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RESUMEN

El género Xylaria contiene varias especies localizadas principalmente en regiones tropicales
como Ecuador, sin embargo la cantidad de estudios taxonémicos vy filogenéticos reportados
son escasos. Por lo que el objetivo del presente estudio fue realizar una caracterizacion morfo-
molecular de 20 especimenes de Xylaria colectados en la Reserva Biolégica San Francisco
(RBSF), Zamora-Chinchipe. Morfol6gicamente se logro clasificar 11 especimenes en ocho
morfo-especies, un espécimen no se logro relacionar a ningun epiteto conocido, por lo que se
puede tratar de una nueva especie. Los ocho especimenes restantes por su estado asexual
no se lograron clasificar para ninguna morfo-especie. Molecularmente se obtuvieron
solamente 19 secuencias de la region ITS-5.8S y LSU, que se agruparon en 13 clados. Ocho
de los 13 clados se correlacionaron con las definiciones morfolégicas a nivel de especie, un
espécimen en estado asexual se incluyé dentro del clado con una secuencia denominada
Xylaria aff. comosa. Los cinco genotipos restantes no presentaron ninguna relaciéon con las
secuencias disponibles. Acorde a la definicion de OTUs empleado, el umbral de 3% para la

region ITS resulta impreciso para definir especies en Xylaria.

Palabras clave: ITS; LSU; morfologia; molecular; Xylaria.



ABSTRACT

The genus Xylaria contains several species mainly located in tropical regions like Ecuador,
however the amount of taxonomic and phylogenetic studies reported are scarce. Therefore,
the objective of the present study was to perform a morpho-molecular characterization of 20
Xylaria specimens collected in the San Francisco Biological Reserve (RBSF), Zamora-
Chinchipe. Morphologically it was possible to classify 11 specimens in eight morpho-species,
one specimen was not able to relate to any known epithet, so it can be treated of a new species.
The remaining eight specimens by their asexual status were not able to classify for any
morpho-species. Molecularly only 19 sequences were obtained to the ITS-5.8S and partial
LSU regions, which were grouped into 13 clades. Eight of the 13 clades were correlated with
morphological definitions at the species level and an asexual specimen was included within
the clade with a sequence named Xylaria aff. comosa. The remaining five genotypes had no
relationship to the available sequences. According to the OTUs definition, the 3% threshold for

the ITS region is imprecise to define species in these group of Xylaria spp.

Keywords: ITS; LSU; morphology; molecular; Xylaria.



INTRODUCCION

El presente estudio tiene como objetivo realizar una caracterizacion morfo-molecular de
especimenes de Xylaria colectados en el bosque montano tropical de Reserva Biol6gica San
Francisco, buscando dar un aporte al conocimiento de la diversidad y taxonomia de este
género y especies.

El desarrollo de este estudio se dividié en cinco apartados, en el marco tedrico se detalla las
bases conceptuales referentes a aspectos generales como: ciclo de vida, clasificacion,
taxonomia e importancia en general del reino de los hongos en el ecosistema, luego se
profundiza en el filo Ascomycota detallando su taxonomia, caracteristicas de la familia
Xylariaceae y finalmente la morfologia del género Xylaria. En el apartado de materiales y
métodos se expone las particularidades del area de estudio, los especimenes que se
emplearon, asi mismo se expone la metodologia utilizada para realizar la caracterizacion
morfolégica y molecular ademas de los pasos a seguir para el analisis filogenético de los datos
obtenidos. En el capitulo de resultados y discusion se detalla la cantidad de especimenes
identificados morfolégica y molecularmente ademas de las descripciones de cada uno de ellos
en funcién de sus caracteristicas macroscopicas, microscopicas y relaciones filogenéticas
otorgando una serie de explicaciones que interpretan los resultados obtenidos, finalmente se
presentan las conclusiones y recomendaciones inferidas a partir de la informacion de este

estudio.

La importancia de este trabajo esta directamente relacionada al aporte de informacion sobre
la diversidad que presenta el género Xylaria, la cual hasta el momento es pobremente
conocida para Ecuador. Lo mismo es cierto para el reino Fungi en su totalidad, ya que se
estima que este reino posee un aproximado de 1.5 millones especies segin Hawksworth
(2001), de los cuales se conoce aproximadamente 100.000, es decir menos del 5% del total
(Kirk et al., 2008). Entre los grupos de hongos mas numerosos y conocidos se encuentran los
Ascomycetes y Basidiomycetes (Piepenbring, 2015). Dentro de los Ascomycetes se encuentra
la familia Xylariaceae Tul. & C., esta familia posee el género Xylaria Hill ex Schrank, uno de
los mas numerosos con aproximadamente 300 especies validadas (Henrici, 2016). No
obstante mas de 700 epitetos de Xylaria se encuentran enlistados en el Index Fungorum (visto
20 de Enero de 2016) (Fournier et al., 2011). Los miembros de Xylaria al igual que otros
géneros dentro de Xylariaceae prestan diversos servicios ecoldgicos, como por ejemplo

generando componentes sustanciales de los ecosistemas terrestres, desempefiando un rol



importante como descomponedores de materia organica (celulosa y lignina) provenientes

especialmente de plantas angiospermas y gimnospermas (Nilsson & Daniel, 1989).

A pesar de la importancia ecoldgica que poseen los hongos y en especial las especies de
Xylaria, se dificulta su entendimiento debido a falta de estudios sistematicos, taxonémicos y
ecolégicos, principalmente en los tropicos (Nilsson & Daniel, 1989). Otro factor que ha limitado
la determinacién de especies es la dificultad de evaluar su alta variabilidad morfologica y la
elevada similitud de formas y medidas entre varias especies del género, e inclusive con otros
géneros hermanos como lo son Kretzschmaria e Hypoxylon dejando muchas veces
inadecuadas definiciones (Van der Gucht, 1995). El desarrollo de técnicas moleculares y
andlisis filogenéticos ha ayudado constantemente en la solucién a esta problematica de
taxonomia clasica (Solérzano, 2012). Las regiones de DNA nuclear ribosomal (DNArn) como
ITS-5.8S y LSU se han usado tradicionalmente para examinar posiciones filogenéticas y
relaciones a nivel de especies o dilucidar problemas a nivel intra-especie (Lee et al., 2000).
No obstante, el desarrollo de estas tecnologias ha sido beneficioso, pero también perjudicial
debido a que muchos estudios de diversidad se basan exclusivamente en marcadores
moleculares como ITS denominado barcode universal (Schoch et al., 2012). Esto provoca la
delimitacion de unidades taxondémicas operacionales moleculares (MOTUs)= “especie
hipotética” que puede errGneamente aumentar o minimizar la diversidad real de especies
presentes en los diferentes ecosistemas (VrAlstad, 2011). Por esta y otras razones se
recomienda que la definicion de especies y su diversidad se desarrolle de forma integrativa
con la mayor cantidad de informacion o evidencias ya sean estas morfologicas, moleculares

o0 ecologicas (Puillandre et al., 2012).

Bajo estos antecedentes se realizd la colecta de especimenes con caracteristicas
macroscopicas para el género Xylaria en la RBSF. Estos especimenes fueron analizados
buscando detallar las caracteristicas macro y microscopicas de los ascocarpos, como por
ejemplo tipologias de ascas, ascosporas y aparato apical que permitieron generar
ilustraciones cientificas. En el caso de la caracterizacion molecular se realiz6 varias PCR
buscando amplificar la region ITS-5.8S y LSU parcial, para luego con las secuencias
desarrollar los analisis filogenéticos. Esta integracion de datos morfolégicos (descripciones y
claves taxondémicas) y datos moleculares para DNArn ITS-5.8S y LSU parcial nos dejé un total
de ocho especies correlacionadas correctamente segin sus epitetos. Un espécimen
probablemente se trate de una especie nueva al no haber ninguna especie descrita con sus
morfologias y sus datos moleculares la separan de las ya reportadas en la base de datos del

GenBank. Una especie en estado asexual segun los datos moleculares corresponde a la

4



especie Xylaria aff. comosa. Ocho especimenes por su estado asexual, no fueron posibles de
describir morfolégicamente y sus datos moleculares solamente permiten corroborar que son
Xylaria spp.



CAPITULO 1.

MARCO TEORICO



1.1 Aspectos generales

1.1.1 Ciclo de vida

La mayoria de los hongos presentan la capacidad de reproducirse tanto de manera sexual
como asexual. En el caso de la reproduccion sexual se produce principalmente en tres etapas:
plasmogamia, cariogamia y meiosis (Piepenbring, 2015). En la plasmogamia se da la fusion
entre las membranas de dos gametos haploide aunque también puede ocurrir por la union de
dos hifas no especializadas siempre y cuando sean compatibles, inmediatamente posterior a
esta fusion ocurre la cariogamia, lo cual da origen al cigoto diploide, finalmente este nicleo se
divide por meiosis, donde se produce la recombinacion del material genético y da lugar a la

formacion de cuatro nucleos haploides (Webster & Weber, 2007).

En cuanto a la reproduccion asexual esta se da por la particion de las hifas cada uno de las
cuales tiene la posibilidad de formar un nuevo individuo, aunque también se puede dar
mediante la generacién de conidios o esporas, las ventajas que presenta este tipo de
reproduccion es la rapidez del proceso, la gran cantidad de individuos que se originan y el alto

grado de viabilidad de los mismos (Curtis et al., 2008).

