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RESUMEN

Algunas especies del género Oudemansiella (Physalacriaceae, Basidiomycota) han sido
reclasificadas Ultimamente debido a la similitud de sus basidiomas, a la complejidad de su
micromorfologia y a la falta de datos moleculares que contribuyan a su clasificacion
sistematica. En este trabajo revisamos 12 especimenes del complejo Oudemansiella
platensis-canarii colectados en el sur del Ecuador con el objetivo de proponer el mejor
método para su identificacion taxondmica. Los especimenes fueron comparados con
fotografias macroscépicas e ilustraciones micromorfolégicas de organismos tipo presentes
en la literatura revisada. Se obtuvieron secuencias de la region ITS-5.8S + LSU parcial de
ADNrn a partir de los basidiomas colectados en Ecuador y se las comparé mediante analisis
filogenéticos con secuencias similares disponibles en bases de datos. La estructura del
pileipellis fue la caracteristica micromorfolégica que aporté con mayor valor taxonémico,
presentando rasgos distintivos entre estas dos especies. El analisis filogenético multigénico
permitié definir molecularmente a las especies examinadas dentro de este complejo. La
correlacion morfoldgica y filogenética nos permitio identificar a las especies Oudemansiella

platensis y Oudemansiella aff. canarii, siendo esta Ultima un nuevo registro para Ecuador.

Palabras clave: regién ITS-5.8S, filogenia multigénica, basidiomas.



ABSTRACT

Some species of the genus Oudemansiella (Physalacriaceae, Basidiomycota) have been
reclassified lately due to the similarity of their basidiomata, the complexity of their
micromorphology and lack of molecular data that contribute to their systematic classification.
Here we review 12 specimens of the Oudemansiella platensis-canarii complex collected in
southern Ecuador and we try to propose the best method to facilitate their taxonomic
identification. The specimens were compared with macroscopic photographs and micro
morphological illustrations from type organisms present in the revised literature. Sequences
from the ITS-5.8S + partial LSU nrDNA were obtained from basidiomata collected in Ecuador
and they were compared by phylogenetic analyzes with similar sequences available in
databases. The micromorphological feature that contributed with greater taxonomic value
was the pileipellis structure, which is very distinctive between these two species. Multigene
phylogenetic analysis allowed us to define the examined species within this species complex
via molecular methods. Morphological and phylogenetic correlation was used to identify the
species Oudemansiella platensis and Oudemansiella aff. canarii, the latter being a new

record for Ecuador.

Key words: ITS-5.8S region, multigene phylogeny, basidiomata.



1. INTRODUCCION

Los hongos son organismos eucariotas muy diversos en el planeta, estimandose 1.5
millones de especies basados en la relacibn hongos-plantas vasculares de 6:1 segun
Hawksworth (1991). No obstante la estimacién de Hawksworth (1991) ha cambiado durante
la actualidad gracias a procedimientos de secuenciacion de nueva generacion donde el
namero de especies de hongos se estima en 5.1 millones (O’Brien et al., 2005; Blackwell,
2011). El Ecuador es considerado un pais megadiverso donde actualmente se encuentran
confirmadas 17.748 especies nativas de plantas vasculares y con la probabilidad de poseer
25.000 especies de plantas en total (Neill, 2012). Se estima que podemos encontrar entre
100.000 y 150.000 especies de hongos aplicando la relacion de Hawksworth (1991). Este
namero representaria el 10% de las especies de hongos del mundo. A pesar de esta gran
diversidad de especies de hongos que puede poseer Ecuador, solamente un pequefio
porcentaje ha sido estudiado hasta la fecha. Segun la revision bibliografica de Leessge &
Petersen (2008), se encuentran reportadas solamente 3.766 especies de hongos en el pais,

esto puede significar que aun el 97.5% de la diversidad de hongos esta por ser descubierta.

En este contexto, nuestros esfuerzos de investigacion se centran en la caracterizacion
morfolégica y molecular de las especies de hongos que se pueden encontrar principalmente
en el Sur del Ecuador. Asi por ejemplo, nos introducimos a la familia Physalacriaceae, la
cual fue nombrada por primera vez por Corner (1970), en la que se agrupé un conjunto de
géneros que segun Corner no encajaban dentro del orden Agaricales ni “Aphyllophorales”,
pero que si pertenecian a algin orden de los Homobasidiomycetes. Dentro de esta familia
se incluyeron algunos géneros como por ejemplo Armillaria (Fr.) Staude, Dactylosporina
(Clémencon) Dorfelt, Hymenopellis R.H. Petersen, Mucidula Pat., Oudemansiella Speg.,
Physalacria Peck (género tipo de la familia), Strobilurus Singer, Xerula Maire. Moncalvo et
al. (2002) compar6 un set de secuencias de la subunidad ribosomal grande (LSU) de ADNrn
pertenecientes a 877 secuencias de Agaricales en un intento por clasificar filogenéticamente

a este orden. Este andlisis de Moncalvo et al. (2002) permiti6 determinar que
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Physalacriaceae formaba un grupo monofilético bien soportado. Posteriormente, Petersen &
Hughes (2010) reconstruyeron una filogenia basada en la region ITS-5.8S de ADNrn usando
secuencias de algunas especies pertenecientes a esta familia, con esto concluyeron que
existen diferencias suficientes como para mantener separados los géneros Strobilurus,
Xerula, Paraxerula, Oudemansiella, Dactylosporina, Protoxerula y Ponticulomyces de

Agaricales.

