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1- Introduccion

El género Coniophora (Coniophoraceae, Boletales) agrupa hongos de pudriciéon
castafia de la madera y esta distribuido globalmente. La pudricion ocurre tanto en
madera utilizada para la construccion como en la naturaleza (Kauserud et al. 2007).
Coniophora arida (Fr.) P. Karst. y Coniophora olivacea (Fr.) P. Karst. han sido
citadas en madera muerta de muchas especies arbdreas, tanto en coniferas como
en madera dura, y estan distribuidas en zonas templadas de todo el mundo.
Coniophora olivacea también fue citada en un ejemplar vivo de Picea spp. en Norte
Ameérica. Tanto C. olivacea como C. arida son comunes en bosques de coniferas
(Ginns 1982). Junto con C. puteana (Schumach.) P. Karst., causan importantes
pérdidas econdmicas de diversas formas, como degradadores de arboles vivos, y
frecuentemente en interiores en materiales de construccion, (Kauserud et al. 2007).
Chee et al. (1998) reporta altas pérdidas de peso en cultivos de estado sélido de
madera de Pinus radiata producidos por C. olivacea junto con otras cepas de
hongos de pudricién castafia. Da Costa et. al. (1967) remarca la capacidad vigorosa
del ataque de esta especie en una amplia diversidad de especies de madera, en
un amplio numero de tipos de servicios, incluidas especies de madera dura como
Eucalyptus marginata en el oeste de Australia. También reportan que la densidad
de la madera fue significativamente afectada solo por C. olivacea mientras que no
lo fue para otras especies de hongos testeadas. Rudman (1966) probd que la albura
de muchas especies de arboles es uniformemente susceptible al ataque de este
hongo. Asimismo, C. olivacea es capaz de formar cordones miceliares (Stalper
1978), esta caracteristica sugiere la posibilidad de infeccion a través del suelo de
un tronco a otro, que podria causar patrones agregados como Armillaria ostoyae
(Romagn.) Herink (Dickman & Cook 1989; Bruhn et al. 1996). Ademas, C. olivacea
produce eficientemente basidiosporas, pero el rol infeccioso de cada forma de
diseminacion es todavia desconocido (Edman 2001).

Los hongos de pudricién castana afectan las estructuras poliméricas de la
holocelulosa de la madera, a las que atacan selectivamente mediante sustancias
degradantes de naturaleza enzimatica secretadas por las hifas. Al mismo tiempo,
modifican la estructura de las celulosas y ligninas (en menor medida) a través de

un meétodo no enzimatico (Goodell et al 2008). En las etapas iniciales de la invasion



de la madera los hongos de pudricion castana producen radicales hidroxilo de gran
poder destructivo a través de reacciones extracelulares de Fenton. Estas involucran
compuestos fendlicos segregados por los hongos que actuan como quelantes de
hierro férrico y fuentes de electrones para la reduccién de hierro, promoviendo asi
reacciones mediadas (Goodell et al. 1997). Estos radicales producen la escision de
los enlaces glucosidicos de la holocelulosa y la desmetilacion, despolimerizacion y
polimerizacion de la lignina (Arantes & Goodell 2014). Mediante estas reacciones
el hongo puede acceder finalmente a la fuente de carbohidratos constituida por la
celulosa y hemicelulosa, desplegando un sistema de enzimas hidroliticas formados
principalmente por celobiohidrolasas, endoglucanasas y beta-glucosidasas
(Eriksson et al. 2012).

Los recursos, tanto biolégicos como fisicos y quimicos, que los hongos de pudricion
castafa utilizan afectan la estructura de la madera incluso en los estados iniciales
de pudricién, comprometiendo su resistencia mecanica, inclusive sin que se detecte
pérdida de peso significativa. La necesidad de efectuar un diagndstico temprano
del ataque del hongo a la madera se vuelve imperiosa y al mismo tiempo compleja
ya que muchas veces en estados iniciales no se manifiesta evidencia exterior
alguna (Arantes & Goodell 2014). Dentro de los organismos degradadores de la
madera los hongos de pudricion castafia son los que mayor dafio producen a la
industria de la madera mientras que su rol ecolégico resulta crucial para el
mantenimiento del ciclo de carbono y el mantenimiento de los bosques,

principalmente de coniferas (Goodell et al. 2003, Zabel & Morrell 2012).

Coniophora arida y C. puteana han sido registradas previamente en Patagonia
(Greslebin 2002), donde C. arida muestra una amplia distribucion. Sin embargo, no
existen registros de C. olivacea en Patagonia a excepcidn del ejemplar colectado

en la region de Epuyén en 2017, objeto del presente trabajo.

En Patagonia las plantaciones de coniferas exodticas son el mayor recurso
explotado actualmente de la industria maderera y forestal. La introduccion de estas
especies representa un beneficio socioeconémico pero acarrea riesgos
ambientales y econdmicos ambientales (Richardson 1998). Entre los costos
ambientales se incluyen cambios en el suelo, hidrologia (Jobbagy et al. 2013),
pérdida de biodiversidad, incremento de la biomasa vegetal, fragmentacion de



habitats nativos y alteraciones a la biota nativa (Armstrong & Van Hensbergen
1996). En las ultimas décadas el impacto y manejo de estas plantaciones han sido
motivo de multiples estudios en las que se cuestiona el potencial invasivo de las
diferentes especies de pinos tanto en Patagonia como en el hemisferio sur
(Richardson et al. 1994; Armstrong & Hansbergen 1996; Pefa & Pauchard 2001;
Richardson 2008; Dezzotti et al. 2009), el rol en los devastadores incendios que
afectaron y afectan los bosques de Patagonia (Nufiez & Raffaele 2007; Cobar
Carranza 2013; Raffaele et al. 2015) y la presencia de diversos patdégenos
asociados a estas especies entre las que se incluyen insectos (como el caso de la
avispa Sirex (FAO 2007)) y los principales patégenos forestales: los hongos (Pildain
& de Errasti 2001).

Estudios indican que Phytophthora austrocedri, el patbgeno causante del sindrome
conocido como “Mal del Ciprés”, ocasiona gran mortandad de Austrocedrus
chilensis en Patagonia (Greslebin & Hansen 2010). Es un patdégeno exdtico
introducido y probablemente vinculado a la introduccion de especies exoticas
lefiosas que se practicd entre 1920 y 1930 en Isla Victoria, Neuquén (Vélez et al.
2014). Actualmente ya se han promovido estrategias destinadas a restringir la
dispersion de P. austrocedri (Giordana et al. 2020) que incluyen restricciones en el
turismo y ganaderia en determinadas zonas o incluso tratamientos quimicos (Silva
et al. 2016).

Dada la naturaleza compleja y multicausal de las invasiones bioldgicas, predecir el
comportamiento de una especie exatica recién llegada en un area determinada es,
al menos, un desafio (Desprez-Loustau et al. 2007). Sobre todo cuando este
comportamiento también estd asociado con las especies vegetales que podrian
actuar como huéspedes, socios, o reservorios de la entidad fungica (p. ej., Dickie
et al. 2017). Sin embargo, debido a que la introduccion de especies representa uno
de los principales factores en la actual crisis de biodiversidad afectando los
ecosistemas (Olden et al. 2004; Clavero & Garcia-Berthou 2005; Vila et al. 2010) y
generando enormes pérdidas econdmicas (Pimentel et al. 2005), se han generado
valiosas herramientas para abordar la problematica. Entre estas herramientas se
encuentran los modelos de distribucion de especies (SDM), también conocido
como modelos de nicho ecoldgico (ENM), con los que se relacionan ubicaciones



conocidas de una especie con las caracteristicas geograficas ambientales de los
sitios y en base a ello permite identificar regiones con condiciones ambientales
donde la especie introducida puede establecerse exitosamente (Di Febbraro 2013).

Los datos de solo presencia de una especie son los mas comunes y mas facilmente
disponibles, tanto en herbarios como en bases de datos, y representan mas de un
siglo de contribuciones cientificas. Los modelos de distribucion de especies han
maximizado la utilizacion de este recurso. En esta linea, los modelos de maxima
entropia (MaxEnt) han demostrado ser eficientes en la estimacién de las
distribuciones geograficas potenciales de las especies al fusionar datos de solo
presencia de la especie con informacion ambiental (Phillips et al. 2006; Yuan et al.
2015); y también han demostrado responder eficientemente cuando el tamarfo de
la muestra es pequeno (Wisz et al. 2008). Estos factores, sumados a la simplicidad
de su manejo, hacen de MaxEnt la herramienta de SDM mas utilizada en la

actualidad.

El espécimen recolectado identificado como C. olivacea es, hasta donde se sabe,
el primer y unico registro de esta especie en el sur de América del Sur. Dado que
la Patagonia andina tiene una larga historia de cultivo de especies exéticas de
arboles (p. ej: Pinus spp., Pseudotsuga menziesii, entre otras), y también una
tradicion de cria de animales, es probable que se produzcan eventos de
introduccién de especies exoticas de hongos. Ademas, el intenso trabajo de campo
realizado en las ultimas décadas por muchos micélogos con el objetivo de evaluar
en profundidad la riqueza de Aphyllophorales de la regién no detectd esta especie
(por ejemplo, Greslebin & Rajchenberg 2003).

Coniophora olivacea ha demostrado ser capaz de producir dafios significativos en
la estructura de la madera, aunque no afecte principalmente a los arboles vivos.
Como la madera es el material de construccion dominante en la region,
especialmente en la region chilena de los Andes, se necesita informacion confiable

como base para futuros programas de manejo.

La correcta identificacion de las especies es crucial para la implementacion de
control bioldgico, diagnéstico y prevencion de enfermedades y la deteccion de

invasores y especies plagas. Un desafio adicional con respecto a la identificacion



de C. olivacea es la presencia de clados admitidos dentro de esta especie
(Kauserud et al. 2007). Dado que esta diversidad es morfologicamente criptica, solo
las metodologias moleculares pueden posicionar un espécimen en este esquema.
En el futuro, los estudios que requieran evaluar diferentes comportamientos (por
ejemplo en la degradacion, en la dispersion, o en la infectividad) pueden necesitar
tener en cuenta esta diversidad oculta. Tradicionalmente las especies de
basidiomycetes se clasificaron en base a la morfologia de los basidiomas. Sin
embargo estas estructuras representan sélo una corta fase en el desarrollo del ciclo
de vida, incluso muchos basidiomas son similares y presentan escasos caracteres
diferenciales. En pocas palabras presentan fenotipos Ilimitados para la
caracterizacion de especies y es por ello que la identificacion de especies cripticas
es cada vez mas recurrente en el reino fungico con el advenimiento de las
metodologias moleculares. Por otro lado, no identificar especies cripticas de
degradadores exoticos puede complicar los esfuerzos hacia la erradicacion y
control. También es importante entender la riqueza de especies dado que estas
pueden responder a las medidas de control de manera distinta (Bickford et al.
2007).

El objetivo de este trabajo es brindar informacion confiable sobre la identidad, el
hospedante y la distribucion potencial de C. olivacea, reportada aqui como nuevo
registro para la Patagonia, de manera que se puedan tomar decisiones futuras

sobre el manejo y prevenciéon de una posible invasion, y los consecuentes dafios.



2- Objetivos:

® Estudiar y describir el ejemplar de Coniophora olivacea tanto
macroscopicamente como microscopicamente.

® Analizar y describir la localizacion de las hifas y la alteracién producida por
las mismas en la madera con técnicas de histoquimica. Analizar e identificar
la especie de los detritos lefiosos degradados por el hongo.

® Determinar la identidad molecular, definir la posicion filogenética y la relacion
con los grupos infraespecificos dentro de C. olivacea del espécimen.

® Predecir el potencial de distribucion de Coniophora olivacea en Patagonia.



3- Materiales y métodos
3.1 Origen del espécimen

El material micoldgico utilizado en este trabajo consiste en un basidioma sobre
sustrato lefioso (fragmento de madera sobre suelo) recolectado en las
inmediaciones del Lago Epuyén en el sector conocido como monasterio
abandonado, sitio que se compone de bosque andino patagodnico y plantaciones
forestales de pinaceas. Las coordenadas del sitio especifico del muestreo
corresponden a 42°13'05.0"S 71°29'46.0"0O (Fig. 1). Posteriormente fue secado y
depositado en el fungario del Museo Botanico de Cérdoba (CORD) como CORD-
FK16004.

;CORD-FK1 6004
PN P |

Figura 1: Punto geografico de recolecciéon del espécimen CORD - FK16004
3.2 Descripcion e identificacion del espécimen

La descripcion macroscopica se realizd registrando las caracteristicas macro

morfolégicas del espécimen como el color, forma, tamafo del basidioma, textura



del himenio y sustrato en el que se encuentra. Para la correcta deteccion de estos
caracteres se utilizd lupa (Leica EZ4) mientras que la para la microscopia se
utilizaron preparados con cortes del basidioma y solucion de hidréxido de potasio
(KOH) en microscopio optico (Leica DM500) para poder observar las estructuras
principales del hongo como hifas, basidiomas, esporas, cistidios y presencia de

cristales caracteristicos de la especie.
3.3 Histologia e histoquimica

Se realizaron cortes con micrétomo de secciones (de 10 um de grosor)
transversales, longitudinales y radiales del lefio sobre el que se encuentra el
degradador. Se les realiz6 una tincibn con azul de algodon que consiste en
blanquear las secciones del lefio con perdxido de hidrégeno 30% por 1:30 h,
posteriormente se enjuaga con agua destilada 3 o 4 veces, se tifie con azul de
algoddn dejando actuar el tinte por 24 horas para finalmente enjuagar con agua
destilada nuevamente y montar las secciones en un portaobjetos, fijando el
preparado con lactoglicerol. Luego se analizaron en microscopio Optico para
observar las caracteristicas morfolégicas principales, tanto de la madera como de
las hifas del degradador, y la forma en la que las hifas se encuentran dentro de la

estructura del leno.

Los analisis histoquimicos se llevan a cabo para la deteccidn de carbohidratos,
lignina y otros compuestos fendlicos en el lefio afectado. Para comparar se
utilizaron secciones tanto del lefio sano como del afectado. Se realizaron tinciones
a las secciones de lefio siguiendo los procedimientos especificos mencionados por
Krishnamurthy (1988). La deteccion de lignina se llevé a cabo con el reactivo de
Wiesner siguiendo los pasos especificados por Tapia (2014) mientras para
contrastar lignina de polifenoles y carbohidratos se utilizé azul de toluidina

siguiendo los pasos descritos por Rivera et al. (1999).
3.4 Extraccion de ADN

Se realizé una extracciéon de ADN del basidioma utilizando el kit GenElute Plant
GenomicDNA Miniprep Kit (SigmaAldrich) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para obtener la confirmacién de la presencia de ADN se realizd una

electroforesis en gel de agarosa, para ello se utiliz6 una cuba de electroforesis, se
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prepard una solucién buffer con 350 ml de solucion buffer para cuba, 343 ml de
agua destilada y 7 ml de TEA x50. Un gramo (1 g) de agarosa se disolvié en 50 ml
de esta solucion buffer, se procedio a hervir 3 veces, templar y luego volcar en la
cama de electroforesis, colocando el peine correspondiente para marcar las calles
de sembrado. Una vez solidificado el gel de agarosa el peine se retird, se colocd
en la cuba y se llen6 con el resto de solucion buffer. Se sembré una muestra de 2
pl de ADN y 2 yl GELRED vy el buffer de carga. En otra calle se sembraron 4 pl del
marcador de peso molecular y se aplicé un campo eléctrico de 90 voltios durante
40 minutos. Posteriormente se analizé si la extraccién fue exitosa en un

transiluminador de luz UV mediante la intensidad de las bandas.

Confirmada la presencia de ADN post extraccion se procedié a utilizar primers
ITS1F/ITS4 para amplificar la region rDNA ITS1-5.8S-ITS2 (ITS), la cual esta
ampliamente recomendada para el reconocimiento de especies de basidiomycetes
por sus propiedades moleculares, rendimiento y variabilidad entre especies
morfolégicamente distintas (White et al. 1990; Gardes & Bruns 1993).

La reaccion de PCR se realizd en un volumen total de 25 pl siendo los
componentes: 1 pl de la solucion de ADN previamente extraido, 0,2 pl de Taq
polimerasa (5 U/ul) , 1 ul de dNTPs (10mM) , 1 ul de buffer (10X), 1 ul de ITS1F, 1
ul de ITS4, 0,75 pl de MgCl2 (25 mM), y completando el volumen final con agua ultra
pura. Se coloc6 en termociclador REDExtract-N-Amp PCR ReadyMix
(SigmaAldrich) bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial 94°C por 4
minutos, 36 ciclos de 30 segundos a 94°C, 45 segundos a 55y 70 segundos a 72°C
y una extension final de 10 minutos a 72°C.

Se llevo a cabo una nueva electroforesis para confirmar que el producto de la PCR
se amplificd correctamente y que efectivamente la region ITS es la replicada. Para
esta nueva corrida se preparo la cama de gel de agarosa tal cual se especificd
anteriormente, esta vez sembrando pl del resultado de la PCR mas 2 ul de
GELRED, 4 ul de marcador de peso molecular y por ultimo un control negativo de
PCR cada uno de ellos en una calle respectivamente. Se efectud la electroforesis
a 90 voltios durante 40 minutos y observd el resultado en transiluminador

analizando la intensidad, definicién (banda unica sin barridos), de las bandas y la
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distancia recorrida en comparacion tanto del control como del marcador de peso

molecular.

La region amplificada se envio para ser purificada y secuenciada por Macrogen
(Seul, Corea del Sur) con el primer ITS4 para ITS. Las secuencias se editaron con
BIOEDIT 7.2 descartando las partes ambiguas de los extremos y conservando los
datos en formato FASTA. La nueva secuencia generada fue subida a GenBank
NCBI con el numero de acceso ON832657. Se consulté por secuencias ITS de las
especies identificadas con mayor similtud en GenBank NCBI
(http://www.ncbi.nlm.gov) con la opcién MEGABLAST (Zhang et al. 2000).

3.5 Analisis filogenético

Para los analisis filogenéticos se utilizd la secuencia de ITS obtenida y las
secuencias disponibles en Genbank que mostraron altos porcentajes de similitud,
certificadas y publicadas. Las secuencias disponibles publicadas por Kauserud et
al. (2007) para C. olivacea se utilizaron para determinar si existe relacién del
ejemplar estudiado con los subclados establecidos en su publicacion. Secuencias
certificadas de otras especies emparentadas con C. olivacea se utilizaron para dar
soporte al clado y especimenes del género Leucogyrophana se usaron como grupo
externo, todas las secuencias se obtuvieron de GenBank. El detalle de los datos
utilizados se especifica en la tabla 1.

Post seleccion de datos se realizd un alineamiento multiple de secuencias con la
estrategia L-INS-i (Método de refinamiento iterativo) cdmo se implementa en
MAFFT 7.0 (Katoh and Standley 2013) sin edicion adicional. EI modelo de
sustitucion nucleotidica se seleccion6 con jModelTest 2.1 (Darriba et al. 2012) con

criterio de informacion Akaike (AlIC) como parametro de decision.

Para la inferencia filogenética se aplicé el analisis de maxima verosimilitud (ML) en
PHYML cémo se implementan en la plataforma bioinformatica francesa
(http://www.atgc-montpellier. fr/phyml/) siguiendo instrucciones especificadas por
Guindon et al (2010). El arbol de maxima verosimilitud se elaboré con un bootstrap
de 1000 repeticiones. Se calculé e implementé Bootstrap resampling method (BS)
en PHYML (1000 réplicas con 10 secuencias de adicion aleatoria e intercambio de

TBR) y analisis de inferencia bayesiana BIMCMC con MrBayes (Huelsenbeck &
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Ronquist 2001) con 7.000.000 generaciones iniciando con un arbol aleatorio y
utilizando 4 cadenas simultaneas. Las primeras 100.000 se descartaron como burn-
in. TRACER1 (http://evolve.zoo.ox.ac.uk/software. html/tracer/) se utilizd6 para
asegurar que la estacionariedad se logré6 después de las primeras 100.000

generaciones.

Tabla 1: Niumeros de acceso de GenBank, Certificado y Pais de origen de cada

espécimen utilizado para la construccion del arbol filogenético

GenBank Especie Certificado Pais de Origen
AJ518879 Coniophora marmorata P158 Alemania
AM747518 Coniophora olivacea MUCL 20566 Alemania
AM747520 Coniophora olivacea 82/34/3 Noruega
AM747523 Coniophora olivacea FP100334 USA
AM747529 Coniophora olivacea DAOM 216045 Canada
AM747530 Coniophora olivacea FPL1 UK
AM747533 Coniophora olivacea MD204 USA
AM946632 Coniophora marmorata FPRL 410 UK
AM747527 Coniophora olivacea FP105383 USA
ONB832657 Coniophora olivacea FK16004 Argentina
DQ202271 Coniophora arida AFTOL-ID 698 USA
FJ790314 Coniophora opuntiae AH31855 Espafna
GU187516 Coniophora olivacea FP104386 USA
GuU187527 Leucogyrophana arizonica RLG-9902 USA
GU187532 Leucogyrophana olivascens HHB-11134 USA
HF921467 Coniophora fusispora 15702Tell Espafna
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HG326617 Coniophora eremophila 19021Tell Espafna
HG326618 Coniophora eremophila MAFungi 86372 Cape Verde
MG763873 Coniophora hanoiensis He5197 Vietham
MG763874 Coniophora hanoiensis He5202 Vietham
MG763875 Coniophora arida He4658 Vietnam
MW 192497 Coniophora sp. He6920 Vietnam
MW 192498 Coniophora sp. He6926 Vietnam
0OL898499 Coniophora olivacea MUCL 20566 Alemania
OM972325 Leucogyrophana olivascens S.D.Russell 54 USA
GU066829 Coniophora puteana LMSA1.03.047 Francia
JQ765680 Coniophora puteana ISOLO1 Suecia

3.6 Modelos de distribucion de especies: datos de ocurrencia. Datos
climaticos, modelado de nichos y distribucién potencial de la especie con
MaxEnt

Para determinar el rango de distribucion potencial de C. olivacea en el mundo y
especialmente en la region patagdnica se aplicé el modelo de nicho ecoldgico
(ENM). Estos modelos correlativos son capaces de calcular la respuesta de una
especie al entorno, y utilizando supuestos bien establecidos se puede inferir rangos
geograficos, idoneidad ambiental o requisitos de nicho (Franklin 2010; Peterson et
al. 2011). Las coordenadas geograficas (latitud y longitud) de C. olivacea no
originadas en este trabajo fueron obtenidas de Global Biodiversity Information
Facility (GBIF website: www.gbif.org) y de las busquedas de secuencias ITS con

BLAST en bases de datos publicas que fueron incluidas en el analisis filogenético.

Solo los registros obtenidos desde 1950 fueron utilizados, ya que a partir de ese
afo se encuentran disponibles los primeros datos de las variables. La base de
datos se curd verificando que se trate de colecciones documentadas y con autor.
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Para evitar el efecto de autocorrelacion espacial en el ENM se eliminaron los puntos

que estuvieran a menos de 30 km de distancia utilizado el paquete de R “Wallace”

v1.0.6.1 (Kass et al. 2018) implementado en R V3.6.1. Luego de estos ajustes se

obtuvo una base de datos de 113 registros distribuidos en todos los continentes a

excepcion de Antartida (Tabla 2).

Tabla 2: Fuente, coordenadas e identidad del especialista que determiné el

espécimen de ubicaciones utilizadas en el modelado de nicho de C. olivacea

Fuente ID Determinado por Latitud Longitud
GBIF 2853840061 | N. Nguyen -43.3667 -122.0550
GBIF 2853817742 | Leif Ryvarden -42.6833 -95.1651
GBIF 1803055872 | Larsen, J.M. -42.3250 -89.0226
GBIF 2468717113 | Leif Ryvarden -37.8167 -83.5569
GBIF 2872775370 | Weresub, L.K. -37.5167 -83.0383
GBIF 1929804531 | Cain, R.F. -36.4931 -82.8524
GBIF 78480752 Weresub, L.K. -36.4800 -79.8667
GBIF 78480725 Weresub, L.K. -33.3650 -75.9713
GBIF 3110699572 | G. Gruhn -31.9610 -52.9281
GBIF 31921821 Penteado, VL -31.9610 -47.2314
GBIF 78480990 M. T. Telleria -22.4872 -7.9800
GBIF 3128717799 | M.T .Telleria -15.9754 -7.5600
GBIF 1046448598 | M.T. Telleria 8.9713 -6.8700
GBIF 1046448588 | S. Pérez Gorjdn 30.2496 -6.0500
GBIF 1046448584 | N. Rodriguez Ramos 37.0300 -5.7000
GBIF 78480692 Pérez-Daniéls, P. 37.5900 -4.8209
GBIF 78480750 De Esteban J. 37.7573 -4.4358
GBIF 78480751 M.Duefias 37.9300 -3.6800
GBIF 2640619325 | Guerra, A. 37.9700 -3.4882
GBIF 2640611323 | M.T.Telleria 38.5045 -2.8500
GBIF 3128711770 | K.Hjortstam 40.4400 -2.2900
GBIF 3128712088 | Riezu J.M. 40.4400 -2.1423
GBIF 3022691275 | Martin J. 40.4400 -1.4509
GBIF 1412705076 | Leif Ryvarden 40.5900 -0.6089
GBIF 3120315712 | Melo & Salcedo 41.3400 4.8144
GBIF 3119888857 | Leif Ryvarden 41.4100 5.6849
GBIF 3119941694 | Jean Keller 41.7449 7.0766
GBIF 3120085534 | Keller Jean 41.7449 7.0820
GBIF 3120083547 | Mykologische 42.8330 8.0603

Gesellschaft Luzern
GBIF 1935675408 | Tom Hellik Hofton 43.0205 8.1391
GBIF 2580067375 | Even Hggholen 43.9667 8.2132
GBIF 1935674992 | Finn Oldervik 45.5582 8.3158
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GBIF 2640622329 | Kilian Muhlebach 45.8390 8.4596
GBIF 1935675508 | Gian-Felice Lucchini 45.8390 8.5111
GBIF 2464714773 | Thomas Laessge 46.1528 8.6163
GBIF 2464715470 | Geir Gaarder, B. 46.3825 8.9995
Bredesen
GBIF 2464715186 | Eleno Zenone 46.3838 9.0153
GBIF 3022675674 | Geir Gaarder 46.9750 9.1313
GBIF 3022678099 | Leif Ryvarden 47.0853 9.3892
GBIF 3022678092 | Even Hggholen 47.1264 9.4323
GBIF 125721900 | Even W. Hanssen 47.1948 9.4771
GBIF 3022691280 | Gaute Mohn Jenssen 47.3250 9.6800
GBIF 3022711521 | Egil Bendiksen, Klaus 49.0760 9.8276
Hggholen
GBIF 3022710706 | Jan Vesterholt 49.0760 9.9203
GBIF 3022660912 | Baici & Horak 49.0760 10.2184
GBIF 3022670965 | Leif Ryvarden 51.1364 10.5434
GBIF 2332466434 | Egil Bendiksen, Klaus 54.6592 10.6756
Hggholen
GBIF 2592349870 | Leif Ryvarden 54.6592 10.6958
GBIF 2332386590 | Hofton, Tom H. 56.0200 11.3122
GBIF 2332484109 | Viacheslav Spirin 56.0477 11.3900
GBIF 3022678738 | L. Ryvarden 57.8083 11.6876
GBIF 2332380451 | Leif Ryvarden 58.0167 11.9530
GBIF 2332484110 | Leif Ryvarden 58.2670 12.0205
GBIF 2332499532 | Halvor Solheim 58.2808 12.1902
GBIF 3022677158 | Thomas Laessge 59.0407 12.5515
GBIF 2332484140 | Leif Ryvarden 59.5106 13.2995
GBIF 2332329295 | Leif Ryvarden 59.6542 13.8343
GBIF 2332330958 | Michelitsch 59.6696 13.8917
Siegmund
GBIF 2332484094 | L. Ryvarden 59.7348 13.9566
GBIF 2332484137 | L. Ryvarden 59.9492 14.4268
GBIF 2332484088 | Gro Gulden, J. 60.1817 15.5935
Eriksson
GBIF 2332484086 | Gunnar Kristiansen 60.1879 19.7542
GBIF 2332328417 | Leif Ryvarden 60.2405 21.9905
GBIF 2332484099 | Leif Ryvarden 60.5576 23.7227
GBIF 2332484100 | K. Juutilainen 60.6690 24.2320
GBIF 2332484097 | Erast Parmasto 60.7622 24.7000
GBIF 3022710206 | Leif Ryvarden 60.7711 24.7060
GBIF 2332471091 | Kulju, Matti 60.8157 25.0803
GBIF 2332484085 | Leif Ryvarden 60.9684 25.3705
GBIF 1052045733 | Erast Parmasto 61.1078 26.0733
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GBIF 2332381834 | Erast Parmasto 61.1969 27.0167
GBIF 2332382904 | Erast Parmasto 61.2661 27.3217
GBIF 2332382048 | Moilanen, Aki 61.2885 27.6367
GBIF 2332484089 | Kulju, Matti 61.3041 27.9667
GBIF 3460838722 | Kulju, Matti 61.5546 28.4940
GBIF 2332444819 | Leif Ryvarden 61.5841 28.9949
GBIF 773226377 | Kulju, Matti 61.6537 29.2642
GBIF 3460843518 | E.Parmasto 61.7167 29.7911
GBIF 2332399347 | Lehtonen Hannu 61.7291 30.3716
GBIF 3441197293 | M. Kirsi 61.7413 30.4114
GBIF 2332460790 | Viacheslav Spirin scr. 61.7453 35.5262
GBIF 2991518006 | Alexander Ordynets 61.7694 36.9845
GBIF 2332445204 | Alexander Ordynets 63.0420 37.8528
GBIF 3441185087 | Leif Ryvarden 63.0432 38.5651
GBIF 3022706988 | Erast Parmasto 63.0842 50.7887
GBIF 3022660067 | Erast Parmasto 63.1253 53.9975
GBIF 3713361932 | Ain Raitviir 63.2220 55.9065
GBIF 3107784828 | Erast Parmasto 63.9944 78.5390
GBIF 2332329461 | Erast Parmasto 64.0315 80.3301
GBIF 3713366539 | Erast Parmasto 64.1358 87.6215
GBIF 3022678766 | Erast Parmasto 64.2939 89.3966
GBIF 3713359652 | Erast Parmasto 64.6526 93.4100
GBIF 3107787449 | Erast Parmasto 64.6922 93.8500
GBIF 3460839026 | N.L. Bougher 64.6922 115.8229
GBIF 2569344336 | Erast Parmasto 64.7388 123.3742
GBIF 2332484113 | Erast Parmasto 65.2961 124.9180
GBIF 2332484108 | Leif Ryvarden 65.4551 127.9663
GBIF 1324376586 | Erast Parmasto 66.3129 134.0667
GBIF 2332458095 | Erast Parmasto 66.7660 136.5833
GBIF 2332484111 | Erast Parmasto 67.8899 137.5000
GBIF 3022678668 | Erast Parmasto 68.7227 142.6847
GenBank | AJ344112 Olaf Schmidt et al., 48.8569 2.3513
2002
GenBank | ON832657 Este trabajo -42.2181 -71.4961
GenBank | AM747520 Kauserud,H. et al., 1.635 10.8741
2007
GenBank | AJ345009 Olaf Schmidt et al., 48.8409 11.4395
2002
GenBank | AM747519 Kauserud,H. et al., 52.5166 13.3833
2007
GenBank | AM747527 Kauserud,H. et al., 42.38 72.2282
2007
GenBank | GU187516 Binder,M. et al., 2010 39.0276 76.9039




GenBank | AM747528 Kauserud,H. et al., 35.5481 79.6967
2007

GenBank | AM747526 Kauserud,H. et al., 47.0331 109.2266
2007

GenBank | AM747537 Kauserud,H. et al., 34.3131 111.1993
2007

GenBank | AM747533 Kauserud,H. et al., 44.0384 120.0599
2007

GenBank | AM747531 Kauserud,H. et al., 53.9218 122.7267
2007

Se utilizd un set de 19 variables bioclimaticas y una variable de elevacién

procedentes de la base de datos WorldClim 2 (http://www.worldclim.org) con 2,5

arc-min (aprox. 5 km) de resolucion abarcando todo el planeta (Hijmans et al. 2005).
Es altamente aceptado que las variables de este tipo son efectivas y suficientes
para determinar si el ambiente es favorable para la presencia de la especie (Guisan
& Zimmermann 2000).

Para minimizar el sesgo de ajuste de los modelos producido por la covarianza entre
variables se aplicod correlacion de Pearson, el cual es el proceso estadistico mas
comun para medir |la fortaleza de las relaciones entre dos variables continuas. Este
proceso nos permitid eliminar las variables mas correlacionadas y para ello se
utilizd R v3.6.1.

Una vez eliminadas las variables correlacionadas (r > 0,7), se obtienen seis
variables climaticas: Bio1 (temperatura media anual), Bio2 (rango diurno medio),
Bio4 (rango de temperatura anual), Bio11 (precipitaciones del mes mas seco),
Bio12 (precipitacién anual), Bio15 (estacionalidad de las precipitaciones) y la

variable de elevacién (Tabla 3).

Las opciones por defecto fueron seleccionadas para el andlisis realizado en
MaxEnt, incluyendo auto-caracteristicas, un maximo de 500 iteraciones, 100
réplicas para asegurar resultados viables, y un muestreo aleatorio simple de 10.000
puntos de background con una convergencia limite de 10° y un multiplicador de
regularizacién de 1. Utilizamos K-fold cross-validation para testear el rendimiento
del modelo, para ello los datos se dividen entre prueba y entrenamiento, los datos

de entrenamiento se dividen en k grupos denominados pliegues, aproximadamente
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cada grupo del mismo tamano, k-1 grupos son utilizados para el set de datos de
entrenamiento mientras el grupo restante se utiliza para validar el modelo, este
proceso se repite en cada iteracion utilizando en cada una un grupo distinto como
validacién. Basicamente consiste en testear el modelo a través de diferentes

combinaciones de datos.

Los modelos finales se obtienen con salida logistica y fueron guardados en ASCII
formato raster e importados a QGIS “Geographic Information System” version
3.4.12 (2019). El modelo promedio se proyectd geograficamente dividiendo la
probabilidad de ocurrencia en las siguientes cinco categorias: valores inferiores al
valor umbral se consideran ausentes, umbral "bajo"-0,25, “medio” 0,25-0,5, “alto”
0,5-0,75 y “muy alto” >0,75. Los valores del area debajo de la curva (AUC)
caracteristica operativa del receptor (ROC) (Peterson et al., 2008; Elith & Leathwick
2009), se utilizaron para la evaluacién de la precision de la prediccidon del modelo.
El AUC es un buen indicador del grado de bondad del modelo, ya que se interpreta
como la probabilidad de que las instancias positivas y negativas se hayan
clasificado de forma correcta (Phillips et al. 2004). La importancia de las variables
para los ENM se evalu6 en funcion del valor de permutacion, prueba de Jackknife

y las curvas de respuesta calculadas por MaxEnt (Phillips et al. 2017).

Tabla 3: Variables bioclimaticas y variables de elevaciéon seleccionadas post
correlacion de Pearson (Correlacion r > 0.7) procedentes de la base de datos
WorldClim 2.

Abreviatura ‘ Variables
Bio1 ‘ Temperatura media anual
Bio2 | Rango diurno medio
Bio4 ‘ Rango de temperatura anual
Bio11 ‘ Precipitaciones del mes mas seco
Bio12 | Precipitacion anual
Bio15 ‘ Estacionalidad de las precipitaciones
ELV | Variable de elevacion
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4- Resultados
4.1 Identificacion macroscopica y microscoépica del espécimen

Basidioma: Efuso, tenuemente membranaceo a veces haciéndose crustoso o
despegandose cuando seco, hasta 0,3-0,5 mm de grosor. El himendforo es liso a
ligeramente tuberculado, pubescente, marrén grisaceo a marrén olivaceo,
engrosado y compacto. El subiculo es mas tenue, menos denso, castano a castafio
oscuro. Los margenes abruptos o adelgazados, a menudo bisoideo fimbriado,

degradandose hasta alcanzar color blanco en los extremos (Fig. 2A)

Sistema Hifal: monomitico, hifas con septos simples. Hifas subiculares de 2,5 a 7
MM a menudo ramificadas, de paredes delgadas, hialinas o de paredes gruesas y
coriaceas. Hifas Subhimeniales de 2,5 a 5 ym de ancho, en su mayoria de paredes
delgadas y sub-hialinas, a veces con paredes engrosadas y de color amarillento a

ocraceo.

Cistidios (septocistidios): numerosos, cilindricos, con apice obtuso o ligeramente
conico o, menos frecuentemente, clavados u obclavados, con numero de septos
variable (10-20); generalmente de forma algo irregular y comprimidos en algunos
tabiques, normalmente de hasta 250 (400) um de largo y de 8-16 ym de ancho,
sobresaliendo hasta 100 (200) um. En su mayoria con paredes gruesas y ocraceas,
rara vez castafnas, normalmente con paredes delgadas, hialinas en la celda apical
distal. A menudo los cistidios proyectados se encuentran fuertemente incrustados,
a veces solo escasamente, algunos segmentos de hifas también pueden estar

incrustados (Fig. 2D)

Basidios: estrechamente claviformes a largamente cilindricos, frecuentemente
mas alargados en la base, sinuosos, de 30-60 (80) x (6) 7-9 um; con 4 esterigmas

de hasta 8 um de largo (Fig. 2B)

Basidiosporas: Elipsoidales a estrechamente elipsoidales con un lado adaxial
aplanado, pueden observarse ovoides en vista frontal, con 8-10(11) x 4-5(5,5) um
hasta 10-13(14) x 5-7(8) um , lisas, de paredes gruesas, amarillentas a ocraceas,

a veces ligeramente olivaceas (Figura 2C).
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Figura 2: Macroscopia y microscopia de Coniophora olivacea: A: Vista del basidioma en lupa

(Leica EZ4), se observan las caracteristicas membranosas pubescentes de la fructificacion
asi como los bordes se tornan ligeramente claros hasta blanquecinos. B: Basidio claviforme
con 4 esterigmas C: Basidiosporas elipsoidales, sin ornamentos y de paredes gruesas. D:

Cistidios proyectados con una gran cantidad de incrustaciones.

4.2 ldentificacion del sustrato de Coniophora olivacea, colonizacion y

degradacion del lefio
Identificacion del sustrato:

El sustrato de madera en la que se encuentro el basidioma de C. olivacea presentd
las siguientes caracteristicas: En seccidn transversal se observé porosidad difusa,
con vasos solitarios o agrupados en radios multiples cortos y alguno largo,
colonizados por abundantes hifas (Fig. 3C). También se observaron sectores con
fibras o radios parenquimaticos (tejido desintegrado). En seccién radial, radios de
coloracién rojiza y con contenido. Vasos con abundantes hifas. En seccion

tangencial se observan radios casi exclusivamente uniseriados, con
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procumbencias y contenidos. Elementos vasculares con septos oblicuos y
puntuaciones intervasculares opuestas y escalariformes. También se han

observado elementos vasculares con un gran numero de hifas (Fig. 3A, Dy E).

De acuerdo con nuestro estudio, las caracteristicas anatdomicas son
comparativamente coincidentes con Nothofagus dombeyi (Mirb.) Oerst., madera
que posee porosidad difusa, vasos solitarios o agrupados, en series multiples
radiales cortas y largas (Rivera 1988). En la seccion tangencial presenta septos
oblicuos y en la seccion radial placas perforadas simples, limitrofes, subterminales,
con puntuaciones intervasculares opuestas con aureola circular a eliptica y a
menudo escalariforme. Radios casi exclusivamente uniseriados, con células

procumbentes (Tortorelli 2009).
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Figura 3: Secciones del lefio de Nothofagus dombeyi afectado por Coniophora
olivacea (tincion con azul de algodoén). A: Seccién tangencial en la que se observan
los vasos (V) y radios (R) de coloraciéon marréon debido a la degradacion producida
por Coniophora olivacea. B: Detalle de la degradacion de los vasos y las
puntuaciones de los mismos por parte del hongo. C: Seccioén transversal en la que
se observa una hifa de C. olivacea colonizando en sentido radial. D: Seccién
tangencial donde se observa una hifa de C. olivacea en un vaso, con la presencia de
un septo simple en la misma (HS). E: Seccion tangencial donde se observa el
desarrollo de hifas (H) de C. olivacea dentro del vaso. (V)= vasos; (R)= radios

xilematicos; (H)=hifas, (HS)= septo simple en hifa.
4.3 Histoquimica
Detecciodn de lignina

En secciones transversales la madera no infectada dio positivo en el test de
deteccién de lignina, tanto las fibras como los radios se colorearon de color
rojo/rosa (Fig. 4A), mientras que la madera afectada por C. olivacea no muestra
reaccion positiva para la lignina. Se observaron fibras con paredes finas y
deformadas, algunas fibras contienen pequefios restos de lignina (L). Los radios
muestran coloraciones ocres con contenidos rojizos (Fig. 4B). En seccion
longitudinal de la madera no infectada las fibras y las paredes de los vasos se
tineron de rojo/rosa (presencia de lignina) (Fig. 4C). La madera afectada se observé
con todos sus elementos en coloracién marrdn, lo que indico una reaccion negativa

para la lignina (Fig. 4D).
Deteccidn de compuestos fendlicos

Madera no infectada: en la seccion transversal las fibras presentaron coloracion
azul, indicando la presencia de lignina, los radios se colorearon de verde con
contenidos oscuros. Algunos vasos con depositos se tornaron rosa lo que indica la
presencia de carbohidratos (Fig. 4E). En seccion tangencial longitudinal se
observan en detalle las paredes de los vasos con perforaciones intervasculares en

azul al igual que fibras (Fig. 4G).

Madera infectada: en la seccidn transversal se observaron paredes delgadas y
fibras de color oscuro y los radios con células agrandadas y de color ocre con
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depdsitos (Fig. 4F). Situacién similar se observo en la seccion tangencial, donde

vasos deformados fueron observados (Fig.4H).
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Figura 4: Histoquimica del lefio sano (A,C.E,G) y afectado (B, D, F, H) de Nothofagus dombeyi
por Coniophora olivacea.

A-D tincién con floroglucinol: A: seccién transversal de lefio sano donde se observan fibras
y radios de coloracidn rojiza (reaccién positiva de lignina). B: lefio afectado sin coloracién
en radios y fibras (reaccion negativa de lignina). C: seccion longitudinal tangencial se
observan las fibras y paredes de los vasos de coloracion rojo/rosa reaccionando
positivamente a la lignina. D: lefio afectado donde se observa coloracion marréon en fibras y
radios (reaccién negativa para lignina).

E-H tincién con azul de toluidina. E: detalle de la seccién transversal de lefio sano donde se
observan las fibras de color azul y radios de coloracién verdosa con contenidos oscuros. F:
en el lefio afectado las fibras se ven de color oscuro, de paredes finas y deformadas. Los
radios de color ocre con contenidos oscuros y células deformadas (ensanchadas). G:
Seccioén longitudinal tangencial de lefio sano donde se observa de color azul las fibras y las
puntuaciones de los vasos. Los radios presentan coloracion verdosa con contenidos
oscuros. H: Leio afectado donde se observan las fibras de color oscuro y paredes finas. Los
radios con células ensanchadas y contenidos oscuros.

(L) = lignina; (V) = vasos; (R) = radios; (P) = perforaciones intervasculares.

4.4 Identificacion molecular del espécimen y posicionamiento filogenético

El ADN obtenido post PCR se observé de calidad y arrojé6 una unica banda
consistente en comparacion al marcador de peso molecular con el segmento ITS
amplificado. El modelo de Kimura de dos parametros con distribucion Gamma de
frecuencias (K2 +G Kimura 1980) fue el mejor modelo evolutivo de sustitucion para
los arboles generados. Los analisis realizados reafirman la identificacion
morfolégica del espécimen FK16004 como Coniophora olivacea (Fr.) P. Karst. y
también definen con buen soporte que el espécimen esta relacionado con el grupo
4 dentro del esquema propuesto por Kauserud et al. (2007). Este grupo consiste
en secuencias de colecciones recolectadas en Columbia Britanica (Canada) y en
UK, pero se requieren de estudios mas complejos antes de proponer a estas
localidades como el origen de la cepa introducida en Patagonia. El grupo 5 no se
ha recuperado del conjunto de datos ya que no se recuperaron secuencias
disponibles que lo representen de las bases de datos publicas.

Los arboles obtenidos a partir de los analisis de maxima verosimilitud e inferencia

bayesiana arrojaron filogenias congruentes.
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El arbol de verosimilitud mayor (Fig. 5) demuestra que las secuencias de
Coniophora olivacea forman un clