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RESUMEN

En el Ecuador podrian existir aproximadamente 100.000 especies de hongos macroscopicos,
facilmente identificables. Otros hongos son los corticioides, poco investigados por su dificultad
de identificaciobn en campo. En esta investigacion se analizaron 66 muestras de hongos
corticioides-resupinados almacenados en el herbario HUTPL. Para su identificacion morfolégica
se observaron estructuras como hifas, cistidias, basidias, esterigmas, esporas, entre otras
aplicando microscopia de luz. Se utilizaron claves taxon6micas para determinar el orden,
género o especie de los especimenes. Para identificar molecularmente amplificamos la regién
ITS y LSU parcial de DNArn mediante los primers universales para eucariotas ITS1/NL4.
Morfol6gicamente se determinaron varias especies en 6rdenes, como por ejemplo Auriculariales
incluyendo Basidiodendron caesiocinereum, Basidiodendron deminutum, Basidiodendron
radians, Exidiopsis fugassicima, Heterochaetella brachyspora (actualmente Stypella dubia), y
Oliveonia fibrillosa; Atractiellales incluyendo Helicogloea cf. Globosa; Cantharellales con
Ceratobasidium stridii y Tulasnella cf. asymmetrica y el orden Poliporales con Hyphoderma
meruliaceae, Sistotrema confluens, Scopuloides hydnoides. Molecularmente se obtuvieron 30
secuencias parciales para LSU, que filogenéticamente soportan la morfologia a nivel de orden y
género. Varias morfoespecies no se identificaron morfolégicamente por desconocimiento de los

grupos.

Palabras clave: hongos corticioides, ITS, LSU, morfoespecies, filogenia.



ABSTRACT

Ecuador has approximately 100,000 species of fungi, many researches have been aimed at
striking macroscopic fungal structures and identifiable to the naked eye and other fungi with
microscopic structures as corticioides remain little investigated because of the difficulty of
identification. In this research were analyzed 66 corticioides fungal specimens deposited in the
herbarium HUTPL. For morphological identification was observed microscopic structures as
hyphae, cistidias, basidias, sterigmata, spores, including using light microscopy. Morphologically
taxonomic keys were used to determine order, genus or species, whereas for molecular
identification ITS regions and partial LSU DNArn were used. PCR products were amplified with
universal primer combination for eukaryotes ITS1/NL4. A morphological identification of serveral
specimens was carried out, including in Auriculariales Basidiodendron caesiocinereum,
Basidiodendron deminutum, Basidiodendron radians, Exidiopsis fungassicima, Heterochaetella
brachyspora (actually Stypella dubia), Oliveonia fibrillosa; Atractiellales with Helicogloea cf.
globosa; Cantharellales with Ceratobasidium stridii and Tulasnella cf. asymmetrica and order
Poliporales with Hyphoderma meruliaceae, Sistotrema confluens, Scopuloides hydnoides. We
obtained 30 sequences of the partial LSU for phylogenetic identification of order and genera..
Unfortunately, several morphospecies were not identified due to ignorance of diagnostic

characters for morphological identification.

Keywords: corticioid fungi, ITS, partial LSU, morphospecies, phylogeny.



INTRODUCCION

El reino de los hongos es muy diverso y aun desconocido, especialmente en los trépicos
(Hawksworth, 1991), demostrandose una presencia incuantificable de hongos en ecosistemas
pequefios (Piepenbring et al. 2012). Se ha estimado una diversidad de hongos existentes con
aproximadamente 1.5 millones de especies, basados en la diversidad de plantas vasculares que
posee un territorio (Hawksworth, 2001). El Ecuador es considerado un pais rico especialmente
en plantas vasculares (Jgrgensen, 1999), estimdndose una relacién entre hongos y plantas de
6:1 y un célculo aproximado de 100.000 especies de hongos, de los cuales solamente 5.000
especies son conocidas (Freire, 2004).

Los hongos cumplen roles de interaccion como sapréfito, parasitos, mutualistas o simbiéticos en
diversos ecosistemas (Hawksworth, 1991). Muchos estudios sobre la diversidad de hongos en
el Ecuador han sido especialmente dirigidos a la micobiota con cuerpos fructiferos grandes y
visibles por sus facilidades de buscar, encontrar y reconocer en el campo (Laessge & Petersen
2008). Otros hongos poco estudiados pero con igual importancia son los hongos corticioides
(sensu lato) que no presentan fructificacion poroide o con laminillas, pero tienen otras
configuraciones como por ejemplo lisas, tuberculado, venosa, verrugosa, espinosa o plegado
(Binder et al. 2005; Larsson, 2007), creciendo resupinadamente, los cuales han sido
relacionados con la descomposicion de materia organica en diferentes ecosistemas (Batallas,
2008).

Estudios previos en un bosque al montano de la Reserva Bioldgica San Francisco (RBSF) y
bosques cercanos en la zona sur del Ecuador, encontraron con ayuda de microscopia
electrénica que miembros de los o6rdenes “Tulasnellales’-Cantharellales, Sebacinales, y
Atractiellales, como importantes micobiontes formando micorrizas en orquideas terrestre y
epifitas (Suarez et al. 2006, 2008; Kottke, 2003). Sin embargo solo se ha reportado morfolégica
y molecularmente especimenes del género Tulasnella (Cruz et al. 2011). Actualmente la
combinacién de datos morfolégicos y moleculares se detallan como una herramienta
fundamental en la delimitacion de especies, especialmente en grupos complejos de hongos
como los corticioides u otros hongos (Stielow et al. 2011). Principalmente se usan varias
regiones de DNA nuclear ribosomal (DNArn) como por ejemplo LSU o ITS-5.8S la cual es

considerada util para barcoding universal de hongos (Schoch et al. 2012).

