de similitad con 710 bits y un valor
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de E de 0.0. La sccuencia amplificada con el primer LR3 no fue alineada por presentar

cfectos de ruido.

5.- C. cibarias, colectado bajo pino-encino, de la localidad Navajos, Durango

No. de colecta Garcia 1790 (ITCV), primer LROR

5" 3
GGATTCCCCAGTAACTGCGAGTGAAGAGGNAAGAGCTCATCATTGGAATCTGGCAGTGT
TTCACTGTCCGAGTTGTAGATGAGGAGTAGTTCATCTGGACTGCATGCGCGTCCAAGTAC
AATAGGCCGTCAGTGGGACATCATAGAGGGTGACAATCCCGTCCTTGATGCCAATGTGC
AAGTCCATTATGATGGCTATCTCAGAGAGTCGAGCAGTTTGGGATTTGCTGCTTAAACA
TGGGAGGTAGATTCCTTCTARAGCTARATACAGGCAAGAGACCGATAGAGAACAAGTAC
CGCAAGGGAAAGATGAAATAGCACTCTGTGAAGGGAGTCARAAGGCGTGARAATTGTTGC
GAGAGAAGCGATTCAAGTCAGCGTACTAGGCCCATTAACCTTTTGCT TTGGACTAGCTT
GCCAGCGGCTIGTCCTTAANACTTGATTGTTTGNCANCTGGTTACCAAGTAGCCCCCGG
GTCANGNANTGGTTGNGGAATGNTTGAATCANCCTTTAARADAACGGNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

No. de colecta 1790, primer LR3

37 —=5
CCCCCCCCCTNTATCNNANANNCNTNTNTNNNNNNGNCNNGTNACTGAGCTTCATAGCA
NCCCTGCCCGGGGGCTCCTGNGTATACCATTTGGACATACAAGTCAAGTCTGTAGGGAC
ANGACGGAGGGNAAANCTAGTCARAAGNAAAANGGNTAAAGGGGCNTANNNANNNNGAC
TGGAATCGCTNTNCTCNNAAANTTTACANGCACTTCGGACTCCNCTAANANAGNGCNAT
TTNANTNNCCCCTGGCGGNCCGGTCCNCCANGGCNNCANNACTGNNNCCCCTGTAANAN
GCANTCNACTCGCNNNGTNNNCTCTNCANCCNAAACGCCGAARANGCCCANATCTCCNC
AAAANCNCTCCNGACNCANNTNCNANCGNCGTCAAGGCCCCCCCNAANCCCCNACANNN
GCAANGNNCGCACACNCNTCNCNCCAAAGNANNACACCCATCCCCTNCCNCGACCNNNA
NTGNGAACCAACATGACACNGACATTTANTCTTCACNNGNNGNCCNGNNGNACNTCCCA
NCCTTTTNNNCNTTCTANNNCNCNCCNATCCGNNCTCCCTCCCCCATCTCTCNCCATNN
TCNNCACNNTNGCANTCNNCNNATCNTCNACNGCACNCACATCNCNTACATNNANAACC
CATCCCNCAACTATCTAACNACNCAATACTTACANCNCTNANTNTCTTAANCACNNACG
ANACATATCATACCCNNCACGCTCNCNNTCNCACNANTCACACNNACNNCATTNACACN
NTACTNTTCCANCNTNACTCTCACTCNNCACNCACNNTNNAATNCNATCGTCTCCATCA
CNNTTCCTCNCCCTNTACNCTNTNCATACCTATCACCACNCAACCNNCATACNCCATCC
CNCCCNTCTACGNCTNACNCTTCNCACACCTNCNNTCCTNCCTACATNACAACNTACCT
NCCACNTACATNCNCCNCCTCNNTCTCNCTNTCANCTTNNCCNNTTCC

La colecta determinada morfoléogicamente come C. minor creciendo bajo
Quercus sp. en un bosque meséfilo de montafia en el ejido San José, Tamaulipas No. de

colecta Guevara 771 (ITCV), la secuencia amplificada con el primer LROR al alinearla
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en el banco de genes coincidi6 con C. cinnabarinus en un 94% de similitud con 694 bits
y un valor de E de 0.0. Al alinear la secuencia amplificada con el primer LR3 coincidio

en un 92% con C. cinnabarinus con 496 bits y un valor de E de e-137.

6.- C. minor, colectado en bosque mesdfilo de montafia bajo Quercus sp., San José,
camino al vivero, Municipio de Gomez Farias, Tam,

No. de colecta Guevara 771 (ITCV), primer LROR

5—3
GGATTCCCCAGTAACTGCGAGTGAAGAGGGAAGAGCTCATCATTGGAATCTGGCAGCGT
TGCGCTGTCCGAGT TGTAGATGAGAAGAGTAGGACATCTGGACTGCATGGTGTCCAAGT
ACAATAGGCCGTCAGTGGGACATCATAGAGGGTGACAATCCCGTCCTTGACACCAATGT
ACGAGTCCTTTACGATGCCTATCTCGGAGAGTCGAGCAGTTTGGGATTTGCTGCTTAAA
CACGGGAGGTAGATTCCTTCCAAAGCTARATACAGGCAAGAGACCGATAGTGAACAAGT
ACCGCAAGGGAAAGATGARATAGAACTCTGTGAAGGGAGTCAAAAAGACGTGAAATTGN
TGCGAGAGAAGCGATTAAGTCAGCGTAGCTGGCCCATCAAGCCTGCGCTTTGGACCAGC
TTTGCCAGCGGTCTTGTCCCTAGAGACTTGACTAAGGTGCCCTGCCGETCTAACGGACA
GACCTNCCCTTTGGGGAGGCCAGTGGCATGNTTGTGGATGNTTGCAATCGACCGNTTGA
ARAAANNANGNNNNNNNNNNNNNNNNNNAAATANTAC

No. de colecta 771, primer LR3

3 =5
GGNNNGNTTNTCTTGAGCCT TCANCGNCATGCCCT GGCCTCCCCAGAGGGAGGTCTGTC
CGTTAGACCGGGCAGGGCACCTTAGTCAAGTCTCTAGGGACAAGACCGCTGGCAAAGCT
GGTCCAAAGCGCGAGGCTTGATGGGCCCAGCTACGCTGACTTGAATCGCTTCTCTCGCA
ACAATTTCACGTCTTTTTGACTCCCTTCACAGAGTTCTATTTCATCTTTCCCTTGCGGT
ACTTGTTCACTATCGGTCTCTTGCCTGTATTTAGCTT TGGAAGGAATCTACCTCCCGTG
TTTAAGCAGCARATCCCAAACTGCTCGACTCTCCGAGATAGGCATCGTAAAGGACTCGT
ACATTGGTGTCAAGGACGGGATTGCACCTNTATGATGTCCACTGACGGNCTATGNACTT
GACACCATGCAGCCAGATGTCCTACTTTTTTNATNTACACTCGACAGNGAACGCTGCCA
GATTCAATGATGAGCTCTTCCTNTTCACTCGCAGTACTGGGGGAATCCTGGTAGTTCTT
TCCTCCGTTANTGATATGCTAAAGTAACGGGGTANNNNNNNTTCNTCCNCCCCACCNAA
CNNCNANNNNCCNCNNNCTCTNNCNNCTCNTNTNNNTNCCNNNCCTNCCNNTNNNNCCC
CCCNTCNCNNCNNCCNNNNNNNNTNNNTNNNNNCTTNNNNTNNTTCNNNTNTTNNCCCN
NTNTNCNNNANCNNNNNNNNNNNCTCCCCNNCNCTTNNCNCTNNTCTTCNCTTNCTCNC
NCNNNCNNNCTNNNCNCNCCNTTNTCNNTCNNCNCNTNCCNNNCCTCTTNTNCNCCNTN
NTNNTCNTNCTCCNCNCNCNTNCCNTNNTTNCCNTCNNCNNCTTNANNNCTCCCTTCCT
CCTCCNNCCCNTCNCCNNNNTNNTTNNTCCTCNTNCNNNNNCNCTNNTCTTNTNNCCCC
CcCccce

La colecta Guevara 783 (ITCV) de C. cibarius de un bosque de encino de la

localidad el Madrofio, Tamaulipas, la secuencia amplificada con LROR coincidié en un
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97% con Peniophora nuda con 930 bits y un valor de E de 0.0, al compararla en ¢l
NCBL La secuencia amplificada con el primer LR3 no fue alineada por presentar

demasiado ruido. Se presenta la secuencia génica parcial del gen.

7.- C. cibarius, colectado en un bosque de encino, El Madrofio, Municipio de Victoria,
Tam.

No. de colecta Guevara 783 (ITCV), primer LROR

5"—=3°
GGATNCCCCTANTAACTGCGAGTGAAGCGNTATGAGCTCAAATTTAARATCTGGCGTCT
TCGGCGTCCGAGTTGTAATTTAGAGAAGCGTTTTCCGCGCCGGACCGTGTACAAGTCTC
CTGGAACGGAGCGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCTTTGACACGGACCCCCGGTGCTC
TGTGATACGCTCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAARATGGETGGTGAA
CTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAA
GATGAARAGCACTTTGGAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAAATTGTTGAARGGGARACGE
CTTGAAGTCAGTCGCGTCCGCCAGGATTANCCTACGGTGTACTTTTTIGGTGGACGGCCA
GCATCACTTTCAATCATCGGACAAGGTCGAGAGGAATGTGGCACCTTCGGTGTGTTATA
GCCTCTTGTCGTATACNGTGACTGGGAGTGAGGACCGCTTTGTAGGATCTGCGTAATGG
CTTTAAACGACCGNTTGNTNAANACGNNNNNNNNNNN

No. de colecta 783, primer LR3

3’ —5
CCCCCCCCCNCCCTNCTNTTNNNNNNNNNNNNGGGNGCTTACTGANCTCACAGACNCCG
GCCCGGCTTGGGAGNGANTTTAGAGNTAAAAACACGGGGAGTNAGATNGATNTCGATCN
GTCGAGATTGARAGCGCGCTGTCCGGCACCANANAGTACACCGTGAGGCTGARCCNGNT
GGACGCGACTGACTTCAAGCGTTCCCTTTNANCANTTCACGTACTGTTCACTTCNTCCA
AAGGCGNTTNATCTNTTCCTCNCGCCACTCGTCGCTACCGGCTCTCGCCAAAACTAANC
TTNANATGGAGCCACCACCATTTTGGCTGCATCCNAACAACTCGACTNTTCGAGAGCGT
ATCAAAGAGCACCGGGGGCCGGCCARAGACGGGATTCTACCCTCTATGACGCCCCGTTC
AGNAGACTGGACACGGCCCGGGCGGAMAACGCTCNTAAAATTACARACCGGACGCCGAGA
CGCCAGATTTTAAATTTGAGCTCATCCGCTCACTCGCAGNTNNAGGGGAATCCTGGTAG
GTTCTTNTCCCCGGTAATGGATATGCNTAAGNNACNGNNCCNCNCCNNNTNCNCACNTC
CNCCANTCTCNCNTTACTNTTCCCNNTNCCTCCAACCCTCCTNCNCANTNNTCTTCNAT
CTTCACNTTTTAANCNCTTNATTCCCCCCGCCCCTNTCCTTNTNNCCACCANNACTANT
CCTCCACNNTACCCTNTCCTCCTNACCCCCCCCCNTNCTNNACACCNTTNATCTTCNCA
ACCCNCCCCCCCCAANCNTCCCCCACATNCACCATTNCTCATCCCCNCCNCCCCNNTCA
ATCCNCTCTCTCCCCCACCCNACCNCATATCCCCCCCCCTCCTTACANNCTTCCCCNCG
CCCNCTCTCTNNCCCTCTNCCANTAACNCCCCCCNTACCCCCCCCC

La colecta Guevara 796 (ITCV) identificada como Cantharellus sp. creciendo

con encino en ¢l ejido ¢l Madrofio en Tamaulipas al alinear la secuencia amplificada con
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LR3 coincidi6 en primer lugar con C. formosus en un 93% con 676 bits y un valor de E
de 0.0. La secuencia amplificada con LROR no fue alineada. C. formosus es reportado
por primera vez para la micoflora Mexicana. Es la primera especies de Cantharellus

determinada por su secuencia génica.

8.- Cantharellus formosus, colectado en un bosque de encino, El Madrofio, Municipio
de Victoria, Tam.

No. de colecia Guevara 796 (TTCV), primer LROR

5 =3
GTNCCGTACTGATGAAGNAANTATATTGATTGCANGTGCTGNCNGTGAATAGGATGGTA
TTGGCTGATGGCGTCAAGTCAATAGCCGCAGTGGACATATAGAGGGGACAATCCGTCTT
GTGCNATGTCAAGTCCGTACGATGGCTTTTNAAAGAGTCGAGCAGTTGGGATTTGCTGC
TTAAACATGGGAGGNAGATTCCTTCTAAAGCTAAATACAGGCGAGAGACCGATAGAGAA
CAAGTACCGCAAGGGARAGATGAAATAGCACTCTTGTGAAGGGAGTCAAMAGACGTGAR
ATTGTTGCGAGAGAAGCGATTCAAGTCAGCGTAGCTAGGCCCATTAAAGCCTATTTGCT
TTGGACTAGCTTTGCCAGCGGTCTTGNTTNCCTAATAAGAGACACTTGGACTTGTATAT
GTNCAGCCTGGTATGCACANGTAGTCCCCCTTGGGGGCCAGTGACATGGCTGGTGGAAT
GGCTTGCAATCGACCCTNTTTNTNAAAAAAANGANNNNN

No. de colecta 796, primer LR3

3 57
GNGNNNGNNTTNCCTTTGNAGCCTTCACCAGCCANTGNCACTGGCCCCANGGGGACTAC
CTGTGCATACNANGCTGGACATATACAAGTCAAGTGTICTCTTATTAGGGAAACAAGACC
GCTGGCAAAGCTAGT CCARAGCARAATAGGCTTAATGGGCCTAGCTACGCTGACTTGAAT
CGCTTCTCTCGCAACAATTTCACGTCTTTTGACTCCCTTCACAGAGTGCTATTTCATCT
TTCCCTPGCGGTACTTGTTCTCTATCGGTCTCTCGCCTGTATTTAGCTT TAGAAGGAATC
TACCTCCATGTTTRAGCAGCARATCCCAAACTGCTCGACTCTCTGAGATAGCCATCGTA
ACGGACTTGCACATTGCATCAAGGACGGGATTGTCACCCTCTATGATGTCCCACTGACG
GCCTATTGNACTTGGACGCCATGCAGCCAGATGAACCACTCCTCATCTACAACTCGGAC
AGTGCAACACTGCCAGATTCCAATGATGAGCTCTTNCCTCTTACTCGCAGTTACTGGGG
GAATCCTAGTTAGTTTCTTTTCCTCCGCTTAGTGATATGCTTAAGTNNCNNGNGAANNN
NNCNNNNNNNNNCHNNNNNNNNNNNNNCTNNNNNNNNNNCNNNNNCNNN

Similarmente, La secuencias amplificadas con los primers LROR y LR3 de la
colecta Guevara 805 (ITCV) proveniente de un bosque de encino del ejido el Madrofio
en Tamaulipas al alinearla en Blast coincidieron con C. formosus en un 93% con un

valor de E de 0.0 con 720 y 674 bits respectivamente.
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9.- Cantharellus sp., colectado en un bosque de encino, €l Madrofio, Municipio de
Victoria, Tam.

No. de colecta Guevara 805 (ITCV), primer LROR

5 -3

ATTCCCCCNTAACTGCGAGT GAAGAGGGAAGAGCTCATCATTGGAATCTGGCAGTGTTG
CACTGTCCGAGTTGTAGATGAGGAGTGCTTCATCTGGGCTGCATGGCGTCCAAGTACAA
TAGGCCGTCAGTGGGACATCATAGAGGGTGACAATCCCGTCCTTGATGCCAATGTGCAA
GTCCGTTACGATGGCTATCTCAGAGAGTCGAGCAGTTTGGGATTTGCTGCTTARACATG
GGAGGTAGATTCCTTCTAAAGCTRAAATACAGGCCGAGAGACCGATAGAGAACAAGTACCG
CAAGGGAAAGATGAAATAGCACTCTGTGAAGGGAGTCAAAAGACGTGAAATGTTGCGAG
AGAAGCGATTCAAGT CAGCGTAGCTAGGCCCATTAACCTATTTGCTTTGGACTAGCTTT
GCNGCGGTCTTGTTTCCCTAATAAGAGACACTTGACTTGTATATGTCCAGCCTGTATGC
ACANGTAGTCCCCCTGGGGGCCAGTGACATTGGTGGTGGAATGCTTGCAATCGANCCGT
TTGNNTTNAAAANCNCGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

No. de colecta 805, primer LR3

3’—=5
GNNCAGNNTTNNCTTGARAGCCTTCANCAGCCATGTCACTGGCCCCANGGGGACTACCTG
TGCATACNANGCTGGACATATACAAGTCAAGTGTCTCTTATTAGGGAAACAAGACCGCT
GGCAARGCTAGTCCAAAGCAAATAGGCTTAATGGGCCTAGCTACGCTGACTTGAATCGC
TTCTCTCGCAACAATTTCACGTCTTTTGACTCCCTTCACAGAGTGCTATT TCATCTTTC
CCTTGCGGTACTTGTTCTCTATCGGCTCTCGCCTGTATTTAGCTTTAGAAGGAATCTAC
CTCCCATGTTTAAGCAGCAAATCCCAAACTGCTCGACTCTCTGAGATAGCCATCGTAAC
GGACTTGCACATTGCATCAAGGACGGGATTGNCACCCTCTATGATGTCCACTGACGGCC
TATTGNACTTGGACGCCATGCAGCCCAGATGAACCACTCCTCATTACAACTCGGACAGT
GAACACTGCCAGATTCCAATGATGAGCTCTTCCTNTTCACTCGCAGTTACTGGGGGGAR
TCTAGTAGTTCTTTTCCTCGGTTAGTGATATGCTTAAGTNACGNGNGGNANNNNNNNNN
NNNNNNNNNCNNNNCNNNNCNNCNNNNNNNCTNNNNTNNNNCNTNCNNN

La colecta No. Guevara 811 (ITCV} identificada morfolégicamente como C.
minor proveniente de un bosque meséfilo de montafia, creciendo con encino en
Tamaulipas, al alinear su secuencia amplificada con el primer LROR en Blast, el gen
coincidio con C. cinnabarinus en un 92% y con C. minor en un 95% con 476 bits (¢-
131) y 424 bits {e-116) respectivamente. De ignal manera se presentd para la secuencia
amplificada con el primer LR3 concordando con C. cinnabarinus en un 87%, 394 bits y
un e-107.

10.- Cantharellus aff. mipor, colectado en un bosque meséfilo de montafia, bajo encino,
camino San José-al vivero, Municipio de Gémez Farias, Tam.
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No. de colecta Guevara 811(TTCV), primer LROR

53

AGGGGGANTTCCTTNTCTTTAACCCAGGNT TAGAAACTAACACGGATTCCCNCAGTAAC
TGCGAGTGAAGAGGGAAGAGCTCATCATTGGAATCTGGCAGCGTTGCGCTGTCCGAGTT
GTAGATGANAAGAGTAGGACATCTGGACTGCATGGTGTCCAAGTACAATAGGCCGTCAG
TGGNACATCATAGAGGGTGCAATCCCGTCCTTGACACCAATGTACGAGTCCTTTACGAT
GCCTATCTCGGAGAGTCGNGCANTTTGGGATTGCTGCTTAAACACGGTAGGTNGATTNC
TTCCARAGCTAAATACAGGCAAGAGACCGATAGTGAACAAGTNCCGCANGGGAAAGATN
AAATAGACTCTGTGAAGGAGTCANAAAGACGTGAAATTGT GCGAGAGANNCGATTAAGN
CATCGTACTTGGGCCATNAGCCTCCGCCTTGGACCACTTTGCNAGCGTCTTGNCCTANA
ACTTGNTAGGNCCTGCCGGCTACGCANACTNCTTTGGAGGCAAGGGCTTGTTGGGAANG
TTGAATANCCTTGAAARAAAAGNNANNNNGNNNNGGAANGATCCNTCCGCNNNNNNARA
AANN

No. de colecta 811, primer LR3

3’5
GCCNNNAGCNTTANCTTGAGCCTTCCANCGACANGCCCTGGCCTNCCAGAGGGAGGTCT
GTCCGTTNNACCGGGCAGGGCACCTTAGTCAAGTCTCTAGGGACAAGACCGCTGGCARAA
GCTGGTCCAANGCGCGAGGCTNGATGGGCCCAGCTACGCTGACTTGRATCGCTTCTNTC
GCAACAATTTCACGTCTTTTTGACTCCCTTCACAGAGTTCTATTTNATCTNTCNTTGCG
GACTNGNTCACTATCGGTCTCTTGCCTGTATTTAGCTTGGAAGGAATCTACCTCLCGGAG
TTAACAGCAAATCCAAACTGCTCGACTCTCCGAGATAGGCATNGARAGGACTCGNACAT
GGTGTCAAGGACGGGATGGCACCCTCTATGATGCCACTGCCGGCCTATGTACTTGGACA
CCATGCAGGCCAGATGTCTACTCTTTCATTACAACTCGGACAGCGCAACGCTGCCAGAT
TCCAATGATGAGCTCTTCCTCTTACTCGCAGTACTGGGGGRAATCCTGGTAGGTTCTTTT
CCTNCGTTAGTGATATGCTTAAGTANGGGNNTACTTTTCNNTTNCTNTTCCTCCCTANA
CGATANGCTTAAGTAANNNGCNNNNNNNCNNNNNNNCTCNCCCTCCTANNNTNCNNNCT
NNTCTCNNCTNNCNNNNNCTNCTNTCTTCNTNTCNTNNNNNCNNNNTNTCTNCTNNNNT
CNNCNCTNCCTCNNNATNNTNCNTNT CCCNNCTNCNNCCNCCCCNTCTNTCNCCTTCCT
TCNTCNCNNNCTTCNTTCCCTCNNNTNCNNNCNNNCTNCNCNCTCTCTNNTNNNCNCNC
TCNNCNNCANNNCNNTANNTCTCTCCCNTCNATNNTCTCNNCTCTCCCNCCTCTCNNCT
NNNCNNNCNNTNCNTCNCCTCNTCTNCNTNTCTCCCTCCTCCCNNNTCTCTTNTCNNTC
CNCTCCTNNTCCTCCCTCACNNNNCNTTCNNTCNCNNTTCNNNCNCNNCNCCTCCC

Los basidiomas identificados morfoldgicamente como C. cinnabarinus
provenientes de bosgue mesdfilo de montafia creciendo con encino (No. de colecta
Guevara 812 (ITCV), al alinear las secuencias amplificadas con LROR en el NCBI
coincidieron con C. cinnabarinus en un 97% de similitud con 654 bits y un valor de E de
0.0. La secuencia amplificada con el primer LR3 de la colecta 812 no fue alineada. Se

presenta la secuencia génica parcial del gen a continuacion.
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11.- C. cinnabarinus, colectado en un bosque mesdfilo de montafia bajo encino, camino
San José-el vivero, Municipto de Gomez Farfas, Tam.

No. de colecta Guevara 812 (ITCV), primer LROR

55 -3

GGATTCCCCAGTAACTGCGAGT GAAGAGGGAAGAGCTCATCATTGGAATCTGGCAGCGET
TGCGCTGTCCGAGTTGTAGATGAGARGAGTAGGACATCTGGACTGCATGGTGTCCAAGT
ACAATAGGCCGTCAGTGGGACATCATAGAGGGTGACAATCCCGTCCTTGACACCAATGT
ACGAGTCCTT TACGATGCCTATCTCGGAGAGTCGAGCAGTTTGGGATTTGCTGCTTARA
CACGGGRAGGTAGATTCCTTCCAAAGCTAAATACAGGCAAGAGACCGATAGTGAACAAGT
ACCGCAGGGGAAAGATGARATAGAACTCTGTGAAGGGAGTCAAAAAGACGTGARATTGT
TGCGAGAGRAGCGATTCAAGTCAGCGTACTGGCCCATCAAGCCTCGCGCTTGGACCANT
TTGCAGCGGTCTTGTCCTTANAGACTTGCTAAGTNCCTGCCGGCTACGGCAGACCTCCC
TTTGGGGAGCCATGGCATGCGTGGGGGAANGETTTCAATCACCNT GAANNNAAADAADAG
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