Siguiendo este contexto dentro la familia Physalacriaceae damos énfasis al género
Oudemansiella, que comprende morfolégicamente un grupo de hongos agaricoides con
distribucion tropical a templada del sur (Yang et al., 2009). Segun Pegler & Young (1986),
los basidiomas de este género se caracterizan por su morfologia collybioide, con un
pileipellis hymenodérmico, el cual puede llegar a ser ampliamente desorganizado a través
de gelatinizacion o puede generar cistidias setoides conspicuas y amontonadas; sus
esporas son hialinas, inamiloides, subglobosas a elipsoides cortas, usualmente

voluminosas, produciendo una esporada blanquecina a color crema.

Clémencon (1979) reconoce 18 especies dentro de cinco grupos (= subgéneros) principales
dentro del género Oudemansiella basados en caracteres morfoldégicos como el pileo, estipe,
esporas, basidios, pleurocystidios, queilocistidios, ademas de su ecologia incluyendo el
sustrato en donde crecen. Sin embargo, esta clasificacion es muy antigua y contiene un
género que no esta reconocido en la taxonomia actual (i.e. Pseudomycenella), u otro que
esta reclasificado dentro de otra familia (i.e. Megacollybia), que actualmente se encuentra en
la familia Marasmiaceae (revisado en Index Fungorum Jul/2016, www.indexfungorum.org).
Este género Oudemansiella ha sido extensamente discutido por varios autores como Yang
et al. (2009), demostrando su complejidad y ambigiiedad morfologica en especial al analizar
sus basidiomas, la estructura del pileipellis y la ornamentacion de las basidiosporas. En el
trabajo de Yang et al. (2009) se revisaron morfologicamente varios taxones de
Oudemansiella s.str., dejando una reclasificacion en cuatro secciones, asi tenemos:

Dactylosporina, Mucidula, Oudemansiella y Radicatae.

Dentro de la seccion Oudemansiella se encuentra O. platensis (Speg.) Speg., cuya
distribucion esta restringida al nuevo mundo, especificamente a América Central y América
del Sur (Petersen et al., 2008; Petersen & Hughes, 2010). O. platensis actualmente presenta
una compleja clasificacion taxonémica morfologica (Yang et al., 2009) y molecular (Petersen

& Hughes, 2010), ademas esta estrechamente relacionada con O. canarii. Esta ultima
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especie fue descrita por primera vez en la isla de Java, Indonesia (Junghuhn, 1838) y tiene
una distribucion pantropical (Piepenbring, 2008) extendiéndose en algunos paises de
América Central, Norte América (Petersen & Hughes, 2010) y paises de Asia, Africa y
Europa (Pegler & Young, 1986; Yang et al., 2009). Estas dos especies han sido reportadas
con un elevado potencial alimenticio y son facilmente cultivables (Franco-Molano et al.,
2000; Ruegger et al., 2001; Piepenbring, 2008).

En la taxonomia morfol6gica se analizan diversas caracteristicas, como las macroscopicas o
visibles incluyendo el habito, superficie del pileo, estipe, textura o el color y olor dados
naturalmente o por reacciones con diferentes quimicos (Garnica et al., 2003). Por otra parte
las caracteristicas microscopicas pueden ser, pileipellis, contexto, estructura lamelar,
basidiosporas, coloracién de las hifas variante segun reactivos quimicos (Garnica et al.,
2003). Sin embargo, estas caracteristicas macro y micro pueden resultar ambiguas para
diferenciar Oudemansiella platensis y O. canarii, lo cual es comun entre especies de hongos

similares llevando a la inclusién de varias especies como un mismo taxén (Cruz et al. 2014).

Los datos moleculares pueden facilitar la identificacion de taxones morfolégicamente
idénticos o dificiles de distinguir (Cruz et al. 2014). No obstante, los datos moleculares
actualmente disponibles en bases de datos como secuencias de las regiones ITS-5.8S y
LSU para Oudemasiella platensis y O. canarii son escasos y algunos provienen de estudios
que carecen de datos morfolégicos de los basidiomas o que no han sido validados desde
material de herbario, lo que causa un desafio al momento de interpretar claramente las
filogenias generadas con esas secuencias. Petersen & Hughes (2010) muestra una filogenia
con dos clados donde en uno de ellos se agrupan secuencias para O. platensis y O. canarii

dejando ambigliedad en la distincién de estas dos especies.

Bajo estos antecedentes, siguiendo lineamientos de taxonomia clasica (caracteristicas
morfol6égicas) y molecular, usando secuencias de ADNrn ITS-5.8S junto con LSU parcial
(D1/D2), buscamos llegar a un mejor concepto de especie entre Oudemansiella platensis y

O. canarii, partiendo de material colectado en la regién Sur del Ecuador.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Area de estudio

Especimenes de Oudemansiella spp. fueron colectados durante Marzo/2014 — Julio/2015 en
el bosque tropical montano lluvioso de la Reserva Biolégica San Francisco (RBSF), en la
provincia Zamora Chinchipe, Ecuador (para detalles del sitio de colecta ver Beck et al.
2008). Los especimenes fueron secados a 50°C durante 24 horas y posteriormente
depositados en el Herbario de la Universidad Técnica Particular de Loja (HUTPL), Loja,
Ecuador. Ademas se revisaron especimenes de Oudemansiella depositados en el HUTPL

(ver listado de especimenes para este estudio en Anexo 1).