En la actualidad el Ecuador registra pocos datos con informacion de hongos, como su

distribucion o interacciones que cumplen en el medio ambiente. Leessge & Petersen (2008) en
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la pagina informativa denominada MycoKeyTM (http://www.mycokey.com/Ecuador) muestran
varias especies de hongos del Ecuador, demostrando una alta diversidad de la micobiota en

nuestro pais.

El principal objetivo de nuestro trabajo es describir y reportar la diversidad de hongos
corticioides encontrados saprotroficamente a través de la informacion morfologica y molecular.
Para lo cual se analizaran 66 muestras depositadas en el Herbario HUTPL, las cuales fueron
colectadas principalmente en la regibn sur del Ecuador, incluyendo también algunos
especimenes colectados en Panama y Alemania.
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ASPECTOS GENERALES

Morfologia de los hongos

Los hongos segun su tipo de reproduccién pueden ser sexuales o asexuales, el hongo con
multiplicacién asexual se denomina anamorfo y con reproduccién sexuada se denomina
teleomorfo. Aunque en algunas especies coexisten ambas formas en el mismo organismo
denominandose holomorfo (Gams, 1995).

La unidad estructural de los hongos son las hifas que se anastomosan unas con otras por
medio de septos simples o fibulados formando el micelio y este micelio va a determinar sus
estructuras, cuerpo fructifero y vegetativo para su determinacion morfolégica. El cuerpo
fructifero o himenio es el que se encarga de formar los organulos reproductores como basidias,
esterigmas y esporas para su reproduccion sexual (FIG. 1). También se identifica a las cistidias
gue tiene una funcién de proteccion o espaciador entre basidias, sin embargo esta funcion no
es muy clara (Crespo, 2008).

Podemos identificar morfolégicamente mediante la ayuda de microscopia de luz estructuras
como basidias con o sin septo longitudinal, presencia o ausencia de cistidias, nimero y tamafio
de los esterigmas, y niumero, forma y tamafio de las esporas y asi determinar su orden, género

y especie mediante el uso de claves taxondmicas (Contreras, 2012).
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FIG. 1: Heterobasidomycete Myxarium atratum. A) corte transversal del micelio, B) esporas con

pseudoesterigmas, C) esporas, D) basidias, E) hifas con presencia de fibulas. (Liuba, 2000).



Clasificacién molecular de los hongos

Hibbet et al. (2007) han planteado una clasificacion molecular, la cual interpreta analisis
filogenéticos de las secuencias de DNA de los hongos determinando asi un lineamiento
jerarquico del reino Fungi, con un subreino Dicarya, siete Phylum, 10 Subphylum, 35 Clase, 12
Subclase, y 103 6rdenes, 484 familias, 4.979 géneros y unas 80.000 especies descritas de
acuerdo con el Diccionario de Hongos (Kirk et al. 2008). Los phylum Ascomycota y
Basidiomycota segun Hibbet et al. (2007) se encuentran clasificados en el subreino Dikarya
(FIG. 2).
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FIG. 2: Clasificacion filogenética de los hongos tomado desde Hibbet et al. (2007).

Importancia de los hongos

Ecoldgica: Interaccion simbidtica que cumple en el ecosistema en la que el hongo tiene la
capacidad de poder asociarse con otros organismos de forma simbidtica para poder colonizar
medios y obtener unos beneficios que por ellos mismo serian incapaces de conseguir. Las

principales y mas conocidas simbiosis fungicas son: la primera es la de formar junto con algas



los liquenes, y la segunda que forman junto con raices de plantas vasculares para formar
micorrizas. Los hongos corticioides resupinados por su dificultad de identificacion, casi
imperceptibles a simple vista y su escasa informacion cientifica, aln se conoce muy poco sobre
su distribuciéon e interacciones que cumplen en el ambiente. Uno de sus roles es como
saprofitos, es decir descomponedores de materia organica (Cruz et al. 2011; Ordynets, 2012)
por tanto interviniendo en la mineralizacién de los restos vegetales o materia organica muerta o

en descomposicion para que puedan posteriormente formar parte del humus.

Industrial: Los hongos son prometedores en el campo de la industria agricola, donde se ha
determinado que algunos hongos poseen caracteristicas insecticidas, remplazando a muchos
quimicos (Martin et al. 2000). Biotecnolégicamente ya que hay hongos que pueden ayudar en
proceso de fermentaciébn como por ejemplo Saccharomyces y Aspergillus. Saccharomyces

cerevisae se utiliza en la elaboracién de vino, cerveza, etc. (Folch, 2004).

Medicinal: Por ejemplo los hongos en la medicina son muy aplicados ya que desde algunos de
ellos se elaboran de antibiéticos y antifungicos, como por ejemplo Penicillium notatum, del cual
se obtiene la penicilina. Existen también especies con posible actividad anticancerigenas y
antitumorales tales como Trametes versicolor, Schyzophyllum commune y Ganoderma

applanatum (Lopez, 2008).

Identificacion de hongos

Un herbario micoldgico provee material de referencia para la correcta identificacion de hongos,
constituye un recurso imprescindible para la micologia sistematica. El herbario provee material
de referencia para la correcta identificacion y determinacién de hongos en general, para
estudios de revision de taxa, de distribucién geogréfica, de rango de hospederos, de variaciones
estacionales y de estructura de poblaciones, siendo especialmente importante para la
preservacion de material, de esta manera se garantiza la futura revision de las identificaciones

realizadas y se puede realizar nuevas investigaciones (Ninoska, 1982).

Indentificacién clasica: La utilizacion de las claves taxonémicas o taxonomia clasica se basa en

la determinacion de formas, dimensiones y numero de las estructuras del cuerpo fructifero

(Delgado, 1997), y relacionarlas con claves taxon6micas de investigaciones anteriores

permitiendo asi definir géneros con una mayor exactitud y correlacion, como se ha hecho en
8



estudios previos con hongos del género Tulasnella (Cruz et al. 2011). Por tal razon es
indispensable una determinacion morfoldégica ayudada por estas herramientas clasicas de
identificacion, sin embargo esta debe ser apoyada por otras evidencias como lo son los datos
moleculares (Franco, 2005).