No. de colecta 812, primer LR3

3 —5"
GNNNNGNNTTANCTTGAGCCTTCACCGCCTGCCCTGGCCTCCCCAGAGGGAGGTCTGTC
CGTTNNACCGGGCAGGGCACCTTAGTCAAGTCTNTAGGGACAAGACCGCTGGCAAAGCT
GGTCCARAGCGCGAGGCTTGATGGGCCCAGCTACGCTGACTTGAATCGCTTCTCTCCAA
CAATTTCACGCTTTTTGACTCCTTCRACAGAGTTCTATTCATCTTTCCCTGGCGGACTGG
TTACTATCGGTCTTTGCCTGNNTINANTTTGGAGGAATNACCT CCCGGHT TAAARCAGN
AARATCCCAANCTGTTCGACT TTCCANANTGNCATCGTARAGGANTCGCCTTTGGGGTNA
GGACGGGNTTGNNCCCTTTNTNNGGCCCCCNGCLGGCCTT TNGGCTTGGACCCATGCCG
TCNAATTCNCNTNNTTTTNNTTAACANCGGGNANGNARBCCTTCCAATTCARAGGAGAC
NTTCCCNTTATCCCNANNNCGGGGGAACCNTGGNGNTTTTCNCCCGTTAAGAAGNCTAA
GNNCNNGGGTTANNNCNCNNNNTNCTNCCTNCCTCNNNNNCCTNNNCTCTCNCTTCCCC
CTCNTTCCNCTCATNCCNTNNTCNTCNCCCNNCTTCNCTNTCTNTNNNTT TCNCCNNNC
NCCTCNTNTCTNCCCCTCTNNNNNTTNCCNCTTNT CCTTCNNTCNTTCCCTCNANTNTC
CNNCNNCNNTNNNNNCCNNCTCNTNCTNNTNCNNCTCCCNNNCTTCNNCNCCTNTNCNT
NNNNNCCTCNNTTTCCTNCTNCTNNCTCTCNCNNCCCTTCCTCTNCTNTTTCTCCNNCN
CCNNCCCNCTNNNNNTCCACTCCNCCCCCCCTCTCTCTTTNCTNCNNTCTCNATANNTC
TCCTNNTNACTTCCCC

Los basidiomas determinados como C. cibarius con el pileo escamoso colectado
de un bosque meséfilo de montadia en el ejido San José en Tamaulipas (No. de colecta
Guevara 814 (ITCV) fue secuenciade con los primer LROR y LR3. Al alinear las
secuencias en Blast coincidieron ambas con una especie de Cantharellus no descriia en

un 96 y 94% respectivamente, el primero con un valor de E de 0.0 y 785 bits y el

segundo con un e-175.
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12.- C. cibarius (pileo escamoso), colectado en bosque meséfilo de montafia, camino
San José-e! vivero, Municipio de Gomez Farias, Tam.

No. de colecta Guevara §14{ITCV), primer LROR

5 -3
AACNTAACTAGGATTCCCCCAGTAACTGCGAGTGAAGAGGGAAGAGCTCATCATTGGAR
TCTGGCAGTGTTGCACTGTCCGAGTTGTAGATGAGGAGTAGTCCATCTGGACTGCATGG
CGTCCRAAGTACAATAGGCCGTCAGTGGGACATCATAGAGGGTGACAATCCCGTCCTTGA
TGCCAATGTGCAAGT CCGTTACGATGGCTATCTCAGAGAGTCGAGCAGTTTGGGATTTG
CTGCTTAAACATGGGAGGTAGATTCCTTCTAAAGCTAAATACAGGCGAGAGACCGATAG
AGAACAAGTACCGCAAGGGAAAGATGAAATAGAACTCTGTGAAGGGAGTCARAAGGCGT
GRAATTGTTGCGAGAGAAGCGATTCAAGICAGCGTAGCTAGGCCLCATCAAGCGTCTCGN
TTTGGACTAGCTTTGCCAGCGGTCTTGTCCTCGGAGACTTGACARATTGTGTCCAGCCT
GGTATGCACAGCAGCLCCCCTGGGEGCCAGCGGCACGGNTGGTGGAATGNTTGCAATCG
ACCGNTTGANAAAACNGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

No. de colecta 814, primer LR3

37 =5
CCCCCCNCCCNNNNNNNNNTNNNNNNNNNNNNNNNNNNCGGNNNTTACTGAGCCTTCNC
NCCTNCCGNGGCCCCAGGGGGCTGNCTGTGCATACTTGCT GGACACAATTTGTCAAGTN
TCCCAGGACAAGACCGCTGGCAAAGCTAGTCCAAAGCGAGACGCTTGATGGGCCTAGCT
ACGCTGACTTGAATCGCTTCTCTCGCAACAATTTCACGCCTTTTGACTCCCTTCACAGA
GTTCTATTTCATCTTTCCCTTGCGGTACTCGTTCTCTATCGGTCTCTCGCCTGTATTTA
GCTTTAGAAGGAATCTACCTCCCATGITTAAGCAGCARATCCCARACTGCTCGACTCTC
TGAGATAGCCATCGAACGGACTTGCACATTGCCATCAAGGACGGGATGGCACCCTCTAT
GATGTCCACTGACGGCCTATNGACTTGGACGCCATGCAGTCCAGATGGACTACTCCTAA
TNTACAACTCGGACAGNGCAACACTGGCAGATCCAATGATGAGCTCTTCCTCTTTACTC
GCAGTTNTTGGGGGAATCCTANTTAGTTTCTTTTCCTCCGTTRAAGTGATATGCTTAAGT
CACCNGGTAANNCNCNNNNCTNTCNGCTNNTAAAACGNCCTNCTNCTCNCCTCTCNCTC
CCANNACACCNTCCTNCTCNTCNCTNNCTCACNNCNNNNNNNCNCCNTTTTCCATNNNN
NTACTNCNACNTNCATANNAACCNNTNANCTCTNNCNNCNANCNNCNTCTCTCNCNNTT
NCNTNTTHNNATCNTNNCCNCNNNNCNNTANNNCTCCTCCNCTNNTACNNCTNCTCNANC
NTCANNCCCCCTACNTCTTTCNCTTNTAATNCNNCNCACANCTNCTCTCCTNNCTCTNC
TCTCNNCTCNCCNNTNCCTTTCNCCCCCTCTTNCACTCNNCTCCCTNCTCNTTNNNNTN
TCCTCACNTTCNCNACNCCCTCACTCNNCNCNCNTNTNCCTNNCNTNNNACCNTCTCCC
ANCCNACCCTCCCTNCNNTTTNCTCTTCCCCC

Las secuencias de nucledtidos de la colecta S/N (ITCV) de C. cinnabarinus
coleciado en un bosque mesofilo de montafia en Tamaulipas, fueron alineadas ambas
hélices en el banco de genes coincidieron con C. cinnabarinus en un 98 y 96%, 912 y

755 bits con un valor de E de 0.0 en ambos casos.
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13.- C. cinnabarinus, colectado en bosque meséfilo de montafia, bajo encino, San José
Municipio de Gomez Farias, Tam.

No. de colecta S/N (ITCV), primer LROR

53
GNNNNNNNNNNNTTNNCTTTTNNCNGGGAAANAAAATAACTAGGATTCCCCCAGTAACT
GCGAGTGAAGAGGGAAGAGCTCATCATTGGAATCTGGCAGCGTTGCGCTGTCCGAGTTG
TAGATGAGAAGAGTAGGCCATCTGGACTGCGTGGTGTCCAAGTACAATAGGCCGTCAGT
GGGACATCATAGAGGGTGACAATCCCGTCCTTGACACCAACGTACGAGTCCATTACGAT
GCCTATCTCAGAGAGTCGAGCAGTTTGGGATTTGCTGCTTARACATGGGAGGTAGATTC
CTTCTAAAGCTARAATACAGGCAAGAGACCGATAGAGAACAAGTACCGCAAGGGAAAGAT
GARATAGAACTCTGTGAAGGGAGTCARAAAGACGTGAAATTGTTGCGAGAGAAGCGATT
CAAGTCAGCGTACTAGGCCCATCAAGCCTTGCTTTGGACTAGCTTTGCCAGCGGTCTTG
TCCTTTAGAGAGACTTGCTTTTGACGTGCCCTGCCGGTCTAACGGCAGACCTCCCTTTG
GGAGGCCACGGCATGGCTGGTGGAATGGCTTGCAATCACCCGNTTNNNAAARAARANGGN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

