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as especies del género Cantharellus

son de gran importancia ecolégica,

econdémica y nutricional. Existen

aproximadamente 65 especies cos-
mopolitas dentro del género Cantharellus y 16 va-
riedades dentro de la especie tipo C. cibarius.' Esta
especie es originaria de Europa y crece en asocia-
cién simbidtica, a través de sus raices, con drboles
de importancia forestal: Quercus spp., Pinus spp.,
Picea spp., Pseudotsuga spp., Abies sp., Betula spp.,
Castanea sp., Fagus sp., Eucaliptus sp., Populus sp.
y Tsuga sp. #3436 En temporadas de lluvia, este
hongo es recolectado con fines alimenticios y de
comercializacién, principalmente en los estados del
centro de México.” El aprovechamiento irracional
de este recurso esté ocasionando severos dafos a
los ecosistemas. Para evitar esto, el gobierno fede-
ral protege este recurso mediante la Norma Oficial
Mexicana de Emergencia (NOM-059-Ecol-1994).8
En Europa, C. cibarius estd desapareciendo debido
a los efectos combinados de lluvia dcida y por la
radiacién del desastre del Chernobyl, entre otros.”1°
Esto provocé la desaparicién de hasta 50% de
biodiversidad en algunas localidades. Existen nue-
vos métodos para llevar a cabo estudios de taxono-
mia, filogenia y ecologia en hongos mediante el uso
de PCR (Polymerase Chain Reaction) y RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism). Estos
estudios consisten en el andlisis de un gen o de una
region del genoma, por ejemplo: el ITS (Internal
Transcribed Spacer) que se encuentra repetidamen-
te entre los genes del RNA ribosomal de la subunidad
mayor y menor del ADN nuclear. El ITS contiene
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Cantharellus cibarins

dos regiones espaciadoras separadas por el gen 5.85
rRNA. Estas regiones pueden ser amplificadas me-
diante el uso de pares de primers o iniciadores uni-
versales, por ejemplo, ITS1fy ITS4 o ITS1fy ITS4b,
entre muchos ofros.

El producto amplificado es después digerido con
enzimas de restriccién para observar polimorfismo
en sus fragmentos mediante electroforesis en
agarosa. Esta técnica puede separar muchas espe-
cies relativamente rapido."'?!% En algunos trabajos
sobre sistematica molecular en este género han re-
portado que la longitud del ITS completo de C.
tubaeformis, C. infundibuliformis, C. cinnabariunus,
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C. minor, C. subalbidus, C. lateritius, C. cibarius y
Craterellus odoratus varia de 720 pares de bases
(pb) hasta mas de 1600 bp. Asimismo, sefialan que
la variacién de la longitud de la regién del ITS ocu-
rre inter e intraespecificamente.'* En otras investiga-
ciones, en la subunidad menor nuclear y mitocondrial
del ADN ribosomal, se han realizado estudios
filogenéticos entre los hongos cantareloides y
clavarioides encontrando que la familia Canthare-
llaceae estd muy relacionada con Hydnum, el cual
es dentado, Clavulina, el cual es un hongo coraloide
y Stichoclavaria, que tiene forma de clava y presen-
tan esticobasidias. Clavariadelphus se relaciona con
Gomphus y Ramaria y est4 correlacionado con la
reaccién verde del esporocarpo tratado con sales
de hierro. Los parientes mds cercanos de los hon-
gos cantareloides y clavariodes son los Gasteromy-
cetes, incluyendo a Geastrum.'® Asimismo, otros
estudios sobre sistematica molecular en Cantharellus
proponen la reclasificaciéon de C. tubaeformis, C.
lutescens y C. ignicolor dentro del género Craterellus,
y no reconocen a Cr. fallax y Cr. konradii como es-
pecies independientes, sino como sinénimos de
cornucopioides.'® El uso de herramientas molecula-
res, junto con las caracteristicas de especie
morfolégica y bioldgica, tiene un gran poder en es-
tudios taxonémicos sobre los hongos ectomicorri-
z6genos. Debido a que la especie tipo C. cibarius es
originaria de Europa, la investigaciéon pretende con-
tribuir al conocimiento de C. cibarius, C. lateritius,
C. minor, C. cinereus, C. cinnabarinus, C. aff.
amethysteus y Cantharellus spp., mediante la deter-
minacién o identificaciéon taxonémica de estas es-
pecies en México con apoyo de técnicas molecula-
res y justificarlas (si es el caso) en la lista de especies
protegidas por la Norma Oficial Mexicana.