Moleculares: Existen varios marcadores moleculares que se aplican en la identificacion de
hongos mediados por la técnica de PCR (Ayra et al. 2001) la cual permite amplificar fragmentos
especificos de DNA en una serie de repeticiones de ciclos a temperaturas determinadas (Costa,
2004).

Uno de los marcadores moleculares ampliamente usados en la identificacion de hongos es el
DNA mitocondrial (mtDNA), es muy importante debido a que posee regiones muy conservadas
y por esto es ampliamente utilizado en la determinacién taxonémica y filogenética (Calle, 2005).
La region del rDNA incluye el gen 18S subunidad menor (SSU), como espaciador intergénico
ITS1, el gen 5.8S, el espaciador ITS2 y el gen 28S la subunidad larga (LSU) (Solé, 2002).
Ampliamente utilizado para la determinacion de arboles filogenéticos, por lo que se encuentran
ampliamente conservadas estas regiones entre los hongos, facilitando una base molecular para

buscar relaciones filogenéticas a diferentes niveles (Yang et al. 2005).
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MATERIALES Y METODOS

Especimenes examinados

Las muestras se colectaron principalmente por Juan Pablo Suarez y Dario Cruz, 45 muestras
en la Reserva Bioldgica San Francisco (RBSF), Zamora-Chinchipe, Ecuador y 9 muestras en el
bosque ubicado en el Km. 24 via a Zamora-Chinchipe; 10 muestras en Panamay 2 muestras en
Alemania (colector Dario Cruz).

Morfologia e Identificacion taxonémica

Las estructuras morfolégicas representativas de los hongos corticioides, fueron evaluadas
macroscopicamente, donde se observa la coloracion, textura, reflectancia de la fructificacion.
Para las preparaciones microscopicas se efectuaron cortes finos de las fructificaciones, luego
se las tifieron con Phloxine al 1% y aclarado con KOH al 10% observando y tomando medidas
de estructuras caracteristicas como hifas, cistidias, basidias, esterigmas, esporas entre otras.
Con los datos tomados se efectuaron ilustraciones detalladas de cada uno de los especimenes,
para definir morfotipos y luego compararlos hasta los niveles ordenes, género y especies con

claves taxondmicas de diferentes fuentes bibliogréficas.

DNA, PCR, y Secuenciacion

Para la extraccion y amplificacion de DNA se extrajo una pequefia porcion de no mas de 5 mm?
de micelio que forma la fructificacién del hongo y luego se aplicé el protocolo del fabricante del
kit Phire® Plant Direct PCR diluyendo la muestra en 20 pl del buffer proporcionado en el mismo
Kit.

La PCR se la efectudé directamente con el mix del Kit Phire® Plant Direct PCR incluyendo la
polimerasa Phire-Hot Strat || DNA polimerasa. Los primers universales ITS1 5" TCC GTA GGT
GAA CCT GCG G 3" (White et. al. 1990), NL4 5" GGT CCG TGT TTC AAG ACG G 3" (White et.
al. 1990), fueron aplicados con la finalidad de amplificar la region ITS y LSU parcial. Se us6 un
control positivo DNA desde un cultivo puro de Tulasnella sp. proporcionado por Dario Cruz.

Las condiciones de PCR para 20 pl de reaccién son las siguientes: desnaturalizacién inicial a
98°C por 5 minutos un ciclo; 42 ciclos de touch down; 40 ciclos de desnaturalizacién a 98°C por
5s, anillamiento por 5 s a 62°C y extension a 72°C por 20s; y un ciclo con una extension final a

72°C por 1 min para finalizar la PCR.

11



Los resultados de la PCR fueron evaluados por electroforesis en gel de agarosa al 1% (agar en
solucion 1X de Gel Red (Biotium), como lo dice el procedimiento del fabricante). Se tomd 3 ul
de producto de PCR mas 2 ul de azul de bromofenol y se corrié frente a 1.5 pl de marcador de
peso molecular 1Kb (Invitrogen) en buffer de corrida TBE 1X (Trisborato, EDTA). Las
condiciones de corrida de electroforesis fueron 28 V, 350 mA durante 20 minutos. Los productos
positivos fueron purificados por el kit QIAquick PCR Purification Kit Protocol (Quiagen) y
enviados a secuenciar a Macrogen (Seoul-Korea). Las secuencias obtenidas se editaron

mediante el programa CodonCode Aligner, versién 1.2.4 (CodonCode Corp.)

Analisis e identificaciéon molecular

Previo a los anadlisis filogenéticos, las secuencias obtenidas en este estudio se compararon en
una blasqueda rapida usando BLAST con la base de datos NCBI- GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Por lo que son secuencias de varios géneros y grupos se utilizé
Unicamente la region parcial conservada D1/D2 para LSU. Las secuencias obtenidas en este
trabajo se alinearon con las secuencias obtenidas en GenBank con el programa MAFFT v5.667
(Katoh et al. 2002) mediante la estrategia G-INS-i. El arbol filogenético presentado en este
estudio es un Maximum Likelihood (ML) (Stamatakis, 2006) con 1000 réplicas de bootstrap (BS)
(Felsenstein, 1985) generado en el programa MEGAS (Tamura et al. 2011).

12
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RESULTADOS

Taxonomia clésica

Los 66 especimenes analizados del Herbario HUTPL se los clasific6 morfolégicamente en
varios morfotipos correspondientes a varias especies en diferentes géneros y ordenes: 21
especimenes corresponden a Auriculariales con las especies Basidiodendron caesiocinereum,
Basidiodendron deminutum, Basidiodendron radians, Exidiopsis fungassicima, Heterochaetella
brachyspora actualmente Stypella dubia, Oliveonia fibrillosa; Atractiellales con la especie
Helicogloea cf. globosa; Cantharellales-Tulasnellales incluyendo las especies Ceratobasidium
stridii y Tulasnella cf. asymmetrica y Poliporales con las especies Hyphoderma meruliaceae,
Sistotrema confluens, Scopuloides hydnoides (FIGS. 3y 4).

18 morfotipos correspondientes a 18 especimenes fueron ilustrados pero no se determing el
grupo taxondmico al que pertenecen (FIG. 6). 27 especimenes fueron descartados ya que no se
pudieron ilustrar ni describir debido a sus estructuras degradadas o poco desarrolladas (Tabla
1).

Orden Auriculariales
Basidiodendron caesiocinereum (Hohn. & Litsch.) Luck-Allen, Can. J. Bot. 41: 1036 (1963)

Morfologia: Material fresco (no observado). En herbario el espécimen presenta un manto de
coloracién blanquecina, cremosa, reflectante a la luz, perceptibles a simple vista, pelicula

algodonosa marron claro vista al estereoscopio.

Microscopicamente el basidioma presenta; Hifas: De finas a gruesas ramificadas sinuosas,
condensadas en direccién a la fructificacion con presencia de septos con fibulas, 1.5-2.5(3) um
de didmetro. Cistidias: Grandes gruesas de forma irregular septadas con fibulas en su parte
basal proyectados de las hifas ubicandose paralelamente al basidio, redondeadas en su parte
distal y su diametro de 22-23x5-7 um. Basidias: Globosas grandes en algunas ocasiones
clavadas a subglobosas irregulares con septos fibulados en su parte basal, (16)19-22x(5)6-8
um. Esterigmas: En un nimero de 4, conicos pequefios afinados con punta redondeada de 4-

5x1.5-2 um. Esporas: Elipsoidal a lacrimoide, con poro germinativo de 7-8x(4)5-6 um (FIG. 3a).

Especimenes examinados: ECUADOR: Zamora Chinchipe, Reserva Biologica San Francisco,
sobre madera en descomposicion DC 235; DC 276; DC 47; DC 194.

14



Ecologia: corticioide resupinado, saprofitico descomponiendo madera muerta.

Basidiodendron deminutum (Bourdot) Luck-Allen, Can. J. Bot. 41: 1041 (1963)

Morfologia: Material fresco (no observado). En herbario el espécimen a simple vista se
presenta con un micelio de coloracién blanquecina, al estereoscopio el basidioma es reflectante

alaluz.

Microscépicamente el basidioma presenta; Hifas: finas y tortuosas, ramificadas constantemente
transversal a la fructificacion con presencia de septos simples sin fibulas, 1-2(2.5) um de
didmetro. Cistidias: grandes gruesas de forma irregular con septos simples proyectados de las
hifas ubicandose paralelamente al basidio, redondeadas en su parte distal y su diametro de
(23)24-27(30)x3-5 um. Basidias: se presentan globosas a subglobosas, transversalmente
septadas, septos basales simples, (9)10-12x7-9 um de didmetro. Esterigmas: En un nimero de
4, flexuosos y alargados de (5)8-9x1-2 um. Esporas: amigadaliformes, con poro germinativo
basal en forma de pepita, observandose también la presencia de pseudoesterigma, diametro de
(3)4-8x2-4(5) um. (FIG. 3b).

Especimenes examinados: ECUADOR: Zamora Chinchipe, Reserva Bioldgica San Francisco,

sobre madera en descomposicién DC 233y 92,

Ecologia: Saprofiticos de madera.

Basidiodendron radians (Rick) P. Roberts, Kew Bull. 56(1): 170 (2001)

Morfologia: Material fresco (no observado). En herbario el espécimen presenta a simple vista un
micelio de coloracion blanquecino-grisacea, reflectante a la luz, al estereoscopio la fructificacion

se presenta algodonosa blanquecina.

MicroscOpicamente el basidioma presenta; Hifas: finas condensadas muy ramificadas y
repetidamente articuladas y anastomosadas a los cuerpos fructiferos mediante septos fibulados,
1.5-2 ym. Cistidias: Grandes globosas irregulares a subglobosas con septo basal fibulado
(30)32-34x(8)9-10 um. Basidias: Transversalmente septadas globosas esféricas grandes,
septos fibulados basalmente 15(17)x(14)15(16) um. Esterigmas: En un numero de 4, Grandes
alargadadas y cilindricas sinuosas de 8-9(15) x(3)4(5) um. Esporas: grandes de forma
lacrimoide-citriforme con poro germinativo apical y presencia de pseudoesterigmas, 10x7-8(10)

pm. (FIG. 3c).
15



Espécimen examinado: ECUADOR: Zamora Chinchipe, Reserva Biolégica San Francisco, sobre
madera en descomposicion DC 29.

Ecologia: Hongo saprofito descomponiendo madera.

Exidiopsis fugacissima (Bourdot & Galzin) Sacc. & Trotter, Syll. fung. (Abellini) 21: 452 (1912)

Morfologia: Material fresco (no observado). En herbario el espécimen es como una pelicula
grasosa blanquecino-grisdicea de 3-5 cm de didmetro, al estereoscopio dicho micelio se

presenta como una fructificacion grasosa con puntos blanquecinos, reflectante a la luz.

Microscopicamente el basidioma presenta; Hifas: finas y tortuosas, constantemente septadas y
fibuladas, (1)1.5-2.5(3) um de diametro. Cistidias: ausentes. Basidias: transversalmente
septadas, constantemente clavadas, algunas veces se presentan globosas a subglobosas,
(10)12-15x8-9 um. Esterigmas: En un nimero de 4, alargadas y cilindricas de (6)10-13(14)x1.5-
2 um. Esporas: amigadaliformes, subglobosas con terminacién en punta en forma de pepita.

Paredes finas sin ornamentaciones, 8-9x4-5 um. (FIG. 3d).

Especimenes examinados: ECUADOR: Zamora Chinchipe, Reserva Biolégica San Francisco,
sobre madera en descomposicion DC 23, Zamora Chinchipe, Reserva Biol6gica San Francisco

DC 44, Zamora Chinchipe, Reserva Biologica San Francisco DC 52.