No. de colecta S/N LR3

3> 5

AGGGGAGGTTTANCT TNAACCCNCTTTAGACAGCCNTGGCCTCCCAGNGGAGGTCTECC
CGTTANNCCGGGCAGGGCACGTCAAAAGTCAAGTCTCTCTAAAGGACANGACCGLCTGGEC
AAAGCTAGTCCAAAGCAAGGCTTGATGGGCCTAGCTACGCTGACTTGAATCGCTTCTCT
CGCAACAATTTCACGTCTTTTTGACTCCCTTCACAGAGTTCTATTTCATCTTTCCCTGC
GGTACTTGTTCTCTATCGGTCTCTTGCCTGTATTTAGCTTTAGRAGGAATCTACCTCCC
ATGTTTAAGCAGCAAATCCCARACTGCTCGACTCTCTGAGATAGGCATCGNAATGGACT
CGTNCGTTGTGTCAAGGACGGGATGNCACCCTCTATGATGTCCACTGACGGCCTATGGA
CTTGGACACCACGCAGTCCAGATGGCTACTCTTCTCATCTACAACTCGGACAGCGCAAC
GCTGNCAGAT TCAATGATGAGCTCTTCCCTCTTACTCGCAGNTACTGGGGGAATCCTAG
TTAGTTCTTTTCCTCCGTTAGTGATATGCTAAGTNNCACCGNNANCNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNCNNNNNNCNNNNNNNCNNNNNCNCNCNCCGNCNNNNNNTNCNCNNCNNCTCN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCNNNNNNNNNNNNNNCNNNCHNNNNNNNCNCNNNNNNNCN
CNNNNNNNNNCCNNNNNNNNCNNNNNCNCNNCNNNCCNNNCNNNNNNNCTNCNCNNNNN
CNCCNNCNNNNNCTNNNNCNNNNCNCNCNCNNNNNNNNNNNNNCNTTNCNNNNTCNCNN
NNNNNNNNNCNNNCTNNTCNNNNCTCNCTNCNCTNCNNNNNNNNNTNNNNNCNNNCCNC
NNNNNCTNCTNCNTCNNCNNTNNNCNNNNNNNTNNNNCTNNCNCNNNNNNNNNTNNCCT
NNTCCNCCTNNNCNCCTTNCCTCCNNANCNCNNCNNCNNNNNNCNCNTNNCNNNNNNCN
TNNCCCCC

Finalmente, las secuencias de la colecta Garcia 8219 (ITCV) no fueron alineadas

por presentar demasiados nucleétidos desconocidos.

14.- C. cibarius, colectado en bosque de coniferas, La Encantada, Municipio de
Zaragoza, N. L.
No. de colecta Garcia 8219 ITCV), primer LROR
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5 -3
GAAGNNNTTTGAGCTCATNATTGGAATCTGGCGGTNTTACACTGCGCGANNTGNACATG
AGGAGTNGTNCGCNTGCGACTGCNTGGCGCACAAGNACANTAGNCCGTCANTGGGACAT
NATANAGGGNGACACTCCCNNCTTGACNCCNATNTGCNNGNNTATNACTATGGNTNTCT
CATAGAGTNGANCAGCTNGNNATNGGCTGNTTAAACATGGGAGGNAGATTCCTTCTANG
CTNANNCCAGNCGAGAGNCCGATCNNGAACNAGTACCGNAAGGGAACTATGAAATNNCA
CTCTGNGAAGGGAGNNANAGGGCGNGNAATTGNTGNGAGAGAACCAATCATGTAGNGAT
CTAGCCCATAAGCGTNTTNNTTTGTACTAGCTTGCCAGCGNTCTTGTNCTTARAGAGAC
TTGACTTGNAATATGTGCAGNCTGCGNCACAGGNAGCCCTTCTGGGGCAGTGGCATGGA
TGNGGANGCTTGCAATCNNCCGCTNNAANANCGACCTTNACACTTATGATGTTCTTANG
GCTTTAATGGCCGCTNATNAACGNNNCTNNNTNTTCNNTCNTCTCCNNNNTNTNCTTTC
NTTTNNCCNNNNNTNNCTTCTNNCNCNNTNNTCNTNTCNNNNNNCNCNNNTNNTNTCTT
TNNTCNCCNCNTCNCCNTTTTCTCNNNCCTNTNNTNCANCTTCNCTNCTCCNTCTATCT
TCNTHCTTTCNCNTTUNTTCTNNCTNCTTCNTNNTRCTNNNNCTTNTNTNTCNNTCNCN
CTCNCTCTCNTCTCCNCTCTTNCATNCNCTCCNTCTNCTNTNCTTCTTTNCNCNTCTCC
TNCTNCTNTCACNTTCTTNCTTTCCNTTNTCCTTCNNCNCTTNCTCNCNTNCCTTNCNC
ccc

No. de colecta 8219, primer LR3

3 -5
CCCCCCCCCNCCNCCCANATANNANNAATNAANNNNNNCNAGGNNNGGTNACCNGAACC
NANTCGGAACNCCNGGNNNGAGAGGNGGTGNAAGAAGAGTTTTANTGNAACANARABRAG
GAGGGGGNAGATAAGGGAGAGGATCNTAANAAAGCTAGNANNAAGCNAAGACGNTAGAT
GGGCCTAGCNACGCAGACTAGANCCGCCCGCCCCAACAATNNCACGCNGACGACT CNGA
ACAGAGCGNAACACAGACCGACNT TGCGGACTANNACNAAAANNACNCNCGGNGNAARN
ANACCAAANNGAACTACNCNTCANGTCAANCCAAAAGCAARANNGCGCGANCCCNGAGN
ANNCAACNANCAGACGCNNNAACGANNNCNAGGANNNNTATCGNGNCACNNAAGACNNC
NNGGAGGCCNANNNNCANCGCANNCTANGCCNNAANAAAGACAANCNCATAGNNAGCCG
NANNNNCGGCANANNGGCANCNGNNANCTNGGCNANNGNCNNCTAAANAGCNCCNGNNG
TANCANATACATANCACANNANANAACANT GANGCNCTCACTGNAACAGGCACACGCAA
NTNANNCNCCCNCATNNCNTCCNNNAACANAAAACCACNGNCACGNACGNNACNNCGGA
NNANNACNCCNNTCNANCACNCNNCCAANGCGNGTCGNCCGNAANNGANNNACNNNNAC
AANANACCACACNCCGCCTGCGACNNNAAGNANTNTCATNANGNARAGAGTACTCATGA
TNNACCAAGAAGCCNATNTANNACANTNTNNNCCANTGNNNACCANCACTAAACNCNCC
ARANCAACAGCTACACACAANGACNNTACATNCTCACCNCCTACGATACAANNCANACN
ATNCCACTCNCTNCTCAGNTCCNCGCGCNCCCNCCNCCCTCNCGCCGCACGNACNTNCN
CNNCNGCACNAACACTCGACTCGTGNCTNNNGNACCTACACACNACAACACTACCNTNN
ANGANANARACCNNNTNGCTNNCCC
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3.3 APLICACION DE TECNICAS MOLECULARES EN LA SILVICULTURA.

La aplicacion de los marcadores moleculares se 1levd a cabo en el aislamiento y
sintesis de ectomicorrizas de C. cibarius con Quercus sp. para demostrar su atilidad.
3.3.1 Aislamiento y propagacién asexnal de Cantharellus cibarius.

El aislamiento y purificacion de C. cibarius se logré en ¢l medio modificado de
Melin Norkrans. Uno de los principales problemas para el aislamiento de este hongo fue
la contaminacién de los cultivos por una colonia acuosa no estudiada. A pesar de la
densa contaminacion por estos microorganismos, C. cibarius pudo crecer y sobresalir la
colonia de los contaminantes después de una mes de incabacion a 20 °C. La purificacién
de C. cibarius se logré tomando una pequeiia pieza de agar colonizada del margen de la
colonia y transferida nuevamente a cajas con medio de Melin hasta lograr el crecimiento
axénico. Los cultivos se aislaron de cuerpos fructiferos de C. cibarius y Cantharellus sp.
(fenotipicamente diferente) procedentes de un bosque de encino de la localidad el
Madrofio en el estado de Tamaulipas, lograndose aislar solamente una cepa después de
varios afios consecutivos de intentar.

Después del aislamiento los cuerpos fructiferos fueron registrados, herborizados
y finalmente se depositaron en el herbario José Castillo Tovar (ITCV), Tamaulipas.
33.2 Identificacion molecular (PCR-RFLP) y secuenciacion de nucledtidos de un
cultivo puro de C. cibarius.