2.2. Métodos
2.1.1. Andlisis morfolégico de basidiomas

Los basidiomas fueron descritos en el campo segun sus caracteristicas macroscopicas
usando a Largent (1986) como referencia. Secciones finas del himendéforo de las muestras
secas fueron cortadas a mano y rehidratadas usando KOH al 3%. Las secciones fueron
examinadas microscopicamente a diferentes magnificaciones (100-1000X) usando el
microscopio 6ptico Zeiss Axioskop 2 equipado con contraste de fases. Se midié el largo y
ancho de 20 basidiosporas y por lo menos 10 unidades por cada tipo de estructura
microscopica encontrada. La forma de las basidiosporas fue asignada acorde a Largent et
al. (1977) y usando los valores de Q para su simetria segun la clasificacion establecida por
Bas (1969). Las estructuras observadas fueron dibujadas a escala con la ayuda de un tubo
de dibujo. La micromorfologia de los especimenes fue clasificada siguiendo a Largent et al.
(1977).

2.1.2. PCR directay secuenciacién

Las reacciones de PCR se realizaron utilizando el Phire Plant Direct PCR Kit (Thermo
Scientific). Fragmentos pequefios (<1 mm?® por cada espécimen) del himendéforo de los
7



basidiomas secos fueron colocados en tubos con 20 uL del Buffer de dilucion incluido en el
kit. Las muestras de herbario disponibles y almacenadas durante mas de 10 afios en el
HUTPL fueron tratadas con Proteineasa K (Ambion) a una concentracion de 200 pg/mL e
incubadas a 50°C por 30 minutos, después de destruir el tejido en el Buffer de Dilucion. La
region ITS-5.8S y LSU parcial (dominios D1/D2) de ADNrn fue amplificada usando los
primers ITS1 (5'-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3'; White et al. (1990) y NL4 (5-GGT
CCG TGT TTC AAG ACG G-3; ODonnell 1993). Las reacciones de PCR tuvieron un
volumen final de 20 pL y se realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante; la
temperatura de anillamiento de los primers fue de 55°C. La correcta amplificaciéon del
fragmento de ADN se verific6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con
GelRed™ Safe Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Hayward, USA). Los productos de PCR
fueron purificados utilizando 1.1 volimenes de PEG (20% Polietilenglicol 8000, 2.5 M NaCl)
e incubados a 37°C por 15 min, los pellet fueron colectados centrifugando a maxima
velocidad (14000 rpm) por 15 min. Los pellet recuperados se lavaron usando etanol (frio) al
80%. Después de que los pellet se secaron completamente, el ADN se resuspendié en
ddH,0 desionizada. Los amplicones se secuenciaron usando el mismo set de primers en la

empresa Macrogen (Seoul, Korea).

2.3. Analisis de datos moleculares

Se us6 el software CodonCode Aligner 5.1.4 (CodonCode Corporation, Centerville, MA,
USA) para generar secuencias consenso. La region ITS-5.8S fue extraida de las secuencias
consenso utilizando el software ITSx version 1.0.11 (Bengtsson-Palme et al., 2013). Las
secuencias fueron alineadas separadamente en dos alineamientos de secuencias multiples
usando MAFFT Version 7 (Katoh & Standley, 2013) mediante la estrategia G-INS-i. El primer
alineamiento incluyd un consenso de ITS-5.8S + LSU parcial Unicamente con las secuencias
generadas en este estudio. Para el segundo alineamiento se usé solamente la regiéon ITS-
5.8S de nuestras secuencias de Oudemansiella incluyendo las mas similares disponibles en

el GenBank (http://www.nchi.nlm.nih.gov/). Los arboles filogenéticos se realizaron en el

software MEGA6 (Tamura et al., 2013), usando el modelo de substitucion de nucleétidos
GTR+I+G con cinco categorias discretas y seguido de 1000 réplicas de bootstrap (MLB)
para el analisis de Maxima Verosimilitud (Nei & Kumar, 2000); y MRBAYES v3.2.5
(Huelsenbeck & Ronquist, 2001) donde se calcul6 la probabilidad posterior Bayesiana (PPB)
usando el modelo mas complejo de substitucién disponible (GTR+I+G), siguiendo a Whelan
et al. (2001), Douady et al. (2003), y Huelsenbeck & Rannala (2004).
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Los porcentajes de variabilidad entre secuencias se determinaron con el modelo Kimura de
2 pardmetros (Kimura, 1980) usando delecién de gaps por pares en el software MEGAG.
Como umbral de referencia para la determinacion de especies se uso el 3% de variabilidad
intra-especifica segun Nilsson et al. (2008). Los porcentajes superiores al 3% vy
correspondientes a un buen soporte filogenético fueron considerados como variacion entre

especies.