Ecologia: corticioide resupinado, saprofitico descomponiendo madera muerta.

Heterochaetella brachyspora Luck-Allen, Can. J. Bot. 38: 566 (1960)

Actualmente Stypella dubia (Bourdot & Galzin) P. Roberts, Mycotaxon 69: 216 (1998)
Morfologia: Material fresco (no observado). En herbario el espécimen presenta una fructificacion
de coloracion blanco violaceo a simple vista al estereoscopio se observa una pelicula

amarillento blanquecina con prolongaciones puntiagudas.

Microscopicamente el basidioma presenta; Hifas: Finas sinuosas, ramificadas condensadas en
paralelo a la fructificacién sin presencia de fibulas septos simples, 1,5-2.5 um de diametro.
Cistidias: grandes irregularmente cilindricas ubicandose una junto a la otra condensandose
formando una estructura caracteristica su diametro de 100-90x7-3 um. Basidias: septadas
transversalmente se presentan globosas a subglobosas, 10x9-7 um. Esterigmas: En un nimero

de 4, flexuosos muy alargados cilindricas de 107x4 um. Esporas: amigdaloide-elipsoidal, con
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poro germinativo apical dimensiones de 9-7x5-4 um y presencia de pseudoesterigmas (FIG.
3e).
Especimenes examinados: ECUADOR: Zamora Chinchipe, Reserva Biologica San Francisco,

sobre madera en descomposicion DC 280 (b); PANAMA DC 209.

Ecologia: corticioide resupinado, saprofitico descomponiendo madera muerta.

Oliveonia fibrillosa (Burt) Donk, Fungus, Wageningen 28: 20 (1958)

Morfologia: Material fresco (no observado). En herbario el espécimen presenta una fructificacion
de coloracién blanquecina grasosa, reflectante a la luz, perceptibles a simple vista, al

estereoscopio se observa el hongo dispuesto como una pelicula blanquecina cremosa.

Microscopicamente el basidioma presenta; Hifas: finas bifurcadas transversalmente con
presencia de fibulas, 2.5-4 um de diametro. Cistidias: finas tortuosas con septos fibulados en su
parte basal su diametro de 20-25x3-3.5 um. Basidias: septadas transversalmente se presentan
globosas a subglobosas, 20-25x3.5-5 um. Esterigmas: finas alargadas en un nimero de cuatro
con dimensiones de 5x1-2 um. Esporas: amigdaloides, con poro germinativo de (5)6-7x2.5-3
um. (FIG. 3f).

Especimenes examinados: ECUADOR: Zamora Chinchipe, Reserva Biologica San Francisco,
sobre madera en descomposicion DC 261.

Ecologia: corticioide resupinado, saprofitico descomponiendo madera muerta.

17






FIG. 3a-f: llustracion representativa de los especimenes correspondientes a cada especie
incluyendo estructuras de desarrollo como hifas con o sin fibulas, basidias, cistidias presentes o
ausentes, esterigmas y basidiosporas. Auriculariales: a) Basidiodendron caesiocinereum,
espécimen DC 47. b) Basidiodendron deminutum, espécimen 92. c) Basidiodendron radians,
espécimen DC 29. d) Exidiopsis fungassicima, espécimen DC 52. e) Heterochaetella
brachyspora (actualmente Stypella dubia), espécimen DC 209. f) Oliveonia fibrillosa, espécimen
DC 261. Acronimo DC se refiere al nombre del colector Dario Cruz.

Orden Atractiellales
Helicogloea cf. globosa Chee J. Chen & Oberw., Mycotaxon 76: 280 (2000)

Morfologia: Material fresco (no observado). En herbario el espécimen es como una pelicula
grasosa de color blanquecino que cubre casi toda la muestra, al estereoscopio dicho micelio se

presenta como una fructificacion grasosa reflectante a la luz.

Microscopicamente el basidioma presenta; Hifas: finas bifurcadas, constantemente septadas y
sin fibulas, (2)2.5-3 um de diametro. Cistidias: grandes alargadas irregulares 45-48x6-7 pum,
basidias septadas formando cuatro basalmente con septos simples con sus medidas 45x6-7
um. Esterigmas: En un nimero de 4, alargadas de 6x1.5-2 um. Esporas: subglobosas a manera

de bolsitas con dimensiones de 11-13x9 um. (FIG. 4a).

Especimenes examinados: PANAMA, David; Chiriqui, sobre madera en descomposicion DC
207.

Ecologia: corticioide resupinado, saprofitico descomponiendo madera muerta.

Orden Cantharellales-Tulasnellales

Ceratobasidium stridii J. Erikss. & Ryvarden, Cortic. N. Eur., 2 Aleurodiscus-Confertobasidium
(Oslo): 227 (1973)

Morfologia: Material fresco (no observado). En herbario el espécimen presenta un manto de
coloracién blanquecina cremosa, reflectante a la luz, perceptibles a simple vista, al

estereoscopio el micelio se observa como una pelicula blanquecina cerosa.

Microscopicamente el basidioma presenta; Hifas: finas constantemente septadas simples

bifurcadas, 2-2.5 um de diametro. Cistidias: irregulares colapsadas con septo simple basal y su
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diametro de 28-30x2.5-3 um. Basidias: globosas constantemente clavada sin septo transversal
basalmente con septo simple, 10-12(15)x(5)6-7(8) um. Esterigmas: En un numero de 4, finas
alargados de 5-7x2.5-3 um. Esporas: cilindrico-elipsoidales, con poro germinativo de 8-9x4-5
um. (FIG. 4b).

Especimenes examinados: ECUADOR: Zamora Chinchipe, Reserva Bioldgica San Francisco,
sobre madera en descomposicion DC 280 (a).

Ecologia: corticioide resupinado, saprofitico descomponiendo madera muerta.

Tulasnella cf. asymmetrica Warcup & P.H.B. Talbot, New Phytol. 66: 637 (1967)

Morfologia: Material fresco (no observado). En herbario el espécimen es como una pelicula
grasosa de color marrén casi imperceptible, al estereoscopio dicho micelio se presenta como

una fructificacion grasosa verdosa, reflectante a la luz.

Microscopicamente el basidioma presenta; Hifas: finas y tortuosas, constantemente septadas
dispuestas transversalmente y sin presencia de fibulas, 1.5-2 um de diametro. Cistidias:
ausentes. Basidias: ovaladas y oblongas, ocasionalmente clavadas, 8-10x5-7 um. Esterigmas:
En un nimero de 4, alargadas en forma de huso con dimensiones 10x2.5-1.5 um. Esporas:
esféricas, subglobosas con terminacion en punta en forma de pepita. Paredes finas sin
ornamentaciones, 5x4-5 um. (FIG. 4f).

Especimenes examinados: ECUADOR: Bosque, Kilometro 24 via a Zamora Chinchipe, sobre

madera en descomposicion DC 182.

Ecologia: corticioide resupinado, saprofitico descomponiendo madera muerta.

Orden Poliporales
Hyphoderma puberum (Fr.) Wallr, Fl. crypt. Germ. (Norimbergae) 2: 576 (1833)

Morfologia: Material fresco (no observado). En herbario el espécimen presenta una pelicula de
coloracion blanquecina cremosa, perceptibles a simple vista, al estereoscopio se observa un

micelio con brotes blanquecinos.

Microscopicamente el basidioma presenta; Hifas: finas constantemente septadas sin fibulas
bifurcadas dispuestas perpendicularmente a la fructificacion, 1-1.5 um de didmetro. Cistidias:

muy grandes cilindrico irregulares con presencia de estructuras a manera de doble membrana
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80-85x3-4(5) um. Basidias: cilindrico irregulares con su parte distal globosa, (10)15-17x3-5 pum.
Esterigmas: En un namero de 4, finas cortas de 3.5-4x1 um. Esporas: lacrimoides, con poro
germinativo de 2x3-3.5 um. (FIG. 4c).

Especimenes examinados: PANAMA, David; Chiriqui, sobre madera en descomposicion DC
205.

Ecologia: Hongo saprdfito corticioide descomponiendo madera.

Sistotrema confluens Pers., Neues Mag. Bot. 1: 108 (1794)

Morfologia: Material fresco (no observado). En herbario el espécimen presenta un manto de
coloraciéon amarillenta cremosa perceptibles a simple vista, en el estereoscopio se observa un

manto blanquecino con pustulas tomates.

Microscopicamente el basidioma presenta; Hifas: Finas grandes gruesas dispuestas en paralelo
a la fructificacion, sin presencia de fibulas, 1.5-2.5 um de diametro. Cistidias: grandes gruesas
irregulares con su parte basal muy ancha y en su parte distal cilindrica tortuosa mas delgada
con paredes gruesas su didmetro de 98-112.5x12.5 um. Basidias: irregulares de base mas
ancha y globosa sin septa longitudinal y septa simple basal, 16-24x6-8 um. Esterigmas: En un
namero de 4, finas muy alargados de 4-5x1.5-2 um. Esporas: elipsoidal a lacrimoide, con poro

germinativo apical con dimensiones de 7-8x4-5 um. (FIG. 4d).

Especimenes examinados: ECUADOR: Bosque, Kilometro 24 via a Zamora Chinchipe, sobre

madera en descomposicion DC 252.

Ecologia: Hongo saprdfito corticioide descomponiendo madera.

Scopuloides hydnoides (Cooke & Massee) Hjortstam & Ryvarden, Mycotaxon 9(2): 509 (1979)

Morfologia: Material fresco (no observado). En herbario el espécimen presenta una fructificacion
de coloracién blanquecina reflectante a la luz, al estereoscopio si aspecto es algodonoso con

brotes puntiagudos.

Microscopicamente el basidioma presenta; Hifas: Gruesas tortuosas, ramificadas orientadas
transversalmente a la fructificacion con presencia de septos fibulados de 1,5-2(3) um de
diametro. Basidias: se presentan subglobosas, no septadas, (9)10-12x4,5-5 um de didmetro.

Cistidias: Grandes cilindricas de forma irregular con presencia de brotes o incrustaciones
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cristalinas a lo largo de su parte externa y en su parte superior puntiaguda en otros casos
redondeada y en su parte inferior presencia de septos simples proyectados de las hifas
ubicAndose paralelamente al basidio y su diametro de (50)45x3(3,5) um. Esterigmas: En un
namero de 4, puntiagudos con medidas de 4-5x1.5 um. Esporas: alantoides, con poro
germinativo apical y con diametro de 6-7x(2)3 um. (FIG. 4e).

Especimenes examinados: 8-106; 8-108; 103(a).

Ecologia: Hongo saprdfito descomponiendo madera.
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FIG. 4




FIG. 4a-f: llustracion representativa de los especimenes correspondientes a cada especie
incluyendo estructuras de desarrollo como hifas con o sin fibulas, basidias, cistidias presentes o
ausentes, esterigmas y basidiosporas. Atractiellales: a) Helicogloea cf. globosa, espécimen DC
207. Cantharellales: b) Ceratobasidium stridii, espécimen DC 280 (a), c) Tulasnella cf.
asymmetrica, espécimen DC 182. Poliporales: d) Hyphoderma puberum, espécimen DC 205.
e) Sistotrema confluens, espécimen DC 252. f) Scopuloides hydnoides, espécimen 103(a).
Acronimo DC se refiere al nombre del colector Dario Cruz.

Taxonomia molecular

Molecularmente se obtuvieron 30 secuencias a partir de los basidiomas. Estas secuencias
mediante analisis filogenético de LSU parcial permitieron la ubicacién de las secuencias en

varios 6rdenes como Auriculariales, Atractiellales, Cantharellales, Poliporales (FIG. 5).

Dentro del orden Auriculariales se ubican 20 secuencias obtenidas en este estudio. 11
obtenidas desde los basidiomas DC23; DC194; DC44; DC198; DC75; DC203; 98; DC256;
SC062; DC55; DC219 se relacionan estrechamente con los géneros Exidia y Exidiopsis, 7
secuencias dentro del género Basidiodendron para los basidiomas 92; DC74; DC74; DC52;
DC47; 8 117, una secuencia para el género Heterochaetella el basidioma DC280b y dos
secuencias para el género Bourdotia desde los basidomas DC295; DC276, confirmando su
ubicacion y descripcién morfolégica (FIG. 5).

Dentro del orden Atractiellales se ubica una secuencia para el género Helicogloea desde el

espécimen DC207, apoyando su identificacion morfoldgica (FIG. 5).

Dentro del orden Polyporales con 5 secuencias obtenidas desde el basidioma 8_111a para el
género Calathella, otra secuencia desde el basidioma DC201 para el género Crepidotus, dos
secuencias desde los basidiomas DC76; DC76 para el género Phanerochaete, una secuencia

desde el especimen DC304 para el género Hyphoderma (FIG. 5).

Filogenéticamente se formaron dos clados distantes para el grupo Cantharellales- Tulasnellales
en la cual una secuencia desde el basidioma DC280a se ubica dentro del género Clavulicium y
otras secuencias de los basidiomas DC182, DC252 dentro del género Tulasnella. La secuencia

del basidioma DC182 es confirmada morfolégicamente para el orden Cantharellales (FIG. 5).

La region ITS mas la region LSU parcial de estas 30 secuencias, se analizaran en un trabajo

posterior independientemente para cada género: Basideodendron, Ceratobasidium, Exidiopsis,
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Helicogloea, Heterochaetella (Stypella), Hyphoderma, Oliveonia, Scopuloides, Sistotrema,
Tulasnella y asi poder determinar o confirmar las especies morfolégicas.
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FIG. 5. Hipotesis filogenética de la region LSU parcial de DNArn, para determinacion de los
diferentes grupos morfologicos. Acrénimos DC, se refiere al colector de los basidiomas, Dario
Cruz y SC para la colectora Stefania Cevallos.

DISCUSION
Caracterizacion morfologia vs molecular

Dentro de nuestro estudio se logré definir especies morfolégicas que son altamente
coincidentes con los datos moleculares. Los grupos mas grandes morfolégica y molecularmente

son Auriculariales, Atractiellales y Cantharellales y Poliporales (FIGS. 3, 4y 5).

Auriculariales: Morfolégicamente se logrdé determinar varias especies dentro de los géneros
Basidiodendron (Rick, 1938) con las especies Basidiodendron caesiocinereum descrita por
Heikki & Reima para la cual se logré obtener secuencias desde los basidiomas DC 47; DC74
(FIG. 3a), filogenéticamente se ubican en un clado soportado con el 98% BS-ML (FIG. 5) y la
especie; B. deminutum descrita por Peter Roberts (1993), con la secuencia desde el basidioma
DC92 (FIG. 3b) con un soporte filogenético de 74% de BS-ML (FIG. 5), lo cual confirma que
nuestras especies efectivamente pertenecen al género Basidiodendron. Esté género esta
conformado especialmente por especies corticioides resupinadas descomponedoras de madera
y principalmente se las encuentra segun la bibliografia consultada en madera conifera (Duefias,
1989). Para cada especie, son corroboradas filogenéticamente dentro del género mediante el
andlisis de LSU parcial. (FIGS. 3a, 3b y 5). Para el género Exidiopsis, se determiné
morfolégicamente las especies Exidiopsis fugacissima, reportada por Roberts et al. (1993) las
especies morfoldgicas DC23 y DC44 (FIG. 3d) son muy semejantes a este género lo cual en
conjunto con las secuencias obtenidas y mediante su andlisis filogenético de LSU parcial (FIG.
5). se ubican muy cerca de Exidiopsis. Heterochaetella brachyspora actualmente Stypella dubia
(CABI & Landcare Research, 2009) en la pagina informativa Index Fungorum
(www.indexfungorum.org.), reportada por Liuba Kisimova, Horovitz, Oberwinkler and Gomez
(2000), la secuencias obtenida desde el espécimen DC 280 (b) (FIG. 3e) correspondiente a este
género lo ubican morfolégica y molecularmente segun el analisis filogenético de LSU parcial
(FIG. 5) dentro de éste género Heterochaetella se encuentra en madera en descomposicion
(Robena, 1960).

En el orden Atractiellales, morfolégicamente se determiné la especie Helicogloea cf. globosa

desde el espécimen DC 207 (FIG. 4a), colectado en Panama, esta especie fue reportada por
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Chen & Oberw (2000). La secuencia y su analisis filogenético para LSU parcial (FIG. 5),
confirman la morfologia de esté espécimen hasta nivel de género con un 98% de soporte de
BS-ML. Esta secuencia debe ser analizada mas detalladamente incluyendo la region ITS y LSU
en conjunto, para determinar si pertenece o esta cercana a secuencias con nombres cientificos
0 cercana a secuencias de Atractiellales reportadas para el sur del Ecuador por (Kottke et al.
2010) como potenciales micobiontes formadores de micorrizas en orquideas epifitas y

terrestres.

En el orden Cantharelales-Tulasnellales con la especie Tullasnella cf. asymmetrica reportada
por Warcup Talbot (1967) la secuencia obtenida para el espécimen DC 182 (FIG. 4c) de la
region LSU parcial determinado por un analisis filogenético (FIG. 5) confirmé la morfologia hasta
el nivel de género Tulasnella con un 99% de soporte de BS-ML. Corroborando el analisis
morfoldgico obtenido, siendo este género uno de los principales potenciales micobiontes en

orquideas (Cruz et al. 2011)

Muestras que no coincide la morfologia con molecular:

Las secuencias DC 276 y DC 194 obtenidas desde Basideodendron caesionerium se ubican en
otros clados, la secuencia DC276 esta dentro de Auriculariales y la DC194 muy distante dentro
de un grupo de Cantharelalles. En el orden Cantharellales Ceratobasidium stridii reportada por
Erikss y Cortic (1973) mediante una descripcion morfologica el andlisis filogenético arroja un
resultado distante. Lo mismo sucede para Sistotrema confluens reportada por Person (1821)

morfolégicamente, pero el andlisis filogenético arroja un resultado muy distante (FIG. 5).

Los siguientes analisis moleculares de la region LSU no se pudieron contrastar con su analisis
morfolégico: Dentro del orden Auriculariales tenemos Basidiodendron deminutum la especie
morfolégica DC 233 lo clasific6 morfolégicamente dentro de este género, Basidiodendron
radians reportada por Peter Roberts (2001) para el espécimen DC 29, Oliveonia fibrillosa
reportada por Kotiranta y Saarenoksa (2005) morfolégicamente se lo clasifico dentro de este
género, dentro del orden Poliporales el género Hyphoderma meruliaceae reportada por Wallr
(1833) morfolégicamente el espécimen DC 205 se compara a este género y el Scopuloides
hydnoides reportada por Robert |, Gilbertson y Karen K. Nakasone (2003) para los especimenes

8-106; 8-108; 103(a) morfolégicamente se clasificé dentro de este género (Tabla 1).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones:

El uso combinado de taxonomia clasica y datos moleculares aportan evidencias

complementarias y Utiles para la identificacion de especies.

El uso de PCR directa aplicando el kit Phire® Plant Direct PCR, fue muy util para obtener y
amplificar DNA de las muestras de herbario.

Recomendaciones:

Se recomienda el uso de PCR directa aplicando el kit Phire® Plant Direct PCR para muestras
de hongos corticioides resupinados ya que se tiene elevadas probabilidades de amplificar el
DNA correcto y evitar los contaminantes de otros hongos u otros organismos presentes en este

tipo de muestras.

Se recomienda fomentar la ampliacibn de nuevos Herbarios que optimice la coleccion,
conservacion y estudio de los hongos, ya que la gran diversidad de este reino es aln

pobremente entendida.
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ANEXOS

Tabla 1
MORFOLOGIA MUESTRA O ESPECIMEN MOLECULAR
Auriculariales
1 DC23 EXIDIOPSIS
2 Exidiopsis fungassicima DC44 EICHLERIELLA
DC52 NO
4 Basidiodendron radians 1 NO
5 DC235 NO
b Basidiodendron cagsionereum OC 276 Basidiodendron
7 DC47 Basidiodendron
g D14 EXIDIA GLANDULOSA
g Basidiodendron deminutum 102} BASIDIODENDRON
10 DC233 NO
11 Oliveonia fibrillosa DC 261 Uncultured Lemanniera clone
¥ Heterochaetella brachyspora DC280 (b Heterochaetella brachyspora
13 Actualmente (Stypella dubia) DC 208 NO
Cantharellales
14 Tulasnello asymmetrica D182 Tulzsnella asymmetrica
15 Sistotrema confluens DC252 Tulasnella asymmetrica
16 Ceratobasidium stridii DC 280 (3) Uncultured Agaricomycetes
Paliporales
17 8106 NO
18 Scopuloides hydnoides 8-108 NO
19 103(a) NO
0 Hyphoderma meruliaceae DC205 NO
Atractelialles
2 Helicogloea globosa DC 207 Helicogloga
MORFOLOGIA Morfotipos indeterminados MOLECULAR
2 Morfotipo 13 895 Antrodia wangii izolate Paliporales
3 Morfotipo 14 98 Auricularia auricula-judae Auriculariales
u Morfotipo 15 (Poliporales) DC76 Phanerochaste Poliporales
25 Morfotipo 16 (Basidiodendron) DC74 Rasidiodendron Auriculariales
26 Morfotipo 17 DC55 Exidiopsis Auriculariales
by Marfotipo 18 (Auricularinide) 0c 202 Auricularioide Auriculariales
bl 8117 Auriculariales Auriculariales
2 Morfotipo 19 DC 2% NO NO
30 Morfotipo 20 103 (b) NO NO
3l Marfotipo 21 (Basidias Agaricoides) OC 295 Auricularioide Auriculariales
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40
a1
42
43
a4
45
46
a7
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66

Secuencias descartadas para descripcion Morfoldgica

DC 203 Auricularia auricula-judae
DC 198 Exidia glandulosa
DC 304 Hyphoderma puberum
8-81 NO
97 NO

102 NO
8-115 NO
8-116 NO
8—-118 NO

DC3 NO
DC 30 NO
DC B3 NO
DC71 NO
DC72 NO
DC73 NO
DC76 NO
DC78 NO
DC 156 NO
DC 160 NO
DC 188 NO
DC 196 NO
DC199 NO
DC 200 NO
DC 204 NO
DC 206 NO
DC 238 NO
DC 256 Exidiopsis
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MORFOTIPOS INDETERMINADOS.










FIG. 6a-t: llustraciones de morfotipos indeterminados. Especimenes incluyen estructuras en
desarrollo con o sin fibulas, basidias, cistidias presentes o ausentes, esterigmas y
basidioesporas. a) Espécimen DC 256. b) Espécimen DC 208. c) Espécimen 8-95. d)
Espécimen 98. e) Espécimen DC 76. f) Espécimen DC 74. g) Espécimen DC 55. h) Espécimen
DC 202. i) Espécimen DC 296. j) Espécimen 103 (b). k) Espécimen DC 295. |) Espécimen DC
216. m) Espécimen DC 201. n) Espécimen DC 6. o) Espécimen 100. p) Espécimen DC 75. q)
Espécimen 8-111(b). r) Espécimen 8-111(a). s) Espécimen DC 219.
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