Antes de utilizar la cepa de C. cibarius en la sintesis de ectomicorrizas in vitro, el
cultivo puro fue estudiado con las técnicas moleculares PCR-RFLP y secuenciacion de
nucledtidos para corroborar la identificacién del hongo (ver figura 21 y secuencia génica

No. 2, pagina 71). La secuenciacion parcial del gen 28 S del cultivo puro registrado con
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el nimero 104 (ITCV) coincidio con Cantharellus sp. en un 97% de similitud y con un E
value de 0.0 segiin Blast del NCBL
3.3.3 Descripcion de fa colonia de Cantarellus cibarius in vitro

El crecimiento asexual de C. cibarius fue lento, menos de 1 mm por dia. La
colonia es de forma irregular, color blanco cambiando a amarillo brillante con ¢l tiempo.
El micelio crecid en forma plana y bajo ¢l agar, pero no en una forma densa o
abundante, ni formé rizomorfos figura 22. El olor de la colonia era fragante como en los
basidiocarpos frescos. Otra cepa aislada recicntemente de la misma localidad (E)
Madrofio, Municipio de Victoria) presenté las mismas caracteristicas, excepto que €sta
presentd formacion de primordios hacia el margen de la caja Petri. El micelio bajo el
microscopio compuesto confirmé la presencia de fibulas de forma irregular, ancha con
pared gruesa, con un contenido intracelular granular, pero no abundantemente. La
adicion de antibidticos (Estreptomicina contra gram - y Penicilina para controlar gram +,
ambas a 80 ppm) al medio de cultivo para el control de bacterias, no controlé la
aparicion de colonias acuosas en el medio de cultivo. En contraste, el uso del fungicida
Benlate a 100 ppm en e! medio controld efectivamente la proliferacién de hongos
contaminantes, principalmente Deuteromycetes. A pesar de todos los intentos por
eliminar a la bacteria asociada a las hifas de C. cibarius fue imposible. Aparentemente
es un micobionte del hongo. Una vez aislado C. cibarius fue propagado en cajas Petri
con medio de MMN (medio modificado de Melin Norkrans) y ADA (agua desionizada
agar) para la sintesis de ectomicorrizas con Quercus sp. in vitro. El crecimiento del
hongo en ADA fue irregular debido a la falta de nutrientes. En contraste, el crecimiento

de ¢éste fue muy regular en MMN.

85



Figura 22. Cultivo puro de Cartharellus cibarius (1. anverso y 2. reversa)

3.3.4 Sintesis de ectomicorrizas in vitro de Cantharellus cibarins y Quercus sp.

La sintesis de ectomicorrizas de C. cibarius con Quercus sp. in vitro en los
medios de MMN y ADA se puede observar en la figura 23 y 25. Las plantulas de
Quercus sp. de un mes de edad y los cultivos puros de C. cibarius fueron colocados en
cajas Petri con MMN, obteniendo después de seis meses la sintesis ectomicorricica de

Cantharellus cibarius con las plintulas de Qwercus sp.
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Figura 23. Sintesis de ectomicorrizas in vitro de C. cibarius con Quercus sp.
(1) conirel, {2) medio de MMN, (3) medio de ADA

3.3.5 Método de Phillips y Hayman para la determinacion del estatus micorricico
en la sintesis de ectomicorrizas.

Un analisis histologico y citologico de las raices de plantulas micorrizadas
tratadas con el méiodo de Phillips y Hayman (1970) se llevé a cabo con ayuda del
microscopio estereoscdpico y compuesto revelando la presencia del manto o hifas en la
superficie de la raiz, figura 24. Lo anterior fue utilizado para determinar ¢l estatus
micorrizogeno de las plantulas de encino. Cuando la raiz no presentaba manto, se
observo la presencia de hifas sobre la superficie de la raiz presentando rara vez fibulas y

la superficie de la hifa cubierta por microorganismo no identificados.
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Figura 24. Raiz de plantula de encino micorrizada con C. cibarius,

Las flechas indican el manto.

El porcentaje de micorrizacién de las pléntulas de encino en medio de MMN
fue 66.66% y en ADA 13.33% (figura 25) después de 6 meses a una temperatura de
20°C con 15 horas de luz fluorescente diarias. El porcentaje de micorrizacién se
determiné en plantulas que sobrevivieron después de este periodo. Uno de los
principales problemas para la evaluacion de las sintesis micorricica de C. cibarius en
estos medios fue la presencia de hongos endéfitos (Ceratocystis sp. y Verticillym sp.) en
raices de plantulas de encine provocando ahogamiento o “damping off” y ocasionando

la muerte de varias plantas en los diferentes medios.
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Figura 25. Sintesis de ectomicorrizas de C. cibarius con Quercus sp.

A pesar del los tratamientos y cuidados para seleccionar las semillas para este estudio, se
presentaron problemas de larvas de insectos no estudiados (aparentemente de
coledpteros barrenadores) en las bellotas provocando la muerte en varias plantulas

(figura 26).

Figura 26. Larvas de insectos barrenadores de semillas de encino
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CAPITULO 4

DISCUSION

4.1 Taxonomia morfologica de las especies de Cantharellus

Las especies mas comunes del género Camtharellus pueden ser facilmente
diferenciadas por su fenotipo (morfologia). Cantharellus cibarius es reconocido por su
color amarillo “yema de huevo” con venaciones en el himenio y olor agradable dulce o
fragante. Sin embargo, existe un complejo de especies que se asignan generalmente a C.
cibarius y su morfologia es muy ambigua. C. cinnabarinus se caracteriza por su color
bermellon o rojo naranja, tamafio pequefio, y presencia de pseudolaminas.

Esta especic es muy rara en el noreste de México y crece asociada con encinos
en bosque mesofilo. Por otro lado, Cantharellus iateritius es también raro y es muy
parecido a Cantharellus cibarius pero se distingue porque ¢l primero presenta el
himenio liso. En el caso de Cantharellus minor como su nombre lo indica es una especie
pequefia con un himenio con pseudoldminas angostas parecido a un Cantharellus
cibarius, pero diminuto y hueco. Algunos micologos consideran esta especie una forma
amarilla de Cantharellus cinnabarinus. Una colecta de un Cantharellus sp. con el pileo
de color gris claro, amarillo palido con tintes guinda o café pélido fue identificada como
Cantharellus formosus segin Blast del NCBI al alinear la secuenciacion parcial de la
subunidad mayor del ADN ribosomal nuclear en e} banco de genes. Sin embargo, la
especie 1ipo crece en bosque de coniferas mientras que la aqui descrita crece asociada
con encinos por lo que se requieren mis estudios para delucidar sobre este caso.

Similarmente, otra colecta determinada como Cantharellus sp., presenta el pileo
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escamoso V la alineacién de su secuencia parcial en el banco de genes concordd con una
especie de Cantharellus aun no determinada. Otras colectas identificadas como
Cantharellus cibarius al alinear sus secuencias en ¢l NCBI coincidieron con una especie
de Cantharellus ain no determinada. En estos dos iltimos casos, también se requicren

mds estudios para concluir.

4.2 Micogeografia de las especies de Cantharellus estudiadas de México.

I.a distribucion geogrifica de las especies estudiadas fue llevada a cabo en el
mapa de las provincias biogeograficas de México de la Comisién Nacional para la
biodiversidad (CONABIO). Se observa que las especies de Cantharelius estin
representadas en la Sierra Madre Oriental y Occidental asi como en el Altiplano Norte y
Sur en €l centro y sur de México (Los Altos de Chiapas). Las especies de Cantharellus
estudiadas crecen con bosques de encinos, mixto de pino-encino, confieras, mesofilo de
montafia y matorral con encino. Es muy probable que se encuentren también distribnidas

donde se presentan otros tipos de vegetacion en México.

4.3 Estudio del ITS de las especies de Cantharellus

Contrario a lo que la literatura refiere sobre la variabilidad de)] ITS para separar
especics con el uso de PCR-RFLPE, el ITS de 31 basidiomas de Cantharelius,
Craterellus y otros Basidiomycetes afines a los cantharelaceos no presentd variacion en
sus secuencias. Nuestros resultados contrastan con los de Feibelman et al., (1994)
quienes citan que el [TS es altamente variable en longitud en la familia Cantharellaceae.

Ademds, sefialan que el ITS! entre el gen 18 S y 5.8 S es el mas variado y que el grupo
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de C. cibarius presenta €] ITS-1 mas grande vaniando de 820-1100 pb comparado con
otros hongos Basidiomycetes que tienen de 240-350 (Feibelman et al., 1994).