Materiales y métodos

El material fungico estudiado proviene de Tamauli-
pas, Nuevo Leén, Coahuila, Durango, Chiapas,
Chihuahua, Querétaro, Guanajuato y Veracruz. Los
basidiocarpos fueron recolectados de diferentes
habitats tales como matorral con encino (MaQ),
bosque de coniferas (BC), bosque de encino (BQ),
bosque meséfilo de montaia (BMM) y bosque mixto
de pino-encino (BP-Q). El muestreo de los basidio-
mas de las diferentes especies se colecté presentan-
do apariencias morfolégicas similares bajo diferen-
tes hdbitats y regiones biogeograficas y apoyado en
los métodos estandar en micologia para su identifi-
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cacién. Los cultivos puros de C. cibarius se obtu-
vieron siguiendo los principios técnicos para el ais-
lamiento y propagacién de tejidos fungicos utilizan-
do el medio de Melin.® Los estudios moleculares se
llevaron a cabo en el Laboratorio de Ciencias Fo-
restales de la Universidad del Estado de Oregon
(OSU). La variable a medir fue la secuencia génica
del ITS completo, localizado entre el gen de la
subunidad menor y la subunidad mayor del ADN
ribosomal nuclear. La variacién del ITS fue analiza-
da con el programa Geneprofile 4.03 (Scanalystics)
que compara la similitud y disimilitud de los frag-
mentos digeridos. Se utilizé la técnica PCR (reac-
cién en cadena de la polimerasa) y RFLP (polimor-
fismo de los fragmentos de restriccién) para el and-
lisis del ITS completo.'* 181920 E| protocolo para la
extraccién del ADN, PCR y RFLP consistié en lo si-
guiente:

1. Extraccion de ADN. Muestras del tejido fungico
se humedecieron dentro de un tubo eppendorff de
1.5 ml con 300 ul de 2x CTAB buffer. El tejido blan-
do se congeld -en hielo seco- y se derritié a 65°C,
este paso se repitié dos veces. El tejido se triturd con
un micromacerador de plastico cambiando de
macerador entre muestra y muestra. Después se
congelé nuevamente y se incubd a 65°C por 30 a
60 min., y se le agregé 300 ul de cloroformo (V:V
con una cantidad igual de CTAB) y se agité breve-
mente. Posteriormente se centrifugdé a 13000 rpm
por 15 minutos. Se colecté la parte acuosa superior
con una pipeta de 200 pl y se colocd en tubos nue-
vos etiquetados. Enseguida se agregaron tres volu-
menes de Nal (600 pl) y se agité suavemente. Se
agregé “leche de vidrio” (milk glass), asegurédndose
de que estuviera bien mezclado (suavemente con el
vértex) antes de agregarlo. Se dejé incubar a tem-
peratura ambiente por 30 minutos, agiténdolos a la
vez suavemente cada dos minutos. Entonces, las
muestras se centrifugaron a 13000 rpm por cinco
segundos y el precipitado se resuspendié en 500 pl
de New Wash, se agité suavemente para luego
centrifugar a 13000 rpm por cinco segundos y nue-
vamente se tiré el supernadante, este paso se repitié
tres veces con New Wash. Después del tercer lava-
do se tiré el supernadante y se volvié a centrifugar
por 30 seg. y se retird lo que restaba del superna-
dante con una pipeta de 20 pl. Las muestra de las
35 colectas y los cinco cultivos puros de Cantharellus
se secaron en una cdmara de flujo laminar o en una
incubadora estéril por diez minutos. Después se agre-
garon 50 pl de TE buffer para eludir el ADN del
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vidrio, se agité suavemente y se incubé a tempera-
tura ambiente por cinco minutos. Finalmente se cen-
trifugé a 13000 rpm por 30 seg., y el supernadante
donde se encuentra el extracto del ADN se colocé
en un tubo nuevo, listo para el PCR y subsecuente-
mente para el RFLP.

