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Study of the greater subunit of nuclear DNA ribosomal of some species of
Cantharellus genus from Mexico
Abstract: The species of Cantharellus are of great economical and ecological importance.
However, inter and intraspecific morphological variation exists. Therefore, there are taxonomic

problems in some species including the type specie. A preliminary molecular taxonomic study
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was performed to solve this problem. The species used in this study were C. cibarius, C. minor, C.
cinnabarinus and Cantharellus sp. Partial nucleotides sequences of the large subunit of the
nuclear ribosomal DNA are analysed for these species.
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Resumen: Las especies del género Cantharellus son de gran importancia para el mantenimiento
y equilibrio de los ecosistemas forestales. Sin embargo, la variacion morfolégica inter e
intraespecifica de este género ha dificultado la ubicacién taxonémica de algunas de sus especies
incluyendo la especie tipo. Por lo anterior, se llevé a cabo un estudio taxonémico molecular de la
subunidad mayor del ADN ribosomal nuclear de C. cibarius, C. minor, C. cinnabarinus y

Cantharellus sp. para resolver este problema. Se presenta un analisis de las secuencias de

/

nucleétidos parciales de este gen.
Palabras clave: México, Cantharellus, marcadores moleculares.

Received 23 February 2005; accepted 9 June 2005.
Recibido 23 de febrero 2005; aceptado 9 de junio 2005.

Introduccidén del pais [19]. C. cibarius es la especie mas comun y diversa de

este género [16]. Lo anterior ha ocasionado confusion

Las especies del género Cantharellus Fr., son de gran taxondmica en algunas de sus especies y variedades. Existen
importancia ecologica, econémica y nutricional. La especie ~ Métodos moleculares para determinar si la variacion
tipo, C. cibarius Fr. fue descrita de Europa y crece en  morfologica es parte de la plasticidad genética de las especies
simbiosis con drboles de importancia forestal como son los ~ hacia su medio ambiente o si realmente son especies
géneros: Quercus, Pinus, Picea, Pseudotsuga, Abies, Betula, ~ diferentes. Un método comun es el uso de marcadores
Castanea, Fagus, Eucaliptus, Populus y Tsuga[6-8, 15-18]. ~ moleculares como: PCR-RFLPs. Estos consisten en el

En México, algunas especies de Cantharellus son analisis deun gen o de una regién del genoma e.g. el ITS
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recolectadas con fines de alimentacion y comercializacionen ~ (Internal Transcribed Spacer). Si la técnica no presenta

temporadas de lluvia, principalmente en los estados del centro  Suficiente resolucion, la secuenciacion de nucledtidos es otra

, alternativa. Esta técnica puede separar especies relativamente
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rapido debido a su mayor resolucién pero dependera del
marcador que se utilice. Marcadores muy conservados no se
usan para estudios de variacion interespecifica [1,9,12]. En
otras investigaciones de la subunidad menor nuclear y
mitocondrial del ADN ribosomal se han realizado estudios
filogenéticos entre los hongos cantareloides y clavarioides
encontrando que la familia Cantharellaceae esta
cercanamente relacionada con Hydnum el cual es dentado y
Clavulina el cual es un hongo coraloide. Ademas, los
parientes mas cercanos a estos hongos cantareloides y
clavariodes son los Gasteromycetes incluyendo a Geastrum
[10,17]. Asi mismo, en otros estudios en Cantharellus [6]
proponen la reclasificacion de C. tubaeformis, C. lutescens 'y
C. ignicolor dentro del género. El uso de técnicas moleculares
podria contribuir al conocimiento de C. cibarius, C. minor, C.

cinnabarinusy Cantharellus spp., de México.

Materiales y métodos

El material fungico estudiado proviene de los estados de
Tamaulipas, Nuevo Leén, Durango y Querétaro. Los
basidiocarpos fueron recolectados en diferentes habitats tales
como bosque de coniferas, bosque de encino, bosque
mesofilo de montafia y bosque mixto de pino-encino. El
material herborizado estudiado estd depositado en los
herbarios micologicos del Instituto Tecnolégico de Ciudad
Victoria (ITCV) y Facultad de Ciencias Forestales, UANL
(CFNL). Los basidiomas fueron determinados siguiendo las
técnicas estandar de micologia que consisti6 en la
comparacion morfolégica (macro y microscopica ) de los
basidiomas con la descrita en la literatura especializada
[2,5,13]. Las secuencias génicas se generaron a partir de
basidiomas secados a temperatura ambiente para evitar dafios
al ADN y de un cultivo puro de C. cibarius aislado en medio
de Melin [8] y esta depositada en el cepario del laboratorio de

microbiologia del ITCV. Muestras del ADN y archivos

fotograficos se depositaron en el laboratorio de Ciencias
Forestales de la Universidad del Estado de Oregon (OSU). Se
utiliz6 la técnica PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)
para amplificar una seccion de aproximadamente 550
nucleétidos de esta region [3,4,10,14]. Las secuencias
génicas de este analisis estan disponibles a solicitud al
primero de los autores. La técnica para la extraccion del ADN
y PCR se detallan en un trabajo previo sobre el ITS [11]. Las
reacciones de secuenciacion ciclica de nucleétidos se llevaron
a cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular en el
Departamento de Botanica y Fitopatologia de la Universidad
del Estado de Oregon (EUA). Los productos de la
secuenciacion se visualizaron en un secuenciador de ADN
automatizado marca Aplied Biosystems 373A. Las
secuencias génicas obtenidas fueron analizadas con el
programa Blast del NCBI (National Center for Biotechnology

Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ para su

alineacion e identificacion.
En la Tabla 1 se presenta la lista de las especies de
Cantharellus secuenciadas asi como su localidad, habitat,

numero de colectay herbario.
Resultados y discusion

1.- Cantharellus cibarius, colectado creciendo bajo encino,
Laguna del Servin, Querétaro, Garcia 10125 (ITCV).
Numero de nucledtidos 444 . Los nucleotidos 1 al
525 se alinearon al 27 hastael 557 de la secuencia reportada
en el AY745708.1 que corresponde a una cepa de C. cibarius,
segun BLAST del NCBI .Unaidentidad de 516/532 (96%)y
presentaron 8/532 gaps (1%), un promedio de 872 (bits) y un
Valor de E de 0.0. Un valor de 0 para E indica que entre mas
cercano esté el valor de E a 0, mayor serd su significancia de
similitud.
2.- Cultivo puro de C. cibarius, aislado de basidiocarpo,

colectado bajo encino, El Madrofio, Municipio de Victoria,

Tabla. 1 Especies de Cantharellus secuenciadas.

Especie Habitat

Cantharellus cibarius Bosque de conifera

Bosque de pino-encino

Bosque de encino

C. cibarius (cultivo puro
aislado de basidioma)

C. cibarius (escamoso) Bosque mesofilo de
Cantharellus minor montana

Cantharellus sp. Bosque de encino

Cantharellus cinnabarinus Bosque mesofilo

de montafia

Localidad No. de colecta y
Herbario
La Encantada, Zaragoza, Nuevo 8219 (ITCV)
Leon
Chipinque, Garza Garcia Nuevo 1495 (CFNL)
Le6n
Navajos, Durango 1790 (ITCV)
Iturbide, Nuevo Leon 1605 (CFNL)

Laguna del Servin Quer étaro 10125 (ITCV)

El Madroilo, Mpio. de 783 (ITCV)
Victoria, Tamaulipas 104 (ITCV)

814 (ITCV)

San José, camino al vivero, Mpio. de 771 (ITCV)
Gomez Farias, Tamaulip as 811(ITCV)

El Madrofio, Mpio. de Victoria, 796 (ITCV)
Tamaulipas 805 (ITCV)

San José, camino al 812 (ITCV)

vivero, Mpio. de Gomez Farias, N/N (ITCV)

Tamaulipas

Tamaulipas, Guevara 104 (ITCV)

Numero de nucleodtidos 522. Los nucledtidos 2 al
402 de la secuencia reportada se alinearon con los nucledtidos
16 hasta el 420 respectivamente Promedio de bits 664, un
valor de E de 0.0. Una identidad de 391/405 (96%) y 4/405
gaps (0%).
3.- C. cibarius, colectado bajo bosque mixto de pino-encino,
Chipinque, Nuevo Ledn, Guevara 1495 (FCF).

Numero de nucleodtidos 575. Los nucledtidos 55 al
556 de las secuencias reportadas se alinearon con los
nucledtidos 1 al 507 reportadas en el No. de acceso
AYO041167.1 del NCBI el cual corresponde a un Cantharellus
sp. Present6 una identidad de 488/507 (96%) y 5/507 gaps
(0%).un score (bits) 852 yun E=0.0.
4.- C. cibarius, colectado bajo encino, Municipio de Iturbide,
Nuevo Ledn, Marmolejo 1605 (FCF).

Numero de nucleotidos 575. Los nucledtidos 59 al
512 de las secuencia reportada se alinearon con los
nucledtidos 1 al 461 reportadas en el banco de genes

(AY041167.1) de acuerdo a Blast, el cual corresponde a un

Cantharellus sp. Present una identidad de 441/462 (95%) y
4/462 gaps (1%), un score (bits) de 694 yun E=0.0.
5.- C. cibarius, colectado bajo pino-encino, de la localidad
Navajos, Durango, Garcia 1790 (ITCV).

Numero de nucleotidos 522. Los nucledtidos 19 al
431 se alinearon con los nucledtidos 1 hasta el 417 en las
reportadas en el banco de genes, (AY041167.1), el cual
corresponde a un Cantharellus sp. Asi mismo, presentd una
identidad de 406/417 (97%) y 4/417 gaps (0%), un score (bits)
de710yun E=0.0.
6.- C. Minor, colectado en un bosque mesoéfilo de montafia
bajo Quercus sp., San José, camino al vivero, Municipio de
Gomez Farias, Tamaulipas, Guevara 771 (ITCV).
Numero de nucledtidos es de 543 nucleotidos. Los
nucleotidos 6 al 459 de esta secuencia se alinearon con los
nucleétidos 4 al 461 de Cantharellus garnierii. reportadas en
gen bank (AY392767) Asi mismo, la alineacion presentd una
identidad de 437/458 (95%) y 4/458 gaps (0%), un score de
712 (bits) yun E=0.0.

7.- C. cibarius, colectado en un bosque de encino, El
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Madrofio, Municipio de Victoria, Tamaulipas, Guevara 783
(ITCV).

Numero de nucledtidos 560. Los nucleotidos 6 al
543 se alinearon con los nucledtidos 1 al el 545 de las
reportadas en el banco de genes, (AF287880.1), el cual
corresponde a un Peniophora nuda. Asi mismo, la alineacion
present6 una identidad de 532/535 (95%) y 7/545 gaps (0%),
unscore (bits) de 930 yun E=0.0.
Cabe sefialar que mas estudios son necesarios para concluir
sobre esta secuencia.
8.- Cantharellus sp. colectado en un bosque de encino, El
Madrofio, Municipio de Victoria, Tamaulipas, Guevara 796
(ITCV).
Numero de nucleétidos 581. Los nucleodtidos 102 hasta el 552
se alinearon con los nucledtidos 456 al 1 de las reportadas para
C. cibarius, (AY745708.1). Asimismo, la alineacion presentd
una identidad de 437/456 (95%) y 4/456 gaps (1%), un score
(bits)de 718 yun E=0.0.
9.- Cantharellus sp. colectado en un bosque de encino, el
Madrofio, Municipio de Victoria, Tamaulipas, Guevara 805
ITCV)

Numero de nucledtidos 548. Los nucleotido 17 al
530 de esta secuencia coincidieron con los nucleoétidos 1 al
512 (AY041166.1) el cual corresponde a C. formosus.

Ademas, la alineacion presentd una identidad de 488/521

(93%)y 16/521 gaps (3%), un score (bits) de 720 yun E=0.0.
10.- Cantharellus minor, colectado en un bosque mesofilo de
montafia, bajo encino, camino San José-al vivero, Municipio
de Gomez Farias, Tamaulipas, Guevara 81 [(ITCV).

Numero de nucledtidos 559 Los nucleétido 47 al
409 de esta secuencia coincidieron con los nucleotidos 1 al
368 reportadas para C. garnierii (AY392767.1) Laalineacion
present6 una identidad de 339/368 (92%) y 5/368 gaps (1%),
un score (bits) de486 yun E=-134.
11.- C. cinnabarinus, colectado en un bosque mesofilo de
montafia bajo encino, camino San José- el vivero, Municipio
de Gémez Farias, Tamaulipas, Guevara 812 (ITCV).

Numero de nucledtidos 523.Los nucledtidos 6 al
405 de esta secuencia coincidieron con los nucledtidos 4 al
405 reportadas para C. garnierii (AY392767.1) Ademas, la
alineacion presento6 una identidad de 387/402 (96%) y 2/402
gaps (0%), un score (bits) de 662 y un E = 0.0. Sin embargo, el
segundo en la alineacion fue C. cinnabarinus presentando
654 bitsy E=0.0.(AY041168.1).
12.- C. cibarius (pileo escamoso), colectado en bosque
mesofilo de montafia, camino San José-el vivero, Municipio
de Gémez Farias, Tamaulipas, Guevara 814 (ITCV).

Numero de nucleétidos 551.Los nucleodtido 5 al 443
de esta secuencia coincidieron con los nucleotidos 19 al 458

reportados para una cepa de C. cibarius (AY745708.1)
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Figura 1. Amplificacion de la subunidad mayor (usando los primers LROR y LR 3) del ADN ribosomal nuclear de
catorce colectas incluyendo un cultivo puro de C. cibarius. L es un marcador estdndar de 100 pares de bases.
Cantharellus cinnabarinus (Tamaulipas) lineas 1 y 6; Cantharellus sp. (Tamaulipas) lineas 2, 3 y 4; C. minor
(Tamaulipas) lineas 5 y 14; C. cibarius lineas 7 (Querétaro), 9 (Tamaulipas), 10 (Durango), 11,12 y13 (Nuevo Ledn),

cultivo puro de C. cibarius (Tamaulipas) linea 8.

Ademas, la alineacion presentd una identidad de 432/440
(98%)y 1/440 gaps (0%), un score (bits) de 803 yun E=0.0.
13.- C. cinnabarinus, colectado en bosque mesoéfilo de
montafia, bajo encino, San José Municipio de Gémez Farias,
Tamaulipas, S.N. (ITCV).

Numero de nucledtidos 554. Los nucleodtidos 37 al
543 de esta secuencia coincidieron con los nucledtidos 1 al
512 reportadas para C. cinnabarinus (AY041168.1).
Ademas, la alineacion presentd una identidad de 504/512

(98%) y 5/502 gaps (0%), un score (bits) de 912 yun E=0.0.

Discusion

La amplificacion de la subunidad mayor del ADN
ribosomal nuclear de las morfoespecies C. cibarius, C. minor,
C. cinnabarinus y Cantharellus sp. se puede observar en la
figura 1. En un estudio molecular previo en las especies de
Cantharellus de diferentes regiones y ecosistemas de México,
se analizo el ITS mediante RFLPs para analizar la variacion
génica inter e intraespecifica del género considerando estos
aspectos biogeograficos, sin embargo, la técnica no ofrecid
suficiente resolucion para separar las especies ni diferencias
intraespecificas en C. cibarius [11]. La secuenciacion de
nucleodtidos presentd mayor resolucion y permitioé observar
variacion inter e intra especifica en los hongos estudiados sin
embargo, no fue contundente. Desde el punto de vista fenético
(similitud total) los resultados del analisis del gen estudiado
(550 nucleotidos en promedio) demostraron que 3 de las 7
colectas determinadas morfologicamente como C. cibarius
provenientes de diferentes ecosistemas (habitats),
correspondieron en su alineacion con la especie, 3
coincidieron con Cantharellus sp. (dos colectas provienen de
bosque de encino y una de pino-encino) y 1 con Peniophora
nuda. Similarmente, las secuencias génicas del cultivo puro
de C. cibarius coincidieron con la misma. Asi mismo, los 2

Cantharellus sp. estudiados se alinearon con C. formosus'y C.

cibarius. Ademas, 2 colectas de la morfoespecie C. minor
coincidieron con C. garnierii en sus secuencias génicas.
Finalmente, 2 colectas de C. cinnabarinus alinearon en sus
secuencias con C. cinnabarinus'y C. garnierii. Por otro lado,
es importante sefialar que se requieren mas estudios para
concluir sobre la variacion intraespecifica de C. cibarius
provenientes de diferentes habitats (principalmente del
bosque de encino o pino-encino) y que se alinearon con
Cantharellus sp. Un analisis cladistico de las secuencias
estudiadas mas la secuenciacion de C. cibarius proveniente
de Europa son necesarios para corroborar las relaciones

filogenéticas entre las especies estudiadas.

Conclusion

De acuerdo a los resultados del analisis de los 550 nucledtidos
del gen de la subunidad mayor del ADN ribosomal y tomando
en cuenta la similitud entre pares de bases de las especies de
Cantharellus estudiadas, C. cibarius, C. cinnabarinus, C.
Jformosus, C. garnierii 'y varios Cantharellus sp. estan

presentes en México.
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