Aunqgue ia regién del ITS permite la separacion de especies cercanamente emparentadas,
ésta puede no ser suficientemente variable para distinguir especies bioldgicas. Sin
embargo, el IGS, (espaciador intergénico) puede ser usado cuando el ITS no ofrece
suficiente resolucion (Eagger ef al., 1996).

La variacién intra especifica de Cantharellus cibarius de diferentes regiones
biogeograficas y habitat de México, no presentd polimorfismo. Esto resultados también
contrastan con lo citado por Horton, (2002) quien sefiald que una especie muestrea
polimorfismo en el ITS en funcién de su distribucién geogrifica. Una posible razén es
que la variacién en la secuenciacion del ADN se debe a la acumulacion de varios efectos
0 procesos durante la evolucidn y no todos los grupos fingicos son de la misma edad
evolutiva y diferentes organismos han estado sujetos a diferentes presiones evolutivas
(Hillis, et al., 1996). Se ha encontrado que los niveles de variacién del ITC encontrados
dentro de una especie varia mientras que en otras especies no varia en lo absoluto.

La base de datos de los RFLP funcionan mejor cuande son enfocados en
ecosistemas especificos donde la variacién intra especifica es baja y la comparacion
concuerda mas y reduce el potencial de la sobrestimacion (Horton y Bruns, 2001).

Comparaciones exactas de los RFLPs basadas en biisqueda en bases de datos no
son comunes porque las estimaciones de los tamafios de los fragmentos varia y presenta
geograficamente variacion intra especifica (Horton y Bruns, 2001). Rhizoctonia ha sido
reportado con una variacion en las secuencias del ITS de hasta 40% mientras que

variedades intra especificas de Metarhizium presentd variacién en sus secuencias de <
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5% y hasta 9.4 % de variacion en variedades de M. anisopliae (Horton y Bruns, 2601).
Por otro lado, Ganoderma ha sido reportado con una variaciéon en el ITS de 04 %, para
Laccaria de 1-2 % entre otros (Bridge, 2002). El ITS en hongos es tipicamente de entre
650 —900 pb en tamafio incluyendo el gen 5.8 S (Horton y Bruns, 2001).

En nuestro estudio, solamente una colecta determinada como Cantharellus
cibarius presentd un polimorfismo claro. En este caso se sospecha de una posible
criptoespecie pero se requieren mas estudios para llegar a una conclusiéon. En un estudio
molecular con Tricholoma se encontrd que una especie de este género (Tricholoma sp.
1) estd mas relacionada a T. focale que a T. caligatum. Esto, a pesar de tener algunas
caracteristicas en comin con ambas especics. Ademds, en este mismo estudio, un
analisis filogenético demostrd que una especie que estaba identificada como T.
flavovirens y que era indistinguible morfolégicamente de ofras colectas con ¢l mismo

nombre resultd ser otra especie {criptoespecie) {(Horton , 2002).

4.4 Estudio de la subunidad mayor del ADN ribosomal nuclear en las especies de
Cantharellus

Contrario a lo que se conoce sobre la conservacion de nucledtidos del ADN en la
subunidad mayor del ADN ribosomal nuclear, el estudio de la variacién en la secuencias
de la region antes mencionada de las especies de Cantharellus fue suficiente para
separar las especies al alinearlas en el Blast del banco de genes NCBI. El gen de la
subunidad mayor del ADN ribosomal nuclear ¢s mas informativo para la identificacion
de hongos ectomicotrizogenos. La subunidad mayor del ADN ribosomal mitocondrial es
muy ambigua ¢n la colocacion de secuencias desconocidas dentro de grupos de familias
incluyendo la Cantharcllaceae (Horton y Bruns, 2001). Las secuencias génicas de los
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Cantharellus mexicanos estdiados presentaron gaps “N”  (ie. nucledtidos
desconocidos) debido probablemente a “ruido” (efectos electronicos del secuenciador) y
se pueden corregir comparando éstas con la secuencia complementaria o comparindola
con otras secuencias de la misma localidad al alinearlas para sustituir el nucledtido
faltante. Esto traeria como consecuencia un aumento en el porcentaje de similitud. En
algunos casos, el porcentaje de similitud fue igual pero con diferentes especies al
alinearlas en Blast e.g. la secuencia de Ja colecta Garcia 10125 (ITCV) de Querétaro
presentd un 96 % de similitud con Cantharellus cibarius reportada en el Banco de genes
con 850 bits pero también presenté e¢sa misma secuencia 96% de similitud con
Cantharellus cascadensis pero con 839 bits.

Lo mismo ocurrié con las colectas Guevara 805, 811, 796, 814 (ITCV) ya sca
con el primer LROR o LR3 y en algunos casos el porcentaje es mayor pero con menor
nimero de bits promedio. Varias colectas determinadas morfolégicamente como C.
cibarius al alinearlas en el banco de genes, concordaron con especies de Cantharellus
ain no determinadas tal es el caso de la colecta Garcia 1495, Garcia 1790, Guevara 814
(ITCV). En otro caso, en varias colectas determinadas como Cantharellus sp. sus
secuencias génicas concordaron con Cantharellus formosus. Las secuencias del
Cantharellus sp. con el pileo escamoso, coincidieron con una especie de Canthareilus
atin no descrita. Finalmente, lo mismo ocurrid con la secuencia génica del cultivo puro
y de basidiomas de donde se obtuvo el cultivo.

La secuencias del gen 18S han sido determinados para algunos grupos de hongos
de importancia ectomicorricica tales como la familia Cantbarellaceae, Pezizales y
Gomphaceae. Estudios del gen 28 S ribosomal fue secuenciado y comparado con otros

miembros de la familia Cantharcllaceae. El analisis de la secuencia demostré que
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Cantharellus y Craterellus dcben ser tratados como géneros distintos (Dahlman et al.,

2000).

4.5 Sintesis de ectomicorrizas de Cantharellus cibarius con Quercus sp.

Los cultivos puros creciendo i vifro pueden espontineamente cambiar de
dicaridticos a monocaridticos después de transferencias sucesivas en medios de cultivo
como un resultado adaptativo y las fibulas y otras caracteristicas microscopicas se
pueden perder, ademas algunos hongos diferentes pueden parecer similares en cultivo
(Goodman et al, 1996). Lo anterior fue observado en los cultivos aislados de
Cantharellus cibarius en este ¢studio. Estos cambios aumentan el grado de dificultad
para trabajar con hongos para estudios de sintesis de ectomicorrizas.

El uso de marcadores moleculares PCR-RFLP y secuenciaciéon de nucledtidos
son herramientas que pueden apoyar este tipo de investigacion para garantizar la
identificacién del organismo con que se esta trabajando.

Cantharellus cibarius ha sido citado en la literatura como un hongo
ectomicorricico de amplio rango de hospederos ya que se asocia con coniferas y
latifoliadas (Trappe, 1962; Danell, 1994a). Sin embargo, no se encontrd ningin estudto
sobre la sintesis micorrizégena de C. cibarius con Quercus sp, En este estudio, el
porcentaje de micorrizacion fue de 66% bajo condiciones asépticas. Las posibles causas
de estos resultados son la siguientes:

La hipotesis de que la susceptibilidad de las raices de los arboles a la infeccion o
colonizacién por hongos ectomicorrizogenos estd controlada genéticamente fue
propuesta por Marx y Bryan, (1971). Ellos demostraron que el genotipo del hospedero

(Pinus elliotti) c¢staba envuelto en el desarrollo de las micorrizas. Esto trajo como
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consecuencia mas estudios para determinar el efecto de las fuentes de semillas naturales
y su habilidad para formar micorrizas. Por varias décadas, se ha estado asumiendo que la
variacion genotipica del arbol (hospedero) y del hongo ectomicorrizéogeno pueden
influenciar en el desarrolle de la micorriza. Los primerus datos de la expresion génica de
ecosistemas micorrizégenos fueron presentados por Voiblet et al., (2001) quien presentd
los resultados de un andlisis de los genes relacionados con la simbiosis en Eucalyptus
globus y el hongo ectomicorrizogeno Pisolithus tinciorius analizando Ia expresion
diferencial de 486 genes selectos en el hongo, hospedero y micorriza.

En otros estudios genéticos con micelio monocaridtico y reconstruido de
Laccaria bicolor para la formacion de micerrizas, se enconird que existian diferencias_
entre cepas monocarioticas, unas formaren micorrizas mientras que otras perdian esa
capacidad de sintesis con Pinus banksiana (Barker et al., 2002). Esto indicé que el
genotipo micorrizogeno se segregd durante meiosis y sugiere que una base génica puede
ser responsable al menos en parte en la capacidad de L. bicolor para establecer la
simbiosis con su hospedero (Tagu ef al., 2002; Barker et al., 2002).

Investigaciones genéticas han sido aplicadas a otros rasgos que se cree estin
relacionados en la formacion de la micorrizas (e.g. produccién de hormonas,
metabolismo del nitrdgeno, etc.). Un ejemplo es ¢l estudio de la variabilidad
intraespecifica en cepas monocaridtica y dicaridticas de Hebeloma cylindrosporum para
la produccion de auxinas (Barker et al., 2002). La variacién genética entre las cepas
monocariticas y dicaribticas demostrdo que la produccion de auxina era una rasgo
complejo heredable y que las cepas monocaridticas retienen su habilidad para formar
ectomicorrizas con Pinus pinaster pero formé pocas micomrizas al compararlas con las

cepas dicaridticas. Esto también ocurre en otra especies ectomicorricicas y la condicion
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dicaridtica parecc scr requerida para la expresion de la habilidad de formar
ectormicorriza. Parece ser que existe una interaccién entre los nicleos de la misma célula
para regular la expresion del gen y optimizar la funcion celufar necesarios para la
expresion del fenotipo micorrizogeno. Algunos flavonoides (rutina, metabolito
secundarios excretadas por la raiz) han side identificados de las raices de Eucalyptus y
éstos estimularon el crecimiento de Pisolithus a concentraciones muy bajas (1 pM) sin
embargo, la accion no fue especifica de Pisolithus o para hongos ectomicorrizogenos.

La zeatina (una citocinina de plantas) también fue detectada en los exudados de
raiz. de Fucalyptus. Ambos rutina y zeatina juegan un rol complementario en las seiales
hacia las hifas de Pisolithus. En sintesis de hongo ectomicorrizogenos se ha reportado
que producen hormonas vegetales como las auxinas en el substrato. Las auxinas sirven
como una sefial potente morfogenético hacia la raiz. A muy baja concentracion estimula
la formacién de nuevos meristemos v raices laterales. Esta nuevas raices son el blanco
para }a colonizacién por hifas ectomicorricicas. Se ha demostrado que un hongo mutante
que produce de 3-5 veces més auxinas, tiene una mayor capacidad para producir
micorrizas que una cepa silvestre (Tagu ef al., 2002 y Podila et al., 2002).

Los socios de las micoirizas tienen que reconocerse uno a otro y lo hacen
mediante ¢l uso de moléculas difusas en la rizosfera. Este reconocimiento dirige a la
interaccion celular entre raiz y células filngicas dirigido por cambios en los genes y
expresion de las proteinas. Algunas especies de hongos ectomicorrizégenos son
especificos con ciertas especies de plantas hospederas mientras que otros no. Tagu ef al,,
(2002) indicaron que la habilidad para formar ectomicorriza es un rasgo heredable

probablemente controlado poligenéticamente por hongos.
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En este experimento no s¢ observs los cambios que suffe la raiz al ser expuestos
al micobionte, sin embargo, se han propuesto mecanismos para la formacion de la
ectomicorriza (Tagu et al., 2002 y Podila et al., 2002). Es un proceso que implica una
sucesion regulada en tiempo de las modificaciones morfologicas durante la colonizacién
de las hifas. En el primer paso, la hifa explora la superficie de la raiz del hospedero. Las
hifas colonizadoras pueden esiar conectadas a una espora germinada con bajas reservas
de energia o pueden estar conectadas a células fungicas ya establecidas en la
micorrizacion. La colonizacién de las puntas de las nuevas raices de una planta
micotrizada, ocurre antes de que emerja la nueva rafz.

Un proceso de comunicacion de célula a célula ocurre durante la formacion de la
micorriza a partir de estos dos tipos de hifas y pudieran diferir debido a la concentracién
y naturaleza de las moléculas de sefial que producen. Después de la pre-infeccion, las
hifas buscan la superficic de la raiz induciendo modificaciones en Ia morfologia de las
células del hongo. Las hifas se ramifican y forman nuevas puntas. Las hifas en contacto
con la raices se hinchan y se adhieren firmemente a la raiz. La ramificacion de la hifa se
debe a exudados de la raiz, mientras que la hinchazon pudiera ser estimulada por la
sensacion topografica de la superficie de la raiz. La colonizacion de la superficies de la
raiz estd acompaiiada por la inhibicion de los pelos radiculares preexistentes.

Las células fingicas excretan un material fibrilar en la superficie de la raiz el
cual probablemente juega un pape! en el anclaje de la hifa. Un material fibrilar
semejanic es también depositado entre dos hifas adyacentes forrnando ¢l manto. La
formacion del manto induce cambios importantes en el material extramatrical, ademas
de otras nuevas interfaces entre ¢l hongo y la raiz. Las hifas que forman la red de Hartig

progresan dentro del apoplasto de la raiz. La pared celular y la membrana plasmatica son
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invaginadas y las células s¢ toman multinucleadas y ricas en mitocondrias y reticulos
endoplasmicos que indican una actividad metabolica alta en estas células. Durante la
penetracién y progresién de las hifa, la colonizacion de la raiz en algunas especies de
angiospermas cambia la orientacion de crecimiento. Dichas modificaciones estin
probablemente correlacionadas a cambios en el citoesqueleto. Por lo tanto, el apoplasto
en la raiz es drasticamente modificado por ¢l ingreso del hongo. La mayoria de estas
modificaciones morfolégicas estin acompafiadas por cambios en la expresion de genes y

acumulacion de proteinas (Tagu er al., 2002 y Podila et al., 2002).
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CAPITULOS

CONCLUSIONES

1.- Cantharellus cibarius, C. minor, C. cinnabarinus y C. lateritius son gspecies
que pueden ser determinadas por estudio morfolégicos. Estas estan distribuidas en las
provincias biogeograficas del centro, sur y norte de México a través.

2.- El analisis del ITS con PCR-RFLP en las especies del género Cantharellus
Mexicanas, no varia lo suficiente para separarlas. Sin embargo, si presentd suficiente
resolucion al comparar el ITS de las especies mexicanas conira una de EUA y los
cultivos puros.

3.- El PCR-RFLP del ITS no presentd suficiente resolucion para separar a las
especies del complejo Cantharellus cibarius.

4.- La secuenciacién parcial de la subunidad mayor del ADN ribosomal nuclear
si presentd suficiente variacion en sus nucledtidos para separar a Cantharellus cibarius,
C. minor, C. cinnabarinus y C. formosus. -

5.- La identificacién molecular de Ilos cuitivos puros de los hongos
ectomicorrizogenos es un paso necesario para estudio de sintesis micorricica.

6.- Se requiere llevar a cabo mas estudios sobre las secuencias de los
Cantharellus spp. del complejo Cantharellus cibarius para determinar ¢l taxon a que
corresponden © en su defecto proponer nuevos taxa considerando otros efectos

biogeograficos y ecologicos.
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ANEXOS



1.- Preparacion de Medios de Caltivo.

Agua Desionizada Agar + Tiamina

Tiamina HCI 100 pg
Agar 20¢g
Agua Desionizada 1000 ml.

Agua Desionizada Agar Purificado (ADA)
Agar purificado 15¢g

Agua Desionizada 1000 ml.

Medio de Melin Norkrans (MMN)

Extracto de levadura 050g
Extracto de malta 3g
D-glucosa 10g
(NH4), HPO, 025¢
KH:PO, 0.50 g
MgSO, TH,0 0.15¢
CaCl, 005¢
FeCl; (1%) 1.20 ml
NaCl 0.025¢
Tiamina HCI 100 pg

Agar 15¢g

Agar pusificado 15g
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Agua desionizada 1000 ml

Medio de Melin Norkrans
Extracto de levadura lg
Extracto de malta Jg
D-glucosa 10 g
{(NHa); HPOq 10 ml/it
KH;PO4 10 m/It
MgS0O, 7TH,0 10 ml/it
CaCl, 10 ml/it
FeCl; (1%) 10 mi/t
NaCl 10 ml/lt
Tiamina HCI 1 mV/lt

Agar 15
Agar purificado 18¢g
Agua desionizada 800 mi.

Para obtener un pH de 6.3

Fosfato dibasico de sodio .5 M 56 ml/It
Acido citrico .5 M 132 ml/it
Esterilizar 120 °C /5 min.

Disolver

Esterilizar120 °C / 5 min.
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