2. PCR. El extracto de ADN de los cuerpos fructi-
feros herborizados y de los cultivos puros fue inicial-
mente probado con y sin diluciones (1:10-1:1000),
con MgCl (para especimenes viejos), y BSA (Bovine
Serum Albumin) para determinar la mejor opcién
para su amplificacién. El porcentaje de primer/ex-
tracto de ADN fue de 50:50 (.34 pl por reaccién).
Mezclas para PCR fueron elaboradas (10 x dNTP,
primers ITST1F y ITS4, buffer para PCR y DNA
polimerasa Taq). El ntmero de ciclos de amplifica-
ciones del termociclador (MJ Research Programma-

ble Thermal Controller, (PTC)-100) de 35 (pasos b-d):

* a) 3 minutos 94°C (desnaturalizacién inicial)

* b) 2 minutos  94°C (desnaturalizacién)

e ¢) 25 segundos 50°C  (alineamiento)

e d)2minutos 72°C (sintesis de DNA de regre-
so al paso b)

e ¢) 10 minutos 72°C (sintesis final de DNA).
Los productos del PCR fueron observados en un

gel de agarosa 2% en electroforesis. Un Ladder de

100 pares de bases fue usado como estdndar, asf

como el extracto de ADN de un hongo conocido

(Leccinum sp. y C. subalbidus control positivo). El

gel fue tefido con bromuro de etidio e iluminado

con luz ultravioleta para su fotografiado.

3. Protocolo para RFLP. Una cantidad de 10 ul
de ADN amplificado fue digerida con las enzimas
de restriccion Dpn Il (5°...0gatc...3’) y Hinf | (gUantc)
durante tres horas a 37°C. Los fragmentos fueron
separados por electroforesis en agarosa al 1% du-
rante 30 minutos a 110 v. El ADN fue tefido en
bromuro de etidio (10 mg/l) por diez minutos y la-
vado en agua otros diez minutos. La luz UV se utilizé
para visualizar los fragmentos para su fotografiado
final. El programa Geneprofile 4.03 (Scanalytics) se
usé para calcular en nimero de bases de los frag-
mentos observados.

Resultados y discusion

Los productos del PCR de los basidiomas de C.
cibarius y un cultivo puro de diferentes regiones bio-
geogrdficas y habitats fueron digeridos con las enzi-
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mas de restriccion Hinf |y Dpn Il y los resultados se
observan en las figuras 1y 2.

Fig. 1. Andlisis del RFLP (Hinf I) de los ITS amplificados de
las 17 colectas de C. cibarius de diferentes estados y un
cultivo puro (linea 18). Lineas 1,2, 7,12, 13, 14, C.c. de
N.L. Lineas 3, 4, 5, 6, 8,9, 10 y 18, C.c. de diferentes
localidades de Tamaulipas. Linea 11, C.c. de Querétaro.
Lineas 15, 16y 17, C.c. de Durango. Aparentemente no se
observan diferencias entre las muestras analizadas, inclu-
yendo el cultivo puro de Cantharellus, excepto en la linea 6
se puede apreciar una banda extra. M es el marcador del
tamafo del fragmento de 100 pb.

En ambos casos, el andlisis del RFLP no demos-
tré polimorfismo intraespecifico en C. cibarius de
las diferentes localidades de la Republica Mexica-
na, excepto en la linea 6 donde se aprecia una ban-
da extra.

Similarmente, los productos del PCR obtenidos
de los basidiomas de C. lateritius, C. minor, C.
cinnabarinus, C. aff. ametysteus, Cantharellus spp.,
Cr. cinereus y cuatro cultivos puros de C. cibarius,
fueron digeridos con las enzimas de restriccion Hinf
l'y Dpn Il y los resultados se observan en las figuras
3y 4.