1.1.2 Clasificacion y taxonomia

El uso de un sistema de clasificacién es imprescindible con la finalidad de conocer, explicar y
organizar toda la informacion que se genera en relacion a los organismos presentes en el
ecosistema (Crisci & Lopez, 2002). Generalmente esta clasificacion se basa en el analisis de
caracteres morfoldgicos macroscépicos y microscopicos aunque en muchos de los casos esto
no sea suficiente, un ejemplo de esto son los hongos donde el nimero de caracteristicas
observables no basta para definir las aproximadamente 100.000 especies descritas y las miles
por describir (Rogers, 2000), por esto se ha recurrido a la unificacion de analisis
microscopicos, bioquimicos y actualmente técnicas de secuenciacion de ADN (ITS-5.89), lo
cual ha elevado la comprensién de las relaciones flngicas en varios niveles de clasificacion
(Piepenbring, 2015). Estos avances permitieron mejorar y dilucidar clasificaciones anteriores
donde se utilizé ciertas similitudes de los hongos, como la presencia de una pared celular y
su inmovilidad para agruparlos junto con las plantas, hasta el momento en el que aparecieron
los seis reinos hasta ahora conocidos y mediante analisis mas rigurosos estos fueron
separados y asignados al reino de los hongos (Curtis et al., 2008). Empleando datos de
secuencia de ADN se presume gque el ancestro en comun de los hongos surgié del agua a
partir de células eucariotas hace aproximadamente 1.000 millones de afios (Moore et al.,
7



2011), este ancestro probablemente presentaban un flagelo en la parte posterior que fungia

como propulsor ademas de la presencia de moléculas de quitina en su estructura.

Dentro del reino de los hongos se encuentran principalmente los denominados hongos
verdaderos los cuales presentan una pared de quitina y se dividen en cinco grandes grupos
cada una con caracteristicas morfologicas distintivas, por ejemplo la division Ascomycota
presenta (ascas con ascosporas), Basidiomycota (basidias y basidiosporas),
Blastocladiomycota  (células  flageladas), = Chytridiomycota (células flageladas),
Glomeromycota (arbusculos) contiene a la mayoria de hongos micorrizicos y la division

Zygomycota (zigosporas con suspensores) (Piepenbring, 2015).

1.1.3 Importancia ecoldgica y biotecnolégica

Los hongos son componentes esenciales de muchos sistemas ecoldgicos esto debido a las
diversas funciones que cumplen, incluso han llegado a ser considerados los principales
descomponedores de materia organica a través de la secrecion de enzimas, contribuyendo
asi al recambio de nutrientes del ecosistema (Christensen, 1989), ademas su capacidad
degradadora no se limita a material vegetal o animal (eg. mas de 30 especies de hongos son
capaces de degradar plastico o incluso petréleo) (Nabors et al., 2006). Los hongos son los
principales aliados de multiples especies de plantas formando micorrizas, las cuales son
indispensables para un buen crecimiento de las mismas, también se los puede encontrar como
parasitos de algunas especies de plantas y animales dominantes lo cual ayuda al equilibrio
de la biodiversidad (Piepenbring, 2015). Muchos hongos cumplen un rol importante en la
medicina y la obtencién de metabolitos, tanto asi que el primer antibiético (penicilina) se aislé
a partir de un hongo, considerandose asi a los hongos como las principales fuentes para la

obtencion de este tipo de moléculas y productos médicos (Nabors et al., 2006).

1.2 Ascomycetes

El filo Ascomycota es uno de los mas grandes y diversos dentro del reino de los hongos con
un aproximado de 64.000 especies descritas (Kirk et al., 2008), todas estas especies se
distribuyen en diversos ecosistemas alrededor del mundo ya que la mayoria pueden ser
cosmopolitas. Esta diversidad contiene variados problemas taxonémicos debido a que estos
hongos presentan estados asexuales lo que dificulta e incrementa la ambigliedad de su
definicion requiriendo analisis filogenético para su correcta asignacion de especies (Schoch
et al., 2009).



Las estructuras asexuales son la principal forma de reproduccion de los Ascomycetes. Las
esporas asexuales se denominan conidios los cuales se forman por mitosis en los extremos
de las hifas modificadas conocidas como conidiéforos (Piepenbring, 2015). Por otra parte la
reproduccion sexual se inicia con la atraccion entre dos micelios haploides distintos cada uno
de los cuales da origen a un gametangio uno llamado anteridio y otro ascogonio.
Posteriormente se lleva a cabo la plasmogamia a través de una excavacioén llamada tricogina,
donde se acercan los nucleos y se comienzan a producir hifas dicarioticas septadas por parte
del ascogonio. Las hifas se unen y forman un cuerpo fructifero conocido como ascocarpo, en
esta estructura se desarrolla unos sacos llamados ascas, donde se da la cariogamia en el
asca y el nucleo (diploide) se divide por meiosis dando lugar a ocho ndcleos (ascosporas),
otras especies pueden hacerlo por mitosis e inclusive generar conidios a partir de las
ascosporas (Nabors et al., 2006).

1.2.1 Taxonomia de Ascomycetes

La mayoria de Ascomycetes se caracterizan por presentar una estructura especializada
denominada asca la cual contienen elementos de reproduccion llamadas ascosporas. La
clasificacion de este filo anteriormente se basé en esta informacién (Schoch et al., 2009), es
asi que se denomind Discomycetes si tiene forma de copa el cual se denomina apotecio,
Pyrenomycetes forma de botella conocido como peritecio y Plectomycetes con ascoma
globoso sin abrirse del todo llamado cleistotecio (Piepenbring, 2015).

En la actualidad el filo Ascomycota presenta tres subdivisiones: donde Taphrinomycota y
Saccharomycotina son los grupos basales que contienen pocas especies, muchas de las
cuales se encuentran en estado levaduliforme, y otro grupo Pezizomycotina en el cual se
encuentran la mayor cantidad de especies con ascomas y sin levaduras (Piepenbring, 2015).
Dentro de esta Ultima subdivision se encuentra la clase Sordariomycetes, orden Xylariales y

familia Xylariaceae.

1.2.2 Familia Xylariaceae

La familia Xylariaceae Tul. & C. Tul.,, es la mas grande dentro del orden Xylariales
(Ascomycetes), se define principalmente como un grupo de pirenomicetos estromatoliticos
con ascas unitunicadas caracterizado por un aparato apical que reacciona al iodo tifiéndose
de azul y ascosporas pigmentadas de color marrén con hendidura germinal (Van der Gucht,
1995). La mayor parte de los miembros de esta familia presenta una distribucién cosmopolita

pero es en las regiones tropicales y subtropicales en donde se encuentra la mayor diversidad
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(Sir et al.,, 2012), inclusive varios géneros presentan un distribucibn netamente tropical
(Stadler, 2011). Dentro de la familia Xylariaceae se ha registrado un total de 39 géneros
descritos (Ju & Rogers, 1996; Rogers et al., 1996) sin embargo segun una actualizacion de
U'ren et al. (2016) existen un total de 85 géneros y 1.343 especies aceptadas, también esto
puede variar segun la opinién individual ya que algunos géneros se estan por confirmar. Las
especies de esta familia prestan diversos servicios ecoldgicos como por ejemplo:
descomponedores de materia organica especialmente de plantas angiospermas y
gimnospermas, por la gran capacidad para degradar celulosa y lignina causando la
podredumbre blanca en el tejido vegetal (Nilsson & Daniel, 1989). Adicionalmente se puede
encontrar Ascomycetes de esta familia como patégenos de plantas, o asociados con termitas

y otros como hongos enddfitos ( Rogers et al., 2005; Petrini & Petrini, 1985).

Estudios de la familia Xylariaceae en diversidad, molecular o ecoldgica en América del Sur
son muy escasos, dejando pocos paises como referencia, por ejemplo: Argentina (Hladki &
Romero, 2010, 2009, 2007), Colombia (Soto & Bolafios, 2013), Brasil (Trierveiler-Pereira et
al., 2009; Hamme & Trinidad, 2002; Poroca, 1986) y Venezuela (Rogers & Callan, 1988). En
el caso de Ecuador el mayor esfuerzo destinado al estudio de la familia Xylariaceae fue el
realizado por Leessge (2002) donde se aporta con nhuevos datos y registros a este grupo de

hongos.

1.2.3 Morfologia del género Xylaria

Xylaria Hill ex Schrank es uno de los géneros mas numerosos dentro de la familia Xylariaceae,
el cual se caracteriza por presentar ascocarpos en general carbonosos, agrietados, rugosos,
peritecios en su mayoria completamente embebidos en el estroma, ostiolos papilados o
umbilicados de color negro, ascas cilindricas inoperculadas estipitadas con anillo apical el
mismo que presenta una reaccién amiloide en melzer y ascosporas de color marrén a negro
con poro germinal (Rogers & Samuels, 1986). Este género es conocido principalmente por su
historia taxondmica la cual es confusa debido a que existe un alto grado de variabilidad de las
caracteristicas morfolégicas dentro de los individuos de una misma especie o similitud entre
especies diferentes. En este grupo de hongos estructuras como los estromas pueden variar
mucho en tamafio, color y en forma, estos pueden ser filiformes, ensanchados, simple o
bifurcado ya sea en la base o en la punta similares en multiples especies del género (Lee et
al., 2000).

Otro factor a tomar en cuenta es que muchas especies de Xylaria son cosmopolitas por lo que
han sido descritas mas de una vez en estados de desarrollo y localidades diferentes, lo que

ha provocado que varios autores en diferentes momentos proporcionen distintos nombres a
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una misma especie. Ademas a este problema se suma que las descripciones originales son
muy pobres y la mayoria solo se basan en la forma, color y dimensiones del ascocarpo y las
ascosporas ( Whalley, 1996; Rogers, 1979) y no se toma en cuenta las caracteristicas del
asca, aparato apical y la superficie de las ascosporas (Suwannasai et al., 2012) que presentan
un mayor aporte en cuanto a la delimitacion de especies. Estas discrepancias taxonomicas se
deben al hecho de que los conceptos de especie para hongos y especialmente en Xylaria han
variado notablemente entre autores, sumado a la carencia de informacion o ambigiiedad

inclusive del material tipo que dio origen al género (Fournier et al., 2011).

1.3 Objetivo o pregunta de investigacion

El presente estudio tiene como objetivo identificar especies del género Xylaria presentes en
el bosque montano tropical de la Reserva Bioldégica San Francisco (RBSF) en el sur de

Ecuador.

Objetivo General

Realizar una caracterizacion morfolégica y molecular de especimenes de Xylaria colectados
sobre madera en descomposicién y asi brindar un aporte taxonémico y de diversidad de

especies presentes en el bosque de la RBSF en el Sur del Ecuador.

Objetivo especifico

- Caracterizar morfolégicamente ascocarpos de Xylaria spp. colectados en la Reserva
Bioldgica San Francisco provincia de Zamora Chinchipe.
- Caracterizar molecularmente ascocarpos de Xylaria spp. colectados en la Reserva

Bioldgica San Francisco provincia de Zamora Chinchipe.
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CAPITULO II.
MATERIALES Y METODOS
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2.1 Area de estudio

La Reserva Bioldgica San Francisco (RBSF) se encuentra ubicada entre las provincias de
Loja y Zamora Chinchipe (Figura 1), conformada por 1.000 hectareas de la Cordillera del
Consuelo y bordeada por el Parque Nacional Podocarpus, conformada por transectos de
bosque montano y algunas areas perturbadas. Presenta un rango altitudinal comprendido
entre los 1.850 a 2.700 m s.n.m. La topografia es muy escarpada con pendientes de entre 40-
60° hasta un maximo de 90°. La temperatura promedio anual es de 15 a 17°C (Bussmann,
2003) y la precipitacién media anual de 1.950 a 2.200 mm, esta localidad ha sido catalogado
como un bosque montano tropical lluvioso (Bussmann, 2003).

Figura 1. Mapa indicativo del area de la Reserva Bioldgica San Francisco (RBSF). Transectos
muestreados (AT y T2) dentro de la RBSF (flecha negra).
Fuente: http://www.tropicalmountainforest.org/

2.2 Especimenes estudiados

Se examinaron 20 especimenes de Xylaria spp. depositados en la seccién Fungario del

Herbario de la Universidad Técnica Particular de Loja (HUTPL). Los especimenes fueron

13


http://www.tropicalmountainforest.org/

colectados previamente por el personal del Fungario en el periodo Abril 2014 - Octubre 2015
a lo largo de los senderos AT y T2 de la RBSF 03°58’18”S - 079°04'44”W, distribuidos entre
los 1.800 — 2.200 m s.n.m. Muchos de estos especimenes cuentan con datos del sustrato
sobre el cual se encontraban creciendo, el estado de maduracion de la fructificacion y sus
caracteristicas macroscopicas. Los cédigos de coleccion HUTPL(F) se encuentran detallados
enla Tabla 1.

Tabla 1. Datos de coleccién y codificacion de los especimenes estudiados dentro del herbario HUTPL.

HUTPL(F) |Provincia |Cantdn Localidad Colector
Zamora
581 Chinchipe |Zamora Reserva Bioldgica San Francisco |J. S. Eguiguren
Zamora
603 Chinchipe |Zamora Reserva Bioldgica San Francisco | A. Chamba
Zamora
604 Chinchipe |Zamora Reserva Bioldgica San Francisco | A. Chamba
Zamora
663 Chinchipe |Zamora Reserva Bioldgica San Francisco | A. Chamba
Zamora
704 Chinchipe |Zamora Reserva Bioldgica San Francisco | J. B. Beltrdn
Zamora- D. Cruz, P.P.Daniéls, O.
921 Chinchipe |Zamora Reserva Bioldgica San Francisco | Flores
Zamora A. Chamba, P. Daniéls & J.S.
1077 Chinchipe |Zamora Reserva Bioldgica San Francisco | Eguiguren
Zamora A. Chamba, P. Daniéls & J.S.
1083 Chinchipe |Zamora Reserva Bioldgica San Francisco | Eguiguren
Zamora A. Chamba, P. Daniéls & J.S.
1100 Chinchipe |Zamora Reserva Bioldgica San Francisco | Eguiguren
Zamora
1436 Chinchipe |Zamora Reserva Bioldgica San Francisco | A. Chamba; J.S. Eguiguren
Zamora
1437 Chinchipe |Zamora Reserva Bioldgica San Francisco | A. Chamba; J.S. Eguiguren
Zamora
1448 Chinchipe |Zamora Reserva Bioldgica San Francisco | A. Chamba; J.S. Eguiguren
Zamora
1458 Chinchipe |Zamora Reserva Bioldgica San Francisco | A. Chamba; J.S. Eguiguren
Zamora
1497 Chinchipe |Zamora Reserva Bioldgica San Francisco | A. Chamba; J.S. Eguiguren
Zamora
1514 Chinchipe |Zamora Reserva Bioldgica San Francisco | A. Chamba; J.S. Eguiguren
Zamora D. Cruz; J.S. Eguiguren; O.
1532 Chinchipe |Zamora Reserva Bioldgica San Francisco | Flores
Zamora D. Cruz; J.S. Eguiguren; O.
1533 Chinchipe |Zamora Reserva Bioldgica San Francisco | Flores
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Zamora D. Cruz; J.S. Eguiguren; O.
1542 Chinchipe |Zamora Reserva Bioldgica San Francisco | Flores

Zamora D. Cruz; J.S. Eguiguren; O.
1543 Chinchipe |Zamora Reserva Bioldgica San Francisco | Flores

Zamora
1559 Chinchipe |Zamora Reserva Biolégica San Francisco | J.S. Eguiguren; O. Flores

Fuente: Base de datos Fungario HUTPL.

2.3 Caracterizacién morfologica

Para la obtencion de las caracteristicas macroscopicas superficiales como coloracion y textura
ademas de medidas de largo y ancho de los ascocarpos se empled un calibrador y
estereomicroscopio. Para observar las caracteristicas microscopicas se realizé cortes
transversales y horizontales de los estromas donde se registré el color del estroma,
disposicion de los peritecios y tipologias de ostiolos, ascas y ascosporas, para lo cual se
empled la guia de estructuras microscopicas de Largent et al. (1977). Cada una de las placas
de los especimenes fueron sometidas a diferentes reacciones [i.e. una gota de azul de
algodon [(0,1 mg azul de anilina disuelto en acido lactico puro a 60 g); melzer (0.5 mg de
cristales de iodo, 1.5 mg ioduro de potasio, 20 mg de hidrato cloral, 20 mL de agua destilada);
y KOH al 3% respectivamente]. La observacion al microscopio se la realizé en el equipo
Olympus BX51 con iluminacion DIC, a magnificacion de 20X hasta 100X. Para que los datos
sean estadisticamente significativos se realiz6 30 mediciones del largo y ancho en la parte
mas gruesa de estructuras como: ascas y ascosporas, de estas Ultimas ademas se procedid
a calcular el valor Q (largo/ancho), ademas de fotografias de todas las estructuras
microscopicas con ayuda del software jwork (http://www.nahwoo.co.kr/iworks-series). Se
elaboraron ilustraciones cientificas para todas las muestras, con la ayuda de un tubo de dibujo

adaptado al microscopio Olympus BX51.

2.4 Caracterizacion molecular

Se realizé la extraccion de ADN desde los estromas de los distintos individuos de Xylaria
empleando principalmente porciones secas de los peritecios de aproximadamente 1 mm. Para
ello se utilizé el kit de extraccion Phire® Plant Direct PCR Kit (Thermo Scientific) bajo las
normativas estipuladas por el fabricante empleando la polimerasa Phire-Hot Start Il DNA. La
region de ADN a amplificar fue ITS-5.8S + LSU parcial (Dominio D1/D2).
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Los primers universales empleados para la PCR anidada fueron: primera PCR, ITS1-F 5'-
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’ (Gardes & Bruns, 1993), LR5 5-
TCCTGAGGGAAACTTCG-3" (Vilgalys & Hester, 1990) y segunda PCR, ITS1 5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3" (White et al., 1990) y NL4 5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-
3’(O’Donnell, 1993).

Las condiciones de PCR fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a 98°C por 5 s, 40
ciclos, cada ciclo constaba de un paso de desnaturalizacién a 98°C durante 10 s, anillamiento
de primers a una temperatura de 55°C por 20 s, una extension inicial a 72°C durante 30 sy la
extension final a 72°C por 10 min. El volumen de reaccion final de la PCR fue de 20 pl. Los
protocolos de PCR usados en este estudio estdn debidamente probados en estudios
anteriores desarrollados por Cruz et al. (2016, 2014, 2011) y Suarez et al. (2006).

Los productos de PCR fueron evaluados en electroforesis en geles de agarosa al 1%. Se tomo
1 uL del producto de PCR mas 1,5 uL de azul de bromofenol para cada pocillo y 1,5 uL de
marcador de peso molecular (1 Kb) fue adicionado en el primer pocillo como referencia. La
corrida del gel se realiz6 en el Buffer TBE 1X (Trisborato, EDTA). Las condiciones de corrida
fueron a 28 V, 300 mA durante 25 minutos. La observacién del gel se realiz6 en un

transiluminador UV.

Todos los productos positivos de la PCR fueron purificados utilizando Polietilenglicol al 20%
(PEG 8000, 2.5 M NaCl) e incubados a una temperatura de 37°C por 15 min, luego se procedi6
al centrifugando a maxima velocidad por 15 min y un posterior lavado usando etanol frio al
80%. Una vez que los tubos que contenian el pellet se secaran completamente el ADN se
resuspendid en agua desionizada. Todos los productos positivos fueron enviados a

secuenciar a Macrogen (Seoul - Korea).

Para el andlisis de las Unidades Taxondmicas Operativas (OTU) se emple6 OPTSIL (Goker
et al., 2009) a tres porcentajes de divergencia (3%, 5%, 7%) a partir del alineamiento de las

secuencias de la regién ITS-5.8S.

2.5 Analisis filogenético

Todas las secuencias obtenidas en este estudio fueron revisadas y editadas en el software
Codon Code Aligner 5.1.4 (CodonCode Corporation, Centerville, MA, USA). Luego se
procedié a realizar una comparacion entre las secuencias de nuestro estudio y las que se

encuentran en la base de datos GenBank, NCBI (http://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.cgi)
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usando la herramienta BLAST. Las secuencias se alinearon usando la estrategia GINSI en el
software MAFFT v.7.299 (Katoh & Standley, 2013).

Se construyd tres arboles filogenéticos del tipo Maxima verosimilitud bajo los parametros de
1000 réplicas de bootstrap (BS), modelo general time reversible (GTR) empleando el software
de analisis genético y evolucion MEGA v.6 (Tamura et al., 2013). Dos de los arboles se
realizaron separadamente para las regiones ITS-5.8S y otro con la regién LSU parcial mas
secuencias disponibles en la base de datos GenBank. Para la filogenia ITS-5.8S se realiz6 la
extraccion de toda la region ITS-5.8S de nuestras secuencias con el programa ITSx version
1.0.11 (Bengtsson-Palme et al., 2013). Asi mismo se desarroll6 un arbol filogenético
concatenado (ITS-5.8S —LSU parcial) para todas las secuencias generadas en este estudio.

Previo a los arboles citados en este estudio, se realizaron multiples filogenias preliminares
basadas en el método Neighbor joining, usando el software MEGA v.6, que no se muestran,
pero ayudaron al filtrado y seleccién de secuencias que no aportaban informacion, ni

afectaban los soportes de nuestros clados.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1 Caracterizacién morfologica

De 20 especimenes analizados de Xylaria se logrdé determinar morfolégicamente un total de
11 especimenes que corresponden a ocho morfo-especies: Xylaria adscendens, X.
anisopleura, X. apiculta, X. curta, X. globosa, X. multiplex, X. Telfairii y X. tuberoides. Por otra
parte ocho especimenes codificados como: HUTPL(F)-603, HUTPL(F)-604, HUTPL(F)-663,
HUTPL(F)-921, HUTPL(F)-1077, HUTPL(F)-1100, HUTPL(F)-1436, HUTPL(F)-1533 no
pudieron ser clasificados en morfotipos debido a su estado asexual-anamorfo con hifas y
conidias las cuales son similares en muchas especies. Dichas estructuras no representan un
valor taxonémico ya que es ambigua la discriminacion de especies (U’ren et al., 2016; Medel
et al., 2010). Por lo que no se puede asignar con certeza un epiteto a estos morfotipos, sin
embargo a pesar de esto en la actualidad existen demasiadas colecciones que consisten en
estromas estériles (anamorfos) que reciben nombres, lo cual incrementa la problematica y
confusion dentro de este género (Fournier, 2014). El espécimen con el codigo HUTPL(F)-1543
presento caracteristicas teleomérficas exclusivas y diferentes a todos los demas especimenes
y especies descritas segun las claves taxonémicas y bibliografia revisadas. Por esta razon a
este espécimen se lo considera un morfotipo diferente que podria representar una especie

nueva para la ciencia.

3.1.1 Especies identificadas

Xylaria adscendens. (Fr.) Fr., Nova Acta R. Soc. Scient. upsal., Ser. 3 1(1): 128 (1851)
[1855]. (Figuras 2, 3, 6).

Sindnimo: Sphaeria adscendens Fr. 1830

Ascocarpo de 32 — 50 x 3 — 5 mm, cilindrico solitario en ocasiones gregario no ramificado.
Apice estéril puntiagudo. Estipe 8 — 22 x 1 — 2 mm. Superficie externa color negro, rugoso con
grietas. Superficie interna color blanco a crema. Peritecios completamente inmersos en el
estroma de color negro. Ostiolos papilados que le otorgan una superficie aspera al exterior.
Ascas unitunicadas, estipitadas, cilindricas, inoperculadas conteniendo ocho ascosporas de
75 -84 x 4 — 5 um. Aparato apical de 2 — 3 x 1 — 2 um, presenta una reaccion amiloide al
melzer. Ascosporas de (10-) 11 (-12) x (4-) 5 (—6) um y un valor Q= 2.6 um (n= 30), elipsoides
inequilaterales uniseriadas, color marrén, con gotas de aceite al interno, y poro germinal

longitudinal en posicién ventral a lo largo de toda la longitud de la ascospora (Anexo 1).

Especimenes examinados: América del Sur, Ecuador, Zamora Chinchipe, el Tambo, Km 30

entre las provincias de Loja y Zamora Chinchipe, Reserva Biolégica San Francisco, transecto
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AT, creciendo sobre madera en descomposicion, 19-Mayo-2015, HUTPL(F)-1448; misma
localidad, transecto AT, creciendo sobre madera en descomposicion, 3-Abril-2014, HUTPL(F)-
604 (estado asexual).

Los especimenes (HUTPL(F)-1448, HUTPL(F)-604) para X. adscendens son similares a otros
caracterizados con descripciones detalladas por Trierveiler-Pereira et al (2009); Medel et al.
(2008); Van der Gucht (1995) Dennis (1974, 1957) a partir de colecciones provenientes de
Brasil, Papua Nueva Guinea, México y de bosques tropicales de América, En el caso de
HUTPL(F)-604 Gnicamente se cuenta con la caracterizacion filogenética debido a que por su
estado anamorfo no presenta estructuras caracteristicas que nos permitan su identificacion
morfolégica. Sin embargo el dato molecular asocia a la secuencia de este espécimen con

secuencias nombradas con X. adscendens (Figura 10).

Xylaria anisopleura (Mont.) Fr., Nova Acta R. Soc. Scient. upsal., Ser. 3 1(1): 127 (1851)
[1855]. (Figuras 2, 3).

Sinénimo: Hypoxylon anisopleuron Mont. 1840

Ascocarpo de 9 — 12 x 3 — 4 mm, subgloboso, moriforme clavado de crecimiento gregario,
generalmente no ramificado. Apice fértil redondeado. Estipe de 2 — 4 x 0.7 — 1. mm. Superficie
externa de color negro a marrén muy oscuro moriforme, aspera agrietada. Superficie interna
de color blanca con una pequeiia linea negra en la base del estroma. Peritecios inmersos en
el estroma de color negro. Ostiolos umbilicados. Asca con ocho ascosporas unitunicada
cilindrica estipitada, inoperculada de 142 — 164 x 9 — 12 um. Aparato apicalde 8 -9 x5-7
m, muestra una reaccion amiloide en el reactivo de yodo melzer. Ascosporas de (19-) 23 (-
28) x (7-) 9 (-13) um, valor Q= 2.4 (n= 30), elipsoides inequilaterales uniseriadas de color
marron oscuro, presentan de uno a dos gotas de aceite en el interior, poro germinal oblicuo o
en espiral longitudinal, generalmente en el lado ventral y de menor tamafio que la longitud de

la ascospora (Anexo 2).

Especimenes examinados: América del Sur, Ecuador, Zamora Chinchipe, el Tambo, Km 30
entre las provincias de Loja y Zamora Chinchipe, Reserva Bioldgica San Francisco, transecto
T2, creciendo sobre madera en descomposicién, 02-Junio-2015, HUTPL(F)-1458.

El espécimen (HUTPL(F)-1458) catalogado como Xylaria anisopleura se corresponde
correctamente en varios de sus caracteres morfolégicos macro y microscépicos a mas de sus
medidas, con las descripciones de especimenes de bosques tropicales revisados por
Trierveiler-Pereira et al. (2009); Ju & Rogers (1999); Van der Gucht (1995); Dennis (1974);
Carroll (1964).

20



Xylaria apiculata Cooke, Grevillea 8(no. 46): 66 (1879). (Figuras 2, 3).

Ascocarpo de 11 — 23 x 2 — 3 mm, cilindrico en ocasiones presenta hendiduras, de crecimiento
solitario. Apice fértil estrecho conico. Estipe de 5—10 x 0.4 — 1 mm, fibriloso. Superficie externa
aspera rugosa, dura de color negruzco. Superficie interna de color blanco a crema. Peritecios
completamente inmersos en el estroma, de color negro ubicados a los largo de todo el
estroma. Ostiolos poco visibles umbilicados. Ascas cilindricas, estipitadas, unitunicadas,
inoperculadas con ocho ascosporas de 90 — 110 x 6 — 10 um. Aparato apical de 9 — 11 x5 —
8 um, presentan una reaccion amiloide en presencia de melzer. Ascosporas de (14-) 16 (—18)
X (6=) 7 (-8) um, valor Q= 2.5 pm (n= 30), uniseriadas, elipsoides inequilaterales, con poro
germinal ventral longitudinal menor al tamafio de la ascospora (Anexo 3), con uno o dos gota

de aceite en el interior, ascosporas de color café a marron.

Especimenes examinados: América del Sur, Ecuador, Zamora Chinchipe, el Tambo, Km 30
entre las provincias de Loja y Zamora Chinchipe, Reserva Biolégica San Francisco, transecto
AT, creciendo sobre madera en descomposicion, 03-Abril-2014, HUTPL(F)-581; misma
localidad, transecto AT, creciendo sobre madera en descomposicion 03-Julio-2014,
HUTPL(F)-704.