3. RESULTADOS

Oudemansiella platensis (Speg.) Speg., An. Soc. Cient. Argen. 12: 24. (1881)
[MB#179000].

Basionym Agaricus platensis Speg., An. Soc. Cient. Argen. 9: 161 (1880)
[MB#243873].

= Oudemansia platensis Speg. [nom. illeg.] An. Soc. Cient. Argen. 10: 280 (1880)
[MB#507736].

= Psalliota platensis (Speg.) Herter, Est. Bot. Reg. Uruguaya, Ill Florula Uruguay. PI.
Avasculares (Montevideo): 43 (1933) [MB#321068].

Holotipo (design. Spegazzini, 1880): ARGENTINA, Dist. Federal, Palermo, X.1880.
(LPS!
Epitipo ARGENTINA, Misiones Prov., Parque Nacional Iguazu, Isla San Martin, TFB

10746 (TENN 58954)

3.1. Macromorfologia de Oudemansiella platensis

Basidiomas en forma de sombirilla, pluteoides (Figura. 1). Pileo plano, orbicular, 27 - 63 mm
de diametro, color ligeramente plata o grisaceo, margen crenado, superficie del pileo
viscoso, escuamuloso. Lamelas adnatas a emarginadas, subdistantes a cercanas,
moderadamente anchas, 6 mm de alto, blancas, margen de lamelas liso, lamélulas
presentes. Estipe central, 36 - 70 mm, cilindrico, usualmente hinchado en la base,

escabroso, fibroso. Habito lignicola, creciendo en tronco de madera.
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Figura 1. Basidiomas de Oudemansiella platensis. a) Vista superior e inferior de los basidiomas. b) Habito

lignicola caracteristico de la especie. Las barras representan 10 mm.
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3.2. Micromorfologia de Oudemansiella platensis

Pileipellis (Figs. 2a, 3b) conformado por dos capas diferenciadas, el suprapellis siendo un
ixotricodermis desarticulado en empalizada compuesto por hifas largas cilindricas hialinas
(30 - 54 um), el subpellis compuesto por una dermis pigmentada en empalizada; los parches
del pileo (Figura. 3a) formados por un policistodermio 18 - 39 x 17 - 38 um con
aproximadamente seis (0 mas) células por cadena. Trama del himenéforo compuesta por
dos tipos de hifas hialinas paralelas: hifas cilindricas anchas, con pared celular gruesa y sin
fibulas, e hifas con pared celular fina, usualmente con fibulas. Queilocistidios (Figura. 3d)
con formas muy variables, siendo cilindricos o hinchados en la base y dicotbmicos en el
apice, raramente con fibulas. Pleurocistidios (Figura. 3e), ampuliformes, (151-) 198 - 295 (-
319) x (24-) 29 - 43 (-47) um, con una pared celular gruesa (1.5 - 2 um) en la parte media y
mas delgada (1 um) hacia el &pice, con un cuello cilindrico y 4pice obtuso, hialinas,
distribuidas en todo el himenéforo, facilmente distinguibles con la ayuda de una lupa o
estéreomicroscopio sobre la superficie de las lamelas pero sin alcanzar el margen lamelar.
Basidios (Figura. 3c) claviformes, (71-) 74 - 88 (-90) x (20) 21 - 29 (-32) um, cada uno con

cuatro basidiosporas, raramente con 2 basidiosporas, refringentes, con fibulas, pared celular

fina, esterigmas anchos y curvos. Basidiosporas (Figura. 3c) globosas a subglobosas, (18-)
19 - 22 (-23) x (17-) 18 - 21 (-23) pm, valor-Q (1.00-) 1.02 (-1.10); refringente, gutulados, con
pared celular gruesa (0.5-) 1 (-1.5).

Figura 2. Microfotografia de la estructura del pileipellis de a) Oudemansiella platensis (usando contraste de

fases), y de b) Oudemansiella aff. canarii. Las barras representan 20 um.
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Oudemansiella aff. canarii (Jungh.) Hohn., Sitzungsberichte der Kaiserlichen Akademie der
Wissenschaften Math.-naturw. Klasse Abt. | 118: 276 [2 repr.] (1909) [MB#178851

= Agaricus canarii Jingh., Praemissa in floram cryptogamicam Javae insulae: 82-83
(1838) [MB#246167]
= Amanitopsis canarii (Jingh.) Sacc., Sylloge Fungorum 5:27 (1887) [MB#166861]

3.3. Macromorfologia de Oudemansiella aff. canarii

Basidiomas en forma de sombrilla, pluteoides (Figura. 4). Pileo plano, orbicular, color crema,
margen plegado hacia arriba, rizado, superficie del pileo viscosa, escamosa. Lamelas libres
a adnexas, subdistantes, moderadamente anchas, blancas a crema, margen lamelar liso,

lamélulas presentes. Estipe central, con poco tomento basal, cilindrico, conico desde la base

hacia el apice, bulboso, escabroso, fibroso. Habito lignicola, cespitoso.

Figura 4. Oudemansiella canarii. a) Basidiomas de HUTPL(F)-497. b) Basidiomas de BCO02.
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3.4. Micromorfologia de Oudemansiella aff. canarii

Pileipellis (Figs. 2b, 5b) formado por dos capas, un suprapellis compuesto por un ixocutis
hialino y el subpellis siendo un dermis en empalizada suelto y pigmentado; los parches del
pileo (Figura. 5a) formados por cadenas de células globosas, moniliformes. Queilocistidios
(Figura. 5d) muy variables, sus hifas son largas y cilindricas, hinchadas en la base y en la
porcion media de los cistidios, usualmente con &pice dicotomico, con fibulas abundantes.
Pleurocistidios (Figura. 5e) ampuliformes con pared celular gruesa (1.5-2 um) en la porcion
media y mas delgada (1 um) hacia el apice, con un cuello cilindrico y un &pice obtuso,
hialinos, distribuidos sobre el himendforo. Basidios (Figura. 5¢) claviformes, 57 - 67 x 19 - 21
um, con contenidos refringentes, esterigmas anchos y curvos. Basidiosporas (Figura. 5c¢)
globosas a subglobosas, (16) 17 - 21 (23) x (16) 16 - 21 (23) um, valor-Q 1.00 - 1.07;
refringentes, gutuladas, pared celular gruesa.
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3.5. Datos moleculares

Las secuencias obtenidas, 13 en total de entre 1349 a 1361 pares de bases, corresponden a
Oudemansiella platensis y O. canarii s. lat. Estas secuencias consenso ITS-5.8S + LSU
parcial, filogenéticamente (Figura. 6) forman dos clados denominados 1 y 2 altamente
soportados (100% para MLB y PPB), correlacionados con la morfologia.

— O. platensis HUTPL(F)-901 EC
—— O. platensis HUTPL(F)-617 EC
——— O. platensis EC

O. platensis HUTPL(F)-1495 EC

O. platensis HUTPL(F)-583 EC
Clado 1

O. platensis HUTPL(F)-688 EC Oudemansiella platensis
sensu Petersen et al. (2008)
O. platensis HUTPL(F)-729 EC

7719 1 0. platensis HUTPL(F)-145 EC

63/91

O. platensis HUTPL(F)-593 EC

100/100

O. platensis HUTPL(F)-1496 EC
O. platensis HUTPL(F)-943 EC

—— O. canarii HUTPL(F)-497 EC Clado 2

QOudemansiella aff. canarii

100/100

0. canarii BC02 EC

0.002

Figura 6. Filogenia multigénica de las secuencias generadas en este estudio combinando las regiones ITS-
5.8S+LSU parcial de ADNrn. Los valores de bootstrap del andlisis de maxima verosimilitud y probabilidades
posteriores bayesianas (transformadas a porcentajes) se encuentran sobre las ramas (MLB/PPB). Solamente se
muestran los valores superiores a 50%.

La filogenia (Figura. 7) de la regién ITS-5.8S permite la distincién de tres clados altamente
soportados por valores de 100% para MLB y PPB, donde el clado 1 y 2 son los
correspondientes a la filogenia desde secuencias consenso (Figura. 6) y el clado 3

corresponde a secuencias provenientes de China y Sri Lanka obtenidas desde el GenBank.
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96/100|

87/100

84/91
100/100

100/100

100/100+

67/63

- O. platensis HUTPL(F)-617 EC

| “O. canarii” GQ892792 PR

— O. platensis GQ892789 AR *

O. platensis HUTPL(F)-1614 EC
O. platensis HUTPL(F)-901 EC
O. platensis HUTPL(F)-593 EC
O. platensis HUTPL(F)-583 EC
O. platensis HUTPL(F)-688 EC
O. platensis HUTPL(F)-729 EC
0. platensis HUTPL(F)-943 EC Clado 1
O. platensis HUTPL(F)-145 EC | Oudemansiella platensis
sensu Petersen et al. (2008)
O. platensis HUTPL(F)-1495 EC
O. platensis HUTPL(F)-1496 EC
r “O. canarii” GQ892790 CR

“O. canarii” GQ892791 DO
“O. canarii” AF321479 PR
“O. canarii” AF321478 PR

O. canarii HUTPL(F)-497 EC
O. canarii BC02 EC
O. canarii GQ892794 CR Clado 2
O. canarii AY216473 Oudemansiella aff. canarii

O. canarii GQ892793 USA

64/100
100/100 O. canarii GQ892796 USA
100/100 L— O. canarii AF321476 CH Clado 3
O. canarii KR265132 SL Oudemansiella canarii
100/100 |: O. australis AF321472 AU
O. australis AF321475 PG
100/100 | Dactylosporina glutinosa HM005138

! Dactylosporina sp. HM

0.02

005074

Figura 7. Arbol filogenético de la region ITS-5.8S de ADNrn. Las secuencias generadas en este trabajo se

encuentran resaltadas en negrita. El epitipo de

O. platensis designado por Petersen et al. (2008) esta sefialado

por *. Los valores de bootstrap del andlisis de maxima verosimilitud y probabilidades posteriores bayesianas

(transformadas a porcentajes) se encuentran sobre las ramas (MLB/PPB). Solamente se muestran los valores

superiores a 50%. El arbol estd enraizado con Dactylosporina como grupo externo. Los cddigos de paises

corresponden a: AR, Argentina; AU, Australia; CH, China; CR, Costa Rica; EC, Ecuador; DO, Republica

Dominicana; PG, PaplUa Nueva Guinea; PR, Puerto Rico; SL, Sri Lanka; USA, Estados Unidos.
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El clado 1 (Figs. 6 y 7) lo hemos denominado Oudemansiella platensis sensu Petersen et al.
(2008) el cual contiene los especimenes colectados en Ecuador y secuencias publicadas de
América Central y Argentina (Figura. 7). La variacion intra-especie de las secuencias
presentes en este clado varia entre 0 a 1.69% (Tabla 1). La secuencia del epitipo de O.
platensis con nimero de accesion GQ892789 (Petersen et al., 2008) colectado en Argentina

se incluye dentro de este clado.

Tabla 1. Variabilidad intra e inter-especifica de las secuencias entre los especimenes de Oudemansiella platensis
y O. aff. canarii de Ecuador y secuencias de O. canarii disponibles en el GenBank. Los parametros de distancias

se detallan en metodologia.

NUmero de Tamafio de ITS- Diferencias Diferencias
Nombre del especimenes* en 5.8S en pares intra- inter-

Clado clado cada clado de bases especificas especificas
1 Oudemansiella 11 699-703 0-1.69%

platensis

sensu Petersen

et al. (2008) 3.71-12.37%
2 Oudemansiella 2 707-708 0.57 - 2.31%

aff. canarii
3 O. canarii — 688-690 2.40%

*Los especimenes corresponden a las secuencias obtenidas de las colecciones de Ecuador.

El clado 2 (Figs. 6 y 7) contiene dos especimenes de Ecuador, uno colectado cerca de
Tena, Napo (HUTPL(F)-497), y otro colectado en Zamora, Zamora Chinchipe (BC02, cuya
secuencia fue obtenida a partir de un cultivo puro mantenido en el cepario de la UTPL ya
que su basidioma no fue ingresado al HUTPL porque se encontraba muy deteriorado y su
micromorfologia no podia ser analizada); ademas contiene secuencias de América Central y
América del Norte. También contiene una secuencia publicada en el GenBank identificada
como “O. canarii” (AY216473); sin embargo, esta pertenece a un documento no publicado
por lo que no se puede obtener mas informacion sobre esta secuencia (Figura. 7). La
variaciéon intra-especie entre las secuencias del clado 2 varia entre 0.57 a 2.31% (Tabla 1).
La distancia entre las hipotéticas especies (clado 1 y clado 2) varia entre 3.71% y 5.56%
(Tabla 1).

El clado 3 (Figs. 6 y 7) incluye una secuencia depositada en el GenBank identificada como
“O. canarii” proveniente de China (AF321476). Ademas, otra secuencia (KR265132),
aparentemente proveniente de Sri Lanka, ha sido ingresada recientemente al GenBank;
estas dos secuencias forman un tercer clado (soporte del 100% MLP y PPB) cuya

asignacion taxondomica es incierta (Figura. 7). La variacion inter-especifica de estas

19



secuencias del clado 3 comparado con las presentes los clados 1 y 2 indican diferencias del
9.98 — 12.37% (Tabla 1).
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4. DISCUSION

4.1. Morfologia

Las caracteristicas morfologicas macroscépicas de los basidiomas asignados a O. platensis
y O. aff. canarii coinciden con los especimenes tipo descritos y asignados por Petersen et al.
(2008). Sin embargo, Petersen et al. (2008) describié el tipo de basidioma de O. platensis
como armillarioide, lo cual para nuestra apreciacion es incorrecto ya que el tipo de
basidiomas armillarioides siempre tienen anillo en el estipe tal como lo define Largent
(1986). Por el contrario, ninguno de los basidiomas de O. platensis revisados y/o
presentados por Petersen et al. (2008) muestran rastros de un anillo o velo parcial. Por otra
parte, la micromorfologia de O. platensis y O. aff. canarii es altamente similar a los
basidiomas revisados, descritos y reportados por Petersen et al. (2008). Sin embargo,
nuestro espécimen de Ecuador correspondiente a O. aff. canarii presenta ligeras diferencias
en el tamafio de basidios (57-67 x 19-21 um; Figura. 5c¢) y basidiosporas (17 - 21 x 16 - 21
um; Figura. 5¢) con respecto del epitipo de O. canarii de Indonesia descrito por Petersen et
al. (2008) donde los basidios (78-90 x 25-30 um) y las basidiosporas (19-25 x 18-23 um) son
mas grandes. Probablemente O. canarii presente demasiada variabilidad morfolégica como
en muchos basidiomicetes (Oberwinkler, 2012) o simplemente son varios taxones
agrupados erréneamente como una sola especie (Cruz et al., 2014). Otras caracteristicas
como la forma de los queilocistidios se presentan altamente variables en nuestros
especimenes y en Oudemansiella por lo que seria una caracteristica ambigua y

probablemente sin valor taxonémico para diferenciar O. platensis de O. aff. canarii.

Claramente la similitud macroscopica entre las especies del complejo O. platensis-canarii
causa confusion al momento de su clasificacion, ya que la mayoria de secuencias estan
identificadas en el GenBank como O. canarii, y estas son inconsistentes entre los dos
clados. La diferencia morfolégica méas significativa entre las especies O. platensis y O.

canarii a nuestro parecer es la estructura del pileipellis. Tal como lo mencionan Baroni &
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Ortiz (2002) y Yang et al. (2009) esta estructura es muy diversa y distintiva en
Oudemansiella y permite identificar y confirmar especies de este género. Al comparar la
estructura del pileipellis de nuestros especimenes de O. platensis con las ilustraciones del
pileipellis del epitipo de O. platensis de Argentina asignado por Petersen et al. (2008)
encontramos una alta similitud entre ellos; es por esto que asignamos la especie
Oudemansiella platensis a los especimenes que presentaban la micromorfologia
demostrada en la Figura. 3b. Asi mismo, nuestro Unico espécimen de O. aff. canarii de
Ecuador al ser comparado con las ilustraciones del pileipellis del neotipo de O. canarii
colectado en Indonesia, revisado y asignado por Petersen et al. (2008) demuestran tener
una estructura de pileipellis muy similar (ver pileipellis de O. aff. canarii Figura. 5b). Sin
embargo, como se menciond anteriormente, existen diferencias en el tamafio de los basidios
y basidiosporas de nuestro espécimen de O. aff. canarii en comparacién al neotipo de
Indonesia. Por este motivo, y como no hemos revisado material de herbario (tipos) de O.
canarii, no podemos concluir que nuestro espécimen de Ecuador corresponde a O. canarii.
Con el fin de evitar mayores conflictos taxonémicos hemos propuesto el nombre O. aff.
canarii, ya que también hay datos moleculares que apoyan esta sugerencia (Figura. 7) como

se discute mas adelante.

4.2. Filogenia

La definiciébn molecular de especies se basa en las diferencias genéticas entre las diferentes
secuencias obtenidas. Nilsson et al. (2008) propuso un umbral del 3% de variabilidad
genética para la delimitacién de especies fungicas usando la region ITS-5.8S. En nuestro
estudio encontramos que la divergencia minima entre especies correspondientes al clado 1
y 2 es de 3.71% (Figura. 7) correspondientes para Oudemansiella platensis y O. aff. canarii
respectivamente lo cual supera el umbral antes mencionado. Adicionalmente las maximas
variaciones intra-especificas dentro de estos clados es de 1.69% (clado 1) y 2.31% (clado
2), los mismos que pueden incrementar o reducirse si es que analizamos un set mas grande
de datos ya que la tasa de cambio de nucleétidos de una regién de ADN no es universal y
puede variar entre diferentes taxones de hongos (Bruns et al., 1991; Nilsson et al., 2008).
Para trabajar con tasas de variacibn mas bajas y confirmar certeramente las especies de
preferencia se deberia hacer analisis filogenéticos multigénicos (Taylor et al., 2000; Bridge
et al., 2005). Al analizar estos genes combinando la regién ITS-5.8S + LSU parcial (Figura.
6) los clados se mantuvieron separados. Estos datos moleculares para el clado 1y 2 (Figs. 6
y 7) estan sustentados por la separacion morfolégica segun ciertas caracteristicas como por
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ejemplo el pileipellis que difiere entre los especimenes revisados del clado 1 y 2 como se

muestra en las figuras 3b y 5b.

A pesar de que hemos podido distinguir morfolégica y molecularmente nuestros
especimenes, aun sigue en discusion si las especies O. platensis y O. canarii son distintas.
Parte de la problematica es la informalidad (secuencias desde medio ambiente o sin
evidencia morfol6gica) del depdésito de secuencias en bases de datos como el GenBank, tal
como lo menciona Petersen & Hughes (2010). En estas bases de datos existen varias
secuencias que actualmente estan identificadas como O. canarii y que se agrupan en el
clado 1 de nuestra filogenia, el cual incluye una secuencia del epitipo de O. platensis
colectado en Argentina, GQ892789, y determinado por Petersen et al. (2008). Ademas estas
secuencias no son congruentes con la evidencia morfolégica y molecular de los
especimenes revisados en este estudio y la variacion de las secuencias no supera el 3%.
Bajo estos antecedentes proponemos los nombres de estas secuencias como dudosos, las
hemos marcado como “Oudemansiella canarii” y sugerimos al clado 1 como el clado

correcto para Oudemansiella platensis.

Queda la incertidumbre de establecer si las secuencias de los especimenes del clado 2
corresponden a Oudemansiella canarii s.str., porque a pesar de que la morfologia del
pileipellis de los especimenes colectados en Ecuador coincide con la morfologia del neotipo
colectado en Indonesia (Petersen et al., 2008), las secuencias con las que se relaciona
pertenecen Unicamente a especimenes colectados en el nuevo mundo, formando un clado
separado al de las secuencias de China y Sri Lanka, sugiriendo que puede existir un tipo de
especiacion alopatrica a nivel filogenético (Kohn, 2005; Giraud et al., 2008) pero que la
similitud en la morfologia del espécimen de O. aff. canarii de Ecuador en comparacion con el
neotipo de O. canarii puede darse debido a una stasis morfolégica (i.e. un estado de
ausencia de cambios morfolégicos o0 cambios minimos poco perceptibles) de estas dos
especies (Mueller et al.,, 2001), a pesar de la presencia de cambios notables a nivel
molecular (Wiley, 1978; Wake et al., 1983). Ninguna de estas secuencias se encuentra
asociada con alguna morfologia publicada hasta el momento. La pregunta ¢el clado 2
corresponde a O. canarii s.str.? nos queda aun sin respuesta debido a que otras secuencias
de O. canarii que forman el clado 3 pertenecen a especimenes colectados en China
(AF321476) y Sri Lanka (KR265132) segun las referencias dadas en la base de datos
GenBank. Sin embargo podria ser probable que las secuencias para los especimenes de
estas localidades sean las mas adecuadas para la especie O. canarii, ya que estdn mas
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cercanas al sitio de coleccion de los especimenes tipo de Oudemansiella canarii (Jinghuhn,
1838; Petersen et al., 2008). No obstante, el espécimen de China asociado a la secuencia
AF321476 fue reportado como no disponible por Petersen et al. (2008) asi que su identidad
no puede ser confirmada y la de Sri Lanka (KR265132) pertenece a un manuscrito no
publicado por lo que su identidad tampoco puede verificarse. Sin embargo no es nada
inusual en distintos continentes se encuentren las mismas morfo-especies, pero que estas
tengan diferente ubicacion en la filogenia, como lo indicado por Cruz et al. (2014) para
especies de Tulasnella (Tulasnellaceae, Basidiomycota). O el caso de Armillaria mellea (que
pertenece a la misma familia que Oudemansiella, Physalacriaceae, Basidiomycota), donde
se ha demostrado que las cepas presentes en América del Norte y Europa comparten
similitudes en su morfologia pero pertenecen a especies bioldgicas y filogenéticas diferentes
(Anderson et al., 1980, 1989).

Nuestros datos son alentadores con respecto de la correlacion morfolégica y molecular ya
que nos permitieron identificar estas dos especies hipotéticas; ademas contribuimos con un
nuevo reporte de O. aff canarii para Ecuador, que parecia estar restringido en paises

centrales y del norte del continente.
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CONCLUSIONES

La caracteristica micromorfolégica con mayor valor taxonémico dentro del complejo
Oudemansiella platensis-canarii es la estructura del pileipellis, ya que esta es muy distintiva

y permite identificar facilmente a las dos especies de este complejo.

Existe suficiente distancia entre la maxima variabilidad intra-especifica y la minima
divergencia inter-especifica entre las secuencias analizadas, manteniendo a nuestras
hipotéticas especies filogenéticas dentro del umbral del 3% de delimitacion de especies
definido por Nilsson et al. (2008).

El andlisis filogenético multigénico fue congruente con la filogenia de la regién ITS-5.8S,
aportando a nuestra hipotesis de que los especimenes de Oudemansiella platensis difieren

filogenéticamente con los de Oudemansiella aff. canarii.

La correlacion de datos morfolégicos y moleculares nos permitié identificar a las especies
Oudemansiella platensis y Oudemansiella aff. canarii, siendo esta Ultima un nuevo registro

para Ecuador.
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Anexo 1. Listado de especimenes revisados en este estudio.

ANEXOS

Numerg Especie Fecha Pais Provincia Cantoén Localidad Paraje

Herbario

HUTPL(F)-145  Oudemansiella platensis 8/2/2000 Ecuador Zamora Chinchipe  Zamora El Tambo Reserva Bioldgica San Francisco
HUTPL(F)-497  Oudemansiella aff. canarii  8/2/2013 Ecuador Napo Tena Liana Lodge

HUTPL(F)-583  Oudemansiella platensis 4/3/2014 Ecuador Zamora Chinchipe  Zamora El Tambo Reserva Bioldgica San Francisco
HUTPL(F)-593  Oudemansiella platensis 4/3/2014 Ecuador Zamora Chinchipe Zamora El Tambo Reserva Bioldgica San Francisco
HUTPL(F)-617  Oudemansiella platensis 4/24/2014  Ecuador Zamora Chinchipe  Zamora El Tambo Reserva Bioldgica San Francisco
HUTPL(F)-688  Oudemansiella platensis 7/3/2014 Ecuador Zamora Chinchipe  Zamora El Tambo Reserva Bioldgica San Francisco
HUTPL(F)-729  Oudemansiella platensis 8/6/2014 Ecuador Zamora Chinchipe  Zamora El Tambo Reserva Bioldgica San Francisco
HUTPL(F)-901  Oudemansiella platensis 2/6/2015 Ecuador Zamora-Chinchipe  Zamora El Tambo Reserva Bioldgica San Francisco
HUTPL(F)-943  Oudemansiella platensis 2/12/2015 Ecuador Zamora-Chinchipe  Zamora Zamora La Pituca

HUTPL(F)-1495 Oudemansiella platensis 6/4/2015 Ecuador Loja Loja Zamora Huayco Quebrada Pizarros
HUTPL(F)-1496 Oudemansiella platensis 6/4/2015 Ecuador Loja Loja Zamora Huayco Quebrada Pizarros
HUTPL(F)-1614 Oudemansiella platensis 7/7/2015 Ecuador Zamora-Chinchipe  Zamora El Tambo Reserva Bioldgica San Francisco
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