Nuevamente, en ambos casos, el andlisis del RFLP
no mostré polimorfismo aparente entre las especies
de Cantharellus estudiadas. Sin embargo, si demos-
tr6 diferencias al compararlos con los cultivos pu-
ros. La longitud de los fragmentos digeridos fue cal-
culada con el programa Geneprofile, para analizar
la variacién del ITS intraespecifica de C. Cibarius
(tabla ). En la digestién con la enzima Hinf |, en la
mayoria de los especimenes de C. cibarius, el ITS
vario de 511 a 861 pb. Solamente las colectas de
C. cibarius de Tamaulipas (figura 1 linea 6) presen-
taron fragmentos de restriccién de 861 pb. En la
misma figura 1, las lineas 12 y 13 (BC- N.L.), 14
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Fig. 2. Andlisis del RFLP (Dpn 1l) de los ITS amplificados de
las 17 colectas de C. cibarius de diferentes estados y un
cultivo puro. Lineas 1, 2, 7, 12, 13, 14, C.c. de Nuevo
Leon. Lineas 3, 4, 5, 6,8, 9, 10y 18, C.c. de diferentes
localidades de Tamaulipas. Linea 11, C.c. de Querétaro.
Lineas 15, 16y 17, C.c. de Durango. Aparentemente no se
observan diferencias entre las muestras analizadas inclu-
yendo el cultivo puro de Cantharellus excepto en la linea 6
se puede apreciar una banda extra. M es el marcador del
tamafo del fragmento de 100 pb.

(BP-Q- N.L.) y 15 (BP-Q- Dgo.), tienen 514 pb en
sus fragmentos. Asimismo, en las lineas 3 (BMM-
Tamps.), 5, 6 (BQ- Tamps.), 11 (BQ- Qro.) y 16
(BP-Q- Dgo.) contienen 516 pb en sus fragmentos.
En las lineas 4 y 8 (BQ- Tamps.) presentaron 513
pb, mientras que el resto de las lineas presentaron
fragmentos de 511-528 pb. Asimismo, la digestion
del ITS con la enzima Dpn I, analizada con el pro-
grama Geneprofile, demostré que la variacién del ITS
dentro de la especie C. cibarius de diferentes localida-
des vari6 de 790-1368 pb (figura. 2 y tabla ).

La colecta 783 (linea 6, BQ, Tamps.) presentd
1368 pb, mientras que la linea 5 (BQ, Tamps.)
mostré el menor nimero de pb con 790. La linea 4
(BQ, Tamps.) 791 pb; las lineas 2 (MaQ, N.L.) y 3
(BMM, Tamps.) demostraron 793 pb, las lineas 7
(BQ, N.L), 8 y 10 (BQ, Tamps.) tienen 795 pb; la
linea 11 (BQ, Qro.) 802 pb; las lineas 9 (BQ,
Tamps.), 12, 13 (BC, N.L.) y 14 (BP-Q, N.L) tienen
804 pb; la linea 1 (BC, N.L.) tiene 805 pb y la 15
(BP-Q, Dgo.) 811 pb; las lineas 17 (BP-Q, Dgo.) y
18 (BQ, Tamps.) presentaron ambas 813 pb, la 16
(BQ, Tamps.) tiene 824 pb y la linea 6 (BQ, Tamps.)
presentd 1368 pb. Por otro lado, para el andlisis de
la variacion del ITS interespecifica del género
Cantharellus y los cultivos puros, el RFLP digerido
con las enzimas de restriccién Hinf | y Dpn |l fue
también analizado (figuras 3 y 4, y tabla Il). Los
fragmentos digeridos con la enzima Hinf | en la li-
nea 1 C. cinereus (=Cr. cinereus, BP-Q, Tamps.)
presentd 656 pb; en las lineas 2 y 3 C. cinnabarinus
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Fig. 3. Andlisis del RFLP (Hinf I) de los ITS amplificados de
varias especies de Cantharellus de distintos estados del pafs
y 4 cultivos puros. En la linea 1, Cr. cinereus de Tamauli-
pas; lineas 2 y 3 C. cinnabarinus de Tamaulipas; lineas 4 y
6 C. lateritius de Tamaulipas; linea 5 C. lateritius de Nuevo
Ledn; linea 7, C. minor de Tamaulipas; lineas 8, 9, 10y 11
Cantharellus sp. de Tamaulipas; linea 12, C. aff. amethysteus
de Nuevo Ledn; linea 13, C. aff. minor de Tamaulipas; li-
neas 14, 15, 16y 17 cultivos puros de C. cibarius de Nue-
vo Ledn; linea 18 C. cibarius de Chiapas. Aparentemente
no se observa polimorfismo entre las especies de
Cantharellus, excepto en los cultivos puros y en la linea 6
donde se aprecia una banda extra. M es el marcador del
tamafio del fragmento de 100 pb.

Fig. 4. Andlisis del RFLP (Dpn Il) de los ITS amplificados de
varias especies de cantarelaceos de distintas partes del pafs
y cuatro cultivos puros. Enla linea 1, Cr. cinereus de Tamps.;
lineas 2 y 3 C. cinnabarinus de Tamaulipas; lineas 4 y 6 C.
lateritius de Tamaulipas; linea 5 C. lateritius de N.L.; linea
7, C. minor de Tamaulipas; lineas 8, 9, 10y 11 Cantharellus
sp. de Tamaulipas; linea 12, C. aff. amethysteus de Nuevo
Ledn; linea 13, C. aff. minor de Tamaulipas; lineas 14, 15,
16 y 17 cultivos puros de C. cibarius de Nuevo Leén; linea
18 C. cibarius de Chiapas. Similarmente a la figura 3, no se
observé polimorfismo entre las especies de Cantharellus,
excepto en los cultivos puros y en la linea 6 donde se apre-
cia una banda extra. M es el marcador del tamafo del frag-
mento de 100 pb.
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Tabla. I. Ndmero de pares de bases del ITS nuclear completo de Cantharellus cibarius
de diferentes localidades y hébitats de México

Especie Habitat y Estado

Cantharellus cibarius Bosque de coniferas, N.L.

Bosque mixto de pino-encino, N.L.

Bosque de encino Nuevo Ledn

Matorral con encino, N.L.

Bosque de encinoTamaulipas.

Bosque mesofilo de montaiia Tamaulipas.

Bosque de encino Querétaro.

Bosque mixto de pino-encino, Durango

Habitat Chiapas

(BMM, Tamps.) 650 pb ambas; lineas 4, 5y 6 C.
lateritius (BQ, BP-Q, Tamps. y N.L.) tienen de 637 a
646 pb; lineas 7 y 13 C. minor (BMM, Tamps.) con-
tienen 638 pb; lineas 8, 9, 10y 11 Cantharellus sp.
(BQ, BMM, Tamps.) 634 a 645 pb; linea 12 C. off.
amethysteus (BQ, N.L.) tiene 643 pb; lineas 14-17
cultivos puros de Cantharellus (BQ, BP-Q, N.L. y
Tamps.) varié de 593 a 1151 pb; linea 18 C. cibarius
de Chiapas con 681 pb. Con la enzima Dpn |l (figu-
ra 4) la linea 1 Cr. cinereus presenté 857 pb; las
lineas 2 y 3 C. cinnabarinus 844 a 847 pb; lineas 4,
5y 6 C. lateritius 831 a 842 pb,; lineas 7 y 8 C.
minor entre 829 y 835 pb; lineas 8 a 12 Cantharellus
sp. varié de 828 a 838 pb. linea 13 C. aoff.
amethysteus 832 pb; lineas 14 a 16 cultivos puros
(BQ, BP-Q, N.L., Tamps.) con 588 a 685 pb; linea
18 C. cibarius de Chiapas con 870 pb. 8-12.

Las especies del género Cantharellus pueden ser
reconocidas por su fenotipo (morfologia). Sin em-
bargo, existen variantes dentro del grupo cibarius
que hacen la ubicacién taxonémica de algunas de
sus especies muy dificil o ambigua, esto es debido a
que la especie tipo es originaria de Europa. Las téc-
nicas moleculares estdn siendo ampliamente usa-
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Num. colecta Num. de Pb del ITS Nuam. de Pb del ITS

y herbario completo (Hinf'T) completo (Dpn 1I)
647 (ITCV) 514 804
2423 (CFNL) 514 804
8219 (ITCV) 526 805
1495 (CFNL) 514 804
1605 (CFNL) 511 795
4522 (ITCV) 518 793

104 (Cult. puro, ITCV) 528 813
604 (ITCV) 513 791

781 (ITCV) 516 790
783 (ITCV) 861 1368
4823 (ITCV) 513 795
7875 (ITCV) 523 804
8303 (ITCV) 521 795

813 (ITCV) 516 793
10125 (ITCV) 516 802
4188 (ITCV) 514 811
1790 (ITCV) 516 824
1307 (ITCV) 520 813
808 (ITCV) 681 870

das para fortalecer los estudios de sistemdtica en
grupos complejos. En este estudio las especies del
género Cantharellus presentaron un ITS muy similar
en tamafo. Las especies mexicanas demostraron
polimorfismo al compararlas con C. subalbidus pro-
veniente de los bosques de confferas de Oregon, EE
UU (no ilustrado), presentando hasta 1746 pb en su
ITS completo. En contraste, las especies mexicanas
no demostraron polimorfismo en sus fragmentos al
compararlas entre si. De igual manera, no se obser-
vé polimorfismo en colectas de diferentes lugares
biogeogréficos de la especie tipo (C. Cibarius). Los
resultados del ITS para C. cibarius en este estudio
contrastan para la misma especie con los de
Feibelman y cols. (1994), quienes determinaron el
tamafno del ITS completo encontrando variacion
intraespecifica en C. cibarius variando de 1375 a
mds de 1600 pb. Solamente una colecta de Cali-
fornia varié de 1400 a 1600 pb, mientras que el
resto de los C. cibarius varié de 1375 a 1425 pb.
Estos resultados probablemente se deban a la enzi-
ma Rsa 1 utilizadas por los investigadores. Asimis-
mo determinaron que la longitud del ITS completo
en las especies del género Cantharellus varia de 720
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Tabla Il. Ndmero de pares de bases del ITS nuclear completo Cantharellus spp. de México

Especie Habitat y Estado

Craterellus cinereus Bosque de pino-encino, Tamps.

Cantharellus cinnabarinus

Cantharellus lateritius

Cantharellus minor Bosque de encino, Tamps.

Cantharellus aff. minor

Bosque mesofilo de montana, Tamps.

Cantharellus

sp. Bosque de encino, Tamps.

Bosque mesoéfilo de montafia, Tamps.

Cantharellus aff. amethysteus Bosque de encino, N.L.
Cult. (tubo)2 (esclerocios)
Cult. (tubo)3 anaranjado

Cult. (tubo)4 blanco

Cult. (caja Petri)l caféobscuro

a 1600 pb para Cantharellus cibarius, C. minor, C.
cinnabarinus, C. lateritius, C. subalbidus y
Cantharellus sp., de diferentes regiones biogeogrd-
ficas, concluyendo que el ITS-1 es la regiéon mds
variable y que el ITS varia inter e intraespecificamente
en el género Cantharellus. Por otro lado, el aisla-
miento de C. cibarius in vitro es muy dificil, debido a
los requerimientos nutricionales, ambientales y por
la contaminacién que este hongo presenta a causa
de la presencia de una bacteria endobidtica natu-
ral. De los cinco cultivos que se estudiaron, se espe-
raba encontrar que los productos del PCRy los frag-
mentos digeridos de éstos presentaran similitud. Sin
embargo, solamente un cultivo puro lo presenté
(figuras 1y 2 linea 18, C. cibarius de Tamaulipas),
por lo que el resto de los cultivos se descartaron
hasta no compararlos con el ADN del basidiocarpo
de donde se aislaron. Hasta entonces no se puede
determinar si corresponden a C. cibarius o a otro
microorganismo. Asimismo, se requieren mds estu-
dios para determinar si la colecta 783 de C. cibarius
creciendo el encino en Tamaulipas, y que presentd
polimorfismo bien marcado con las enzimas Hinf | y
Dpn Il es realmente C. cibarius o un nuevo taxén.
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Bosque mesofilo de montana, Tamps.

Bosque mixto de pino- Encino, N.L.

Bosque mesofilo de montana, Tamps.

Num. colecta Num de Pb del ITS  Num de Pb del ITS
y herbario completo (Hinf'T) completo (Dpn 1I)
30 (ITCV) 656 857

S/N (ITCV) 650 847
812 (ITCV) 650 844
922 (ITCV) 646 838
1870 (ITCV) 637 831
7854 (ITCV) 646 842
771 (ITCV) 638 829
811 (ITCV) 645 835
796 (ITCV) 634 838
805 (ITCV) 635 832
816 (ITCV) 639 828
814 (ITCV) 639 828
119 (ITCV) 643 832
101 (CFNL) 1151 685
102 (CFNL) 675 605
103 (CFNL) 653 588
100 (CFNL) 593 611

Conclusiones

La variacién intra e interespecifica del ITS en la ma-
yorfa de los basidiocarpos de C. cibarius provenien-
tes de diferentes regiones y hdbitats de México no es
considerable. El RFLP no demostré polimorfismo en
la longitud de sus fragmentos de restriccién de la
region del ITS nuclear. Sin embargo, la longitud de
los fragmentos de restriccién varfa con las enzimas
utilizadas. Se requieren de técnicas moleculares con
mayor resolucién como la secuenciacién de
nucledtidos del ITS u otros genes para determinar
el grado de similitud o disimilitud de las especies
estudiadas y determinar si existe C. cibarius en Méxi-
co, debido a que la especie tipo es originaria de
Europa.

Resumen

Las especies del género Cantharellus son de gran
importancia econdémica y ecolégica. Sin embargo,
la variacién 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
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taxonémico molecular. EI'ITS de 35 colectas y cinco
cultivos puros de Cantharellus, provenientes del cen-
tro, sur y norte de México, fue analizado mediante
el uso de PCR (reaccién en cadena de la polimerasa)
y RFLP (polimorfismo de la longitud de los fragmen-
tos de restriccion). Las especies estudiadas fueron:
C. cibarius, C. lateritius, C. minor, C. cinnabarinus,
C. aff. amethysteus, Cantharellus spp. y Cr. cinereus
(=C. cinereus). El RFLP no demostré suficiente reso-
lucién para observar variacién inter e intraespecifica,
pero si demostré diferencias en cinco cultivos puros
de Cantharellus.

Palabras clave: México, Cantharellus, ITS, PCR,
RFLP, Sistemdtica molecular, Marcadores molecu-
lares.

Abstract

The species of Cantharellus are of great economical
and ecological importance. However, inter and in-
traspecific morphological variation exists within this
genus, making it difficult o taxonomically place some
of its species, including the type specie. Due to this
situation, a preliminary molecular taxonomic study
was performed. The ITS (internal transcribed spacer)
from 35 collections and five pure cultures of
Cantharellus, from the center, south and northeast
regions of Mexico, was analyzed by using PCR (poly-
merase chain reaction) and RFLP (restriction frag-
ment length polymorphism). The studied species were
C. Cibarius, C. lateritius, C. minor, C. cinnabarinus,
C. aff. amethysteus, Cantharellus spp., and Cr.
cinereus (=C. cinereus). The RFLP did not show
enough resolution fo see inter and intraspecific varia-
tion among the studied species, however, it did dem-
onstrate differences among the 5 pure Cantharellus
cultures.

Keywords: México, Cantharellus, ITS, PCR, RFLP,

Molecular systematic, Molecular markers
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