Los especimenes (HUTPL(F)-581, HUTPL(F)-704) se asemejan claramente a la especie
Xylaria apiculata, la cual es ampliamente descrita por varios autores como por ejemplo Dennis
(1956) y Van der Gucht (1995).
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Figura 2. A-E. Xylaria adscendens: A, ilustracion, las flechas negras muestran ascas en formacién con
aparato apical, la flecha azul indica acosporas con presencia de un poro germinal. B, asca con ocho
ascosporas tefiida con KOH en aumento de 20X. C, asca joven pigmentada con coton blue en aumento
de 40X. D-E, ascosporas color marron tefiidas con melzer en aumento de 100X; F-J. Xylaria

22



anisopleura: F, ilustracion, las flechas negras muestran ascas en formacién con aparato apical, la flecha
azul indica ascosporas con presencia de un poro germinal. G, la flecha negra indica el aparato apical
de color azul tefiido con melzer en aumento de 100X. H, asca joven pigmentada con coton blue en
aumento de 100X. |, ascosporas de color marron tefiidas con melzer en aumento de 40X. J, ascosporas
de color marron tefiidas con melzer en aumento de 100X; K-N. Xylaria apiculata: K, ilustracion, las
flechas negras muestran ascas en formacion con aparato apical, la fecha azul indica ascosporas con
presencia de un poro germinal. L, asca tefiida con KOH en aumento de 20X, M, asca joven pigmentada
con coton blue en aumento de 20X, N, N, ascosporas tefiidas con melzer en aumento de 100X. Barras
=10 um.

Fuente: Autor.
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Figura 3. Fotografias de la superficie externa del ascocarpo de: A. Xylaria adscendens; B. Xylaria
anisopleura, la flecha negra muestra los peritecios embebidos en el estroma; C, D. Xylaria apiculata.
Barras= 1 cm.

Fuente: Autor.

D

Xylaria curta P. , Nova Acta R. Soc. Scient. Upsal. , Ser. 3 1 (1): 126 (1851) [1855]. (Figuras
4,5).

Sindnimo: Xylosphaera curta (Fr.) Dennis , Kew Bull. [13] (1): 103 (1958)

Ascocarpo de 23 — 33 x 3 — 6 mm, de crecimiento solitario, en ocasiones 2 a 6 juntos,
cilindricos. Apices fértiles redondeados. Estipe de 8 — 11 x 1 — 3 mm. Superficie externa de
color negro, aspero, rugoso, agrietada en ocasiones presenta una cubierta de escamas que
le confieren un color blanquecino. Superficie interna color crema un poco blanquecina en
ocasiones hueca. Peritecios completamente inmersos en el estroma, globoso de color negro.

Ostiolos papilados. Ascas unitunicadas, estipitadas, inoperculadas, cilindricas contiene ocho
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ascosporas de 65 — 77 x 4 — 8 um. Aparato apical de 2 — 3 x 1 — 2 um, con reaccion amiloide
en presencia del reactivo melzer. Ascosporas uniseriadas, inequilaterales, elipsoides de (9-)
10 (-11) x (4-) 4.5 (-5) pum, valor Q= 2.2 (n= 30), poro germinal transversal, aproximadamente
del tamafio del ascospora, ubicado en la parte ventral aunque en acciones también se la

puede observar en alguno de sus costados (Anexo 4), ascosporas de color marrén a café.

Especimenes examinados: América del Sur, Ecuador, Zamora Chinchipe, el Tambo, Km 30
entre las provincias de Loja y Zamora Chinchipe, Reserva Bioldgica San Francisco, transecto
T2, creciendo sobre madera en descomposicion, 25-Agosto-2016, HUTPL(F)-1532.

Nuestro espécimen (HUTPL(F)-1532) presentd una morfologia semejante a la mostrada por
descripciones para Xylaria curta detalladas en varios estudios por Trierveiler-Pereira et al.
(2009); Ju & Rogers (1999); Van der Gucht (1995); Dennis (1956) de muestras provenientes
de México, Brasil, Costa Rica, Francia y Venezuela, con ciertas variaciones en el tamafio del

ascocarpo sin embargo esto se puede deber al estado de desarrollo del espécimen.
Xylaria globosa (Pers.) Mont., (1855). (Figura 4, Figuras 5, 6).
Sin6nimo: Diderma globosum Pers. 1794

Ascocarpo de 16 — 29 x 4 — 8 mm, con formas muy variables algunas cilindricas otras con
forma de fresa. Apice fértil generalmente termina en punta pero en algunos caso se lo puede
encontrar un poco redondeado. Estipe de 5 — 14 x 1 — 2 mm, en algunos casos esta casi
ausente. Superficie externa color negra, rugosa, agrietada. Superficie interna color blanco un
poco crema una vez seca. Peritecios completamente embebidos en el estroma de color negro.
Ostiolos papilados. Ascas estipitadas, cilindricas, unitunicadas, inoperculadas con ocho
ascosporas de 146 — 210 x 8 — 14 um. Aparato apical de 7 — 10 x 5 — 7 um, presenta una
reaccion amiloide frente al reactivo melzer. Ascosporas de (25-) 28 (-33) x (8-) 9 (—11) um,
valor Q= 3 (n= 30), elipsoides inequilaterales, color marrén oscuro. Poro germinal menor al
tamafo de la ascospora trasversal oblicuo ubicado generalmente en la parte media (Anexo

5), presenta de una a dos gotas de aceite en el interior.

Especimenes examinados: América del Sur, Ecuador, Zamora Chinchipe, el Tambo, Km 30
entre las provincias de Loja y Zamora Chinchipe, Reserva Bioldgica San Francisco, transecto
T2, creciendo sobre madera en descomposicién, 07-Julio-2016, HUTPL(F)-1497; misma
localidad, transecto AT, creciendo sobre madera en descomposicién, 05-Junio-2014
HUTPL(F)-663 (estado asexual).

Los especimenes (HUTPL(F)-663, HUTPL(F)-1497) caracterizados como Xylaria globosa se

identificaron morfolégicamente en funcién del trabajo desarrollado por Hladki & Romero (2010)
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en el cual se presenta una clave taxonomica sobre el género Xylaria en Argentina. En relacion
al espécimen HUTPL(F)-663 no se cuenta con una caracterizacion morfologica del mismo
debido a que el material examinado se encontraba en estado asexual impidiendo asi su
identificacion en base a caracteres morfologicos. No obstante el andlisis molecular asocia a
la secuencia de este espécimen con secuencias nombradas como X. globosa en el GenBank
(Figura 10).

Xylaria multiplex (Kunze) Fr., Nova Acta R. Soc. Scient. upsal., Ser. 31(1): 127 (1851) [1855].
(Figuras 4, 5, 7).

Sinénimo: Sphaeria multiplex Kunze 1830

Ascocarpo de 17 — 48 x 1 — 4 mm, creciendo en grupos en algunas ocasiones ramificado o
gregario. Estipe de 3 — 22 x 1 - 2 mm. Apice fértil, Superficie externa de color negro lisa un
poco agrietada con surcos. Superficie interna de color blanco con una linea central de color
negro. Peritecios completamente inmersos en el estroma. Ostiolos papilados. Ascas
cilindricas, unitunicadas, inoperculadas, estipitadas con ocho ascosporas de 66 - 99 x 4— 6
pum. Aparato apical de 2 — 4 x 2 — 3 um, presentan reaccion amiloide frente al reactivo melzer.
Ascosporas de (11-) 13 (-16) x (4-) 5 (—=6) um, valor Q= 3 (n= 30) de color marrén elipsoides
inequilaterales, poro germinal longitudinal menor al tamafio de la ascospora (Anexo 6), con

dos gotas de aceite en el interior.

Especimenes examinados: América del Sur, Ecuador, Zamora Chinchipe, el Tambo, Km 30
entre las provincia de Loja y Zamora Chinchipe, Reserva Biologica San Francisco, transecto
AT, creciendo sobre madera en descomposicion, 21-Julio-2016, HUTPL(F)-1514; misma
localidad, transecto T2, creciendo sobre madera en descomposicién, 25-Agosto-2015,
HUTPL(F)-1542; misma localidad, transecto AT, creciendo sobre madera en descomposicion,
19-Mayo-2015, HUTPL(F)-1436 (estado asexual).

La caracterizacibn morfolégica de los especimenes (HUTPL(F)-1436, HUTPL(F)-1514,
HUTPL(F)-1542) se corresponden con la descripcién de Xylaria multiplex, la cual presenta
varios problemas, debido a su gran variacion en medidas y formas como lo describen ya varias
investigaciones realizadas por Hladki & Romero (2010); Trierveiler-Pereira et al. (2009);
Medel et al. (2008); Ju & Rogers (1999); Van der Gucht (1995); Dennis (1956). Esta especie
ha sido resaltada como una de las mas conflictivas dentro del género Xylaria segun Dennis
(1956), ya que se reporta que existe un gran numero de especies dentro de esta morfologia
constituyéndose en un complejo de especies (eg. Xylaria multiplex-arbuscula-apiculata)
(Medel et al., 2008). Adicionalmente se suma el hecho de que esta especie fue una de las

primeras en ser descrita dentro del género Xylaria, contando con mas diez sin6nimos
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dificultando una adecuada delimitacion de la misma (Medel et al.,, 2008). Uno de los
especimenes (HUTPL(F)-1436) se encontré en estado asexual lo cual impidié su definicién
morfoldgica. Sin embargo la secuencia molecular se agrupa con las secuencias para los otros

especimenes determinados como Xylaria multiplex (Figura 10).
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Figura 4. A-E. Xylaria curta: A, llustracion, las flechas negras muestran hifas y ascas con aparato apical,
la flecha azul indica ascosporas con presencia de un poro germinal. B asca con ocho ascosporas
tefiida con melzer en aumento de 100X. C, asca tefiida con KOH en aumento de 100X; D ascosporas
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tefiidas con melzer en aumento de 40X. E, ascosporas de color marron tefiidas con melzer en aumento
de 100X; F-J. Xylaria globosa: F, llustracion, las flechas negras muestran las ascas en formacion con
aparato apical, la flecha azul indica ascosporas con presencia de un poro germinal. G, asca con ocho
ascoporas tefiida con melzer en aumento de 40X. H, asca joven pigmentada con coton blue en aumento
de 100X. I, ascosporas de color marron, la flecha negra muestra el poro germinal en aumento de 100X.
J, ascosporas, la flecha negra indica la presenica del aparato apical pigmentado con melzer en aumento
de 40X; K-N. Xylaria multiplex: K, ilustracion, las flechas negras muestran las ascas en formacion con
aparato apical, la flecha azul indica ascosporas con presencia de un poro germinal. L, asca con ocho
ascosporas tefiidas con KOH en aumento de 100X. M, asca joven pigmentada con coton blue en
aumento de 100X. N, ascosporas de color marron tefiida con KOH en aumento de 100X, N, ascosporas,
la flecha negra indica la presenica del aparato apical tefiido con KOH en aumento de 100X . Barras=

10 pm.
Fuente: Autor.
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Figura 5. Fotografias de la superficie externa del ascocarpo de: A. Xylaria curta, la flecha negra indica
los peritecios embebidos en el estroma; B. Xylaria globosa; C, D. Xylaria multiplex. Barras= 1 cm.
Fuente: Autor.
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Figura 6. A, B Xylaria adscendens estado asexual (HUTPL(F)-604): A, fotografia del ascocarpo, B, hifa
septada teflida con coton blue en aumento de 40X; C, D. Xylaria aff. comosa estado asexual
(HUTPL(F)-921): C, fotografia del ascocarpo. D, hifas septadas tefiidas con coton blue en aumento de
40X; E, F. Xylaria globosa estado asexual (HUTPL(F)-663): E, fotografia del ascocarpo. F, hifas
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septadas teflidas con melzer en aumento de 40X; G, H. Xylaria sp. estado asexual (HUTPL(F)-603): G,
fotografia del ascocarpo, H, hifa septada tefiida con coton blue en aumento de 40X; |, J. Xylaria sp.
estado asexual (HUTPL(F)-1077): 1, fotografia del ascocarpo, J, conidioesporas tefiidas con coton blue
aumento de 100X. Las barras de la las fotografias de la columna izquierda equivalen a 1 cmy las de la
columna derecha a 10 pm.

Fuente: Autor.

Figura 7. A, B. Xylaria sp. estado asexual (HUTPL(F)-1100): A, fotografia del ascocarpo. B,
conidiosporas tefiidas con coton blue en aumento de 40X; C, D. Xylaria multiplex estado asexual
(HUTPL(F)-1436): C, fotografia del ascocarpo. D, resto de ascospora tefiida con melzer en aumento de
100X; E, F. Xylaria sp. estado asexual (HUTPL(F)-1533): E, fotografia del ascocarpo, F, hifas septadas
tefiidas con KOH en aumento de 100X. Las barras de las fotografias de la columna izquierda equivalen
alcmy las de la columna derecha a 10 um.

Fuente: Autor.

Xylaria telfairii (Berk.) Sacc., Syll. fung. (Abellini) 1: 320 (1882). (Figuras 8, 9).
Sindnimo: Sphaeria telfairii Berk. 1839

Ascocarpo de 62 — 95 x 13 — 14 mm, solitario o en grupos muy pequefios, cilindrico, clavado.
Apice redondeado fértil. Estipe de 16 — 57 x 4 mm, en la mayoria de los casos es muy corto.

Superficie externa lisa, dura, color amarillento a café amarillento. Superficie interna color
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blanco con el tiempo se puedo volver hueca. Peritecios embebidos en el estroma de color
negro. Ostiolos umbilicados puntiformes. Ascas unitunicadas, estipitadas, inoperculadas con
ocho ascosporas cilindrica de 124 — 153 x 6 — 11 um. Aparato apical de 5 -6 x 3 —= 5 um,
muestra una reaccion amiloide en presencia de melzer. Ascosporas de (18-) 22 (-25) x (5-)
7 (-9) pum, valor Q= 3.1 um (n= 30), elipsoides, inequilaterales, color marrén, presencia de
poro germinal longitudinal menor al tamafio de la ascospora, ubicada de forma recta, oblicua

0 un poco curva en el lateral (Anexo 7), presentan una o dos gotas de aceite en el interior.

Especimenes examinados: América del Sur, Ecuador, Zamora Chinchipe, el Tambo, Km 30
entre las provincia de Loja y Zamora Chinchipe, Reserva Biolégica San Francisco, transecto
T2, creciendo sobre madera en descomposicion, 05-Marzo-2015, HUTPL(F)-1083; misma
localidad, transecto AT, creciendo sobre madera en descomposicién, 19-Mayo-2016,
HUTPL(F)-1437.

En el caso de los especimenes (HUTPL(F)-1083, HUTPL(F)-1437) catalogados
morfolégicamente como Xylaria telfairii, se muestran un poco diferentes con ciertas
variaciones en cuanto al tamafio del estipe. En HUTPL(F)-1083 el estipe es de 57 mm de largo
X 4 mm de ancho, en tanto que en HUTPL(F)-1437 el estipe presenta valores de 16 mm de
largo x 4 mm de ancho. En relacion al tamafio de las ascosporas no existe mayor diferencia
(18-) 21 (-25) um de largo x (6-) 7 (-9) um de ancho para HUTPL(F)-1083 y medidas de (18-)
21 (-24) um largo x (5-) 7 (-9) um ancho en HUTPL(F)-1437, lo mismo ocurre con los tamafios
de las ascas y aparato apical. Un factor a tomar en cuenta que puede explicar estas pequefas
variaciones encontradas sobre todo en lo que se refiere al tamafio del estipe, se puede deber
al alto grado de variabilidad morfolégica entre individuos dentro de la misma especie
principalmente en cuanto a ascocarpos dentro de Xylaria (Dennis, 1957). Es conocido que
una misma especie en Xylaria puede variar mucho en tamafio, color y forma lo cual se
encuentran relacionadas con el estado de desarrollo (Lee et al., 2000). Estas variaciones han
dado lugar a la descripcién de grupos erréneos, por lo que varias especies supuestamente
distintas morfolégicamente pertenezcan a un solo taxén (Dennis, 1956). Tomado en cuenta
todo lo anteriormente expuesto es muy probable que nuestros especimenes (HUTPL(F)-1083,
HUTPL(F)-1437) propuestos como Xylaria telfairii corresponden a esta especie a pesar de sus

ligeras variaciones.
Xylaria tuberoides Rehm , Hedwigia 40 : 146 (1901). (Figuras 8, 9).

Ascocarpo de 12 — 16 x 8 — 11 mm, globosos, esférico. Apice fértil. Estipe de 3 -4 x2 -4
mm. Superficie externa de color negro dura. Superficie interna de color blanco un poco crema.

Peritecio de color negro completamente inmerso en el estroma. Ostiolos papilados. Ascas
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unitunicadas, estipitadas, cilindricas, inoperculadas de 156 — 203 x 7 — 12 um. Aparato apical
de 5-6 x 3 -5 um, presenta una reaccion amilodes frente al reactivo melzer. Ascosporas de
(24-) 28 (-32) x (6-) 7 (—11) pm, valor Q= 3.9 (n=40), de color marrén oscuro, elipsoides,
uniseriadas, inaquilaterales, poro germinal ventral longitudinal menor que el largo de la

ascospora (Anexo 8), generalmente presentan de dos a tres gotas de aceite en el interior.

Especimenes examinados: América del Sur, Ecuador, Zamora Chinchipe, el Tambo, Km 30
entre las provincias de Loja y Zamora Chinchipe, Reserva Biolégica San Francisco, transecto
AT, creciendo sobre madera en descomposicién, 3-Septiembre-2015, HUTPL(F)-1559.

En el caso del morfotipo para Xylaria tuberoides correspondiente al espécimen (HUTPL(F)-
1559) muestra una diferencia en cuanto a la forma del ascocarpo (subgloboso) en
comparacion con el resto de especies de Xylaria examinados, los cuales en su mayoria son
fusiformes o clavados. Nuestro espécimen se lo ha clasificado como X. tuberoides ya que
concuerda con los datos morfol6gicos obtenidos por Silva (2015). Sin embargo presenta
variaciones en el ancho del estroma lo cual se puede deber al estado de desarrollo del

espécimen.
Xylaria sp. (Figuras 8, 9).

Ascocarpo de 65 — 99 x 4 — 8 mm. Estipe de 30 — 47 x 3 —4 mm. Apice fértil. Superficie externa
estriada con surcos de color negro. Superficie interna color crema blanquecina. Peritecios
completamente inmersos en el estroma. Ostiolos papilados. Ascas unitunicadas
inoperculadas, estipitadas de 133 — 169 x 5 — 11 um. Aparato de apical de 4 —5x 3 —4 um,
presenta reaccion amiloide en presencia de melzer. Ascosporas de (28-) 33 (—36) x (5-) 6 (—
7) um, valor Q= 5.5 (n= 30), elipsoides, inequilaterales, uniseriadas de color marrén oscuro,
poro germinal longitudinal en posicion ventral de menor tamafio que el largo de la ascospora,

(Anexo 9) presenta de dos a tres gotas de aceite en el interior.

Especimenes examinados: América del Sur, Ecuador, Zamora Chinchipe, el Tambo, Km 30
entre las provincias de Loja y Zamora Chinchipe, Reserva Biolégica San Francisco, transecto

T2, creciendo sobre madera en descomposicién, 25-Agosto-2015, HUTPL(F)-1543.

El espécimen (HUTPL(F)-1543), presenta su morfolégica teleomérfica diferente a todos los
especimenes estudiados y a todas las especies descritas segun la bibliografia revisada. Una
de sus principales diferencias es el tamafio de las ascosporas (28-) 33 (—36) x (5-) 6 (=7) um,
mucho mas grande que otras especies. Esta diferencia en tamafio de ascosporas nos deja la
alta probabilidad de que esta especie corresponda a una especie nueva para la ciencia.

Adicionalmente la secuencia obtenida para este espécimen, no se agrupa con ninguna otra
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secuencia con nombre cientifico depositada en la base de datos GenBank. No obstante la
carencia de secuencias para especies descritas de Xylaria, no permiten afirmar a esta especie

como nueva.
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Figura 8. A-E. Xylaria telfairii: A, ilustracion, las flecha negras muestran las ascas y aparato apical, la
flecha azul indica las ascosporas con presencia de un poro germinal. B, asca con ocho ascosporas
tefiida con KOH en aumento de 40X. C, asca joven pigmentada con coton blue en aumento de 40X. D,
ascosporas de color marron teflidas con coton blue en aumento de 40X. E, la fecha negra indica el
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aparato apical pigmentado con melzer en aumento de 100X; F-J. Xylaria tuberoides: F, ilustracion, las
flechas negras muestran las ascas y aparato apical, la flecha azul indica las ascosporas con presencia
de un poro germinal. G, asca con ocho ascosporas tefiida con KOH en aumento de 40X. H, la flecha
negra indica el aparato apical pigmentado con melzer en aumento de 100X. I, J, ascosporas de color
marron tefiidas con melzer en aumento de 100X; K-N. Xylaria sp (HUTPL(F)-1543): K, ilustracion, las
flechas negras muestran las ascas y aparato apical, la flecha azul indica las ascosporas con presencia
de un poro germinal. L, ascas con ocho ascosporas teflida con melzer en aumento de 40X; M, asca
jovenes tefiidas con coton blue en aumento de 100X; N, ascosporas de color marron oscuro tefiidas
con melzer en aumento de 40X; N, asca con aparato apical tefiida con melzer en aumento de 100X.
Barras= 10 pm.

Fuente: Autor.

Cc

Figura 9. Fotografias de la superficie externa del ascocarpo de: A,B. Xylaria telfairii; C. Xylaria
tuberoides; D. Xylaria sp. (HUTPL(F)-1543). Barras= 1 cm.
Fuente: Autor.

3.2 Caracterizacion molecular

De los 20 especimenes de Xylaria examinados molecularmente en este estudio, se obtuvieron
19 secuencias para la region de DNAnr ITS-5.8S y un total de 15 para la region de DNAnr
LSU. El espécimen HUTPL(F)-1533 no se logré secuenciar para ninguna de las dos regiones
de ADN, y otros especimenes Unicamente para la region ITS-5.8S, posiblemente debido a la
presencia de inhibidores de PCR, ya que muchos de ellos presentan coloraciones negras

debido a su alto contenido de melanina, los cuales disminuyen la sensibilidad de la técnica
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(Schrader et al., 2012; Innis et al., 1991). Al analizar Unicamente la region ITS-5.8S (Figura
10), se puede observar que las 19 secuencias se agruparon en 13 clados o genotipos
altamente soportados con valores entre 90 y 100. Ocho de los 13 clados se correlacionan
correctamente con las definiciones morfologicas asi tenemos: Xylaria adscendens, X.
anisopleura, X. apiculata, X. curta, X. globosa, X. multiplex, X. telfairii, X. tuberoides (Figura
10). Un individuo morfolégicamente asexual (HUTPL(F)-921) calza dentro de un clado con
una secuencia denominada Xylaria aff. comosa. Sin embargo no hay informacién morfolégica
de su estado sexual para la secuencia del GenBank, por lo que es ambiguo el determinar si
efectivamente corresponde o no a esta especie nuestro espécimen analizado. Los tres
genotipos restantes correspondientes a secuencias obtenidas a partir de los especimenes
HUTPL(F)-603, HUTPL(F)-1077, HUTPL(F)-1100 los cuales se encontraban en estado
asexual por lo que no cuenta con una caracterizacion morfolégica ademas de que no
presentaron correlacién con ninguna especie secuenciada, probablemente por la escases de
secuencias para especies de Xylaria bien identificadas. La posible especie nueva corresponde
al espécimen HUTPL(F)-1543 donde su secuencia tampoco se correlaciona a secuencias
correspondientes a especies identificadas de Xylaria, a pesar de que actualmente en las
bases de datos publicas existen mas de 90.000 secuencias de la region ITS correspondientes
a 17.000 taxones (Toju et al., 2012). Sin embargo si hacemos una comparacion entre el
numero de taxones secuenciados (17.000) y el estimado de hongos solamente de la familia
Xylariaceae que es de alrededor de 1.300 especies aceptadas y muchas por descubrir,
sugiere una elevada falta de informacién correspondiente a la regién ITS para muchos de los
hongos (Stadler et al.,, 2013). Ademas de que alrededor del 20% de estas secuencias
corresponden a muestras ambientales, las cuales probablemente no han sido validadas a
través de estudios morfolégicos y se tratan solamente de aproximaciones sobre posibles

especies (Piepenbring, 2015).

Respecto al la region nrDNA LSU se desarrollé un arbol filogenético Gnicamente con las 15
secuencias generadas en este estudio que contenia solamente la regién LSU parcial en el
cual se puedo observar un resultado similar en cuanto a los clados obtenidos con el analisis
de la regién ITS-5.8S (Anexo 10).

De igual manera se generd un arbol filogenético para el concatenado de la region ITS y LSU
parcial a través de un andlisis de maxima verosimilitud, empleado Unicamente las 19
secuencias que se obtuvieron en este estudio (Figura 11), en el cual se puede evidenciar que
los genotipos anteriormente identificados con la region ITS-5.8S se mantienen agrupadas en

clados similares manteniendo sus relaciones filogenéticas. Las especies que mostraron un
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mayor soporte y por tanto mejor certeza en cuanto a su identificacion corresponden a: X.
adscendens, X. anisopleura, X. apiculata, X. globosa, X. multiplex y X. telfairii.. Otros cuatro
especimenes tres en estado asexual (HUTPL(F)-603, HUTPL(F)-1077, HUTPL(F)-1100) y uno
en estado sexual (HUTPL(F)-1543) también presentaron valores altos superiores al 60% en
cuanto al soporte de las ramas. Por otra parte especies como Xylaria aff. comosa, Xylaria
curta y Xylaria tuberoides presentan valores de soporte menores al 60% (Figura 11).

Los diferentes clados obtenidos fueron evaluados a distintos umbrales (3, 5 y 7%) para la
verificacion de la definicion de OTUs en la regiéon ITS-5.8S (Figura 10). Este analisis nos deja
ver que esta regién no es adecuada para definir algunas especies en Xylaria debido a su gran
variabilidad (Platas et al., 2004). Es de notar que al usar el umbral de 3%, como lo
recomiendan muchos autores para definir especies moleculares (Nilsson et al., 2008), muy
pocas especies como por ejemplo Xylaria adscendens, X. apiculata, X. globosa, X. multiplex,
X. tuberoides se mantienen correctamente dentro del clado para este umbral. Por otra parte,
el resto de Xylaria spp. se dividen en méas de un taxdn en funcion del umbral al que se analice
(Figura 10). Esto puede deberse efectivamente a la variabilidad que muestra esta regibn como
ya se ha demostrado en varios estudios (Platas et al., 2001; Sanchez-Ballesteros et al., 2000),
lo que también puede deberse a que muchas secuencias del GenBank son amplificadas
desde muestras ambientales y carecen de una correcta determinacion taxondémica
(Piepenbring, 2015). Esto puede conllevar al aumento o disminucion de la diversidad real de

muchos de los taxones.

Al aplicar el 5y 7 % como umbral para la delimitacion de OTUs se reduce drasticamente la
diversidad de especies para algunos miembros de Xylaria, por ejemplo Xylaria adscendens la
cual se agrupa con mas de tres taxones como son: X. multiplex, X. globosa y X. Brevipes los
cuales no presentan ninguna relacién taxondémica (Figura 10). Esto deja mucha ambigiiedad
para calibrar un umbral universal para esta regidon (ITS-5.8S). Adicionalmente esta
problematica se pueda deber a que existe escasa informacién de secuencias desde material
tipo (Fournier et al., 2011). En la sumatoria total en relacion al umbral del 3% se generaron 31
OTUs, al 5% 26 OTUs, y al 7% se obtuvieron en total 20 OTUs (Figura 10).
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3% 5% 7%

Xylaria adscendens HUTPL(F)-1448

Xylaria adscendens KP133299

Xylaria adscendens HUTPL(F)-604 (asexual)
Xylaria adscendens KP133298 1 1 1
Xylana adscendens GU322432
Xylaria adscendens GU300101
Xylaria brevipes KJ154952 2
Xylaria multiplex JQ814313

Xylaria globosa AY909007

87 | Xylaria adscendens KR534704

Xylaria curta JF908804

Xylaria aff comosa KP133308

Xylaria aff. comosa HUTPL(F)-921 (asexual)
Xylaria apiculata KP133337
a7 | Xvlaria arbuscula GU300090
Xylaria apiculata KF881786
Xylaria apiculata KP133325

98

oo || W
| BN

W Xylaria apiculata HUTPL(F)-704 7 6 4
Xylaria apiculata HUTPL(F)-581
83 | Xylaria apiculata KP133336
Xylaria venosula EF026149
Xylaria curta KR534654
_ssL Xylaria curta KR534650 8 7 5
Xylaria curta HUTPL(F)-1532 9 8
ﬁ@an‘a curta KP133356 10 9
Xylaria curta KP133355 11
Xylaria palmicola GU322436 12 10 7
—: Xylaria oxyacanthae HQ414587 13 11 8
Xylaria multiplex HUTPL(F)-1514
—le)ﬁﬂaﬂ'ﬂ multiplex HUTPL(F)-1542 14 12 9
Xyfaria multiplex HUTPL(F)-1436 ( 1)
Xylaria sp. HUTPL(F)-603 (asexual) 15 13 10

Xylaria cuneata KP133351 16 14 11
Xylaria sp. HUTPL(F)-1077 (asexual) 17 15
Xylaria cubensis GU981523 18 16 12
Xylaria sp. HUTPL(F)-1100 (asexual) 19 17
78 | Xylaria globosa HUTPL(F)-1497

Xylaria globosa HUTPL(F)-663 (asexual)
Xylaria globosa GU324735

Xylaria globosa KP133428 20 18 13
Xylaria cristata KP133345
Xylaria globosa KP133429
Xylaria globosa KP133426
Xylaria scruposa KP133501 21 1 9 1 4
Xylaria anisopleura HUTPL(F)-1458 22 20 15

Xylaria anisopleura KP133317

Xylaria anisopleura KP133318 23 21 16
Xylaria sp. HUTPL(F)-1543 24 22 17
Xylaria telfaini KP133544
| 99 | Xylaria telfaini KP133541 25 23 18
98 Xylaria telfairii GU324737
Xylaria telfairi KF937370 26
Xylaria telfairii GU324738 27
Xylaria telfairii HUTPL(F)-1083 28 24
Xylana enterogena GU324736 29
Xylaria enterogena KP133372
Xylaria telfairiif HUTPL(F)-1437 30 25 19

Xylaria enterogena KP133370
Xylaria enterogena KP133371

[Xylaria tuberoides HUTPL(F)-1559

T Lthana tuberoides KP133545 3 1 26 20

Xylaria tuberoides GU300074

Kretzschmaria clavus AJ390434
97 Kretzschmaria clavus HUTPL(F)-1515 (asexual)

Kretzschmaria clavus KP133205

P
0.1

Figura 10 Arbol filogenético de la region ITS-5.8S de ADNrn obtenido mediante una analisis de méaxima
verosimilitud, las secuencias generadas en el presente estudio se muestran en negrita, en la parte
derecha se observa la cantidad de OTUs obtenidos en el analisis a partir de porcentajes del 3,5y 7%
Los nimeros bajo cada umbral representan el orden de los OTUs, en las ramas solamente se muestran
los valores de Bootstrap superiores al 60%, para el enraizamiento se empleé como grupo externo el
género Kretzschmaria.

Fuente: Autor.
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100 | Xylaria globosa HUTPL(F)-1497
83 I Xylaria globosa HUTPL(F)-663 (asexual)
Xylaria anisopleura HUTPL(F)-1458
Xylaria sp. HUTPL(F)-1543

100 Xylaria telfairi HUTPL(F)-1083
99 [: Xylaria telfaini HUTPL(F)-1437

Xylaria sp. HUTPL(F)-1077 (asexual)

—QQL Xylaria sp. HUTPL(F)-1100 (asexual)

Xylaria sp. HUTPL(F)-603 (asexual)

Xylaria curta HUTPL(F)-1532

Xylaria multiplex HUTPL(F)-1514

Xylaria multiplex HUTPL(F)-1542

Xylaria multiplex HUTPL(F)-1436 (asexual)
Xylaria aff. comosa HUTPL(F)-921 (asexual)

Xylaria adscendens HUTPL(F)-604 (asexual)
100 |: Xylaria adscendens HUTPL(F)-1448

— Xylaria apiculata HUTPL(F)-581
100 [ Xylaria apiculata HUTPL(F)-704

Xylaria tuberoides HUTPL(F)-1559

Kretzschmaria clavus HUTPL(F)-1515 (asexual)

0.05

Figura 11. Arbol filogenético de la region ITS-LSU de ADNrn obtenido mediante una analisis de méaxima
verosimilitud. Las 19 secuencias que se muestran corresponden a las generadas en el presentes
estudio, en las ramas solamente se muestran los valores de Bootstrap superiores al 60%, para el
enraizamiento del arbol se empleé como grupo externo al género Kretzschmatria.

Fuente: Autor.

A partir de toda esta evidencia y en base a otros estudios de analisis filogenéticos para el
género Xylaria, se ha establecido que el uso de genes ribosémicos no proporcionan
informacién suficiente para esclarecer los multiples problemas taxonémicos que presenta la
familia Xylariaceae a nivel de especie (Duong et al., 2004), inclusive el gen (ITS) que ha sido
el mas utilizado para analisis filogenéticos dentro del género Xylaria esta siendo analizado
debido al bajo nivel de efectividad, universalidad y confianza que presenta en comparacion
con nuevos marcadores que se estan estudiando. En una investigacion realizada por Kriger
et al. (2009) se establece que el uso de la regidon ITS-5.8S puede mostrar buenos resultados
de relaciones filogenéticas a nivel de género por otra parte en el caso de estudios sobre
discriminacién de especies se plantea el uso de otro tipo de cebadores que presenten un
mayor grado de afinidad, una posible solucion a esto es el uso de genes codificadores de

proteinas como RPB1, RPB2 y TEF1 (Schoch et al., 2009) los cuales proporcionarian un
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mayor grado de informacion filogenética y mejor soporte estadistico para la resolucion de las
discrepancias filogenéticas que presenta este género (U'ren et al., 2016).
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CONCLUSIONES

El género Xylaria presentd una alta diversidad de especies presentes en el bosque tropical
montano de la RBSF.

La integracion de datos morfologicos y moleculares permitié identificar nueve especies para
el género Xylaria.

En andlisis de caracteres morfolégicos en especimenes de Xylaria en estado anamorfico no

permiten una delimitacion de especies debido a su similitud entre especies.

El espécimen HUTPL(F)-1543 debe ser analizado y comparado con especimenes y material
tipo, para establecer su identidad taxondmica y comprobar si efectivamente corresponde a

una nueva especie.

La cantidad y calidad de informacion en cuanto a secuencias (ITS-5.8S) de especimenes de
Xylaria disponibles en las bases de datos publicas es muy baja y no disponen de una debida

verificacion mediante estudios taxondémicos.

La definicién de OTUs sugiere que el umbral de 3 % denominado como universal para definir
especies en hongos, no puede ser aplicado correctamente para la mayor parte de especies

de Xylaria.
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RECOMENDACIONES

Incrementar los estudios destinados a tratar de comprender la diversidad que alberga el reino
de los hongos que hasta el momento presenta un alto grado de desconocimiento.

El desarrollo de futuros estudios que correlacionen analisis morfolégicos y moleculares que
se muestran como una posible solucién que puede implantarse con la finalidad de tratar de

resolver las discrepancias taxonémicas que presenta el género Xylaria.

Se requiere de una busqueda y analisis de nuevas regiones de DNA que codifiquen a
proteinas como por ejemplo RPB1, RPB2, B-tubilina con el fin de examinar las correlaciones

filogenéticas dentro de Xylaria.

Ampliar la cantidad de informacion referente a secuencias de ADN de especimenes de hongos
de regiones tropicales, ya que la mayor parte de la informacion que se dispone en la actualidad

corresponde a especies de zonas templadas.
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ANEXOS
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Anexo 1. llustracion de las estructuras microscopicas de Xylariaadscendens HUTPL(F)-
1448.
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Anexo 2. llustracion de las estructuras microscopicas de Xylaria anisopleura HUTPL(F)-
1458.




Anexo 3. llustracion de las estructuras microscopicas de Xylaria apiculata HUTPL(F)-
581, HUTPL(F)-704.
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Anexo 4. llustracion de las estructuras microscopicas de Xylaria curta HUTPL(F)-1532.
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Anexo 5. llustracion de las Estructuras microscopicas de Xylaria globosa HUTPL(F)-
1497.
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Anexo 6. llustracion de las estructuras microscopicas de Xylaria multiplex HUTPL(F)-
1514, HUTPL(F)-1542.
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Anexo 7. llustracién de las estructuras microscépicas de Xylaria telfairii HUTPL(F)-1083,
HUTPL(F)-1437.




Anexo 8. llustracion de las estructuras microscoépicas de Xylaria tuberoides HUTPL(F)-
1559.
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Anexo 9. llustracion de las estructuras microscopicas de Xylaria sp. HUTPL(F)-1543.
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Anexo 10. Arbol filogenético de la region LSU parcial de ADNrn
Realizado mediante un analisis de maxima verosimilitud, todas las secuencias que se muestran

corresponden a las generadas en el presente estudio, en las ramas solamente se muestran los valores
de Bootstrap superiores al 60%

8o  Xylaria sp. HUTPL(F)-1077 (asexual)

Xylaria sp. HUTPL(F)-1100 (asexual)

Xylaria curta HUTPL(F)-1532

Xylaria anisopleura HUTPL(F)-1458

Xylaria sp. HUTPL(F)-1543

83 —EX yiaria telfairi HUTPL(F)-1437
87 Xylaria telfairi HUTPL(F)-1083
Xylaria multiplex HUTPL(F)-1542
W{ Xylaria multiplex HUTPL(F)-1436 (asexual)
Xylaria multiplex HUTPL(F)-1514

—— Xylaria aff. comosa HUTPL(F)-921 (asexual)
Xylaria apiculata HUTPL(F)-704

L—— Xylaria apiculata HUTPL(F)-581

Xylaria adscendens HUTPL(F)-1448

Kretzschmaria clavus HUTPL(F)-1515 (asexual)

Xylaria tuberoides HUTPL(F)-1559

—
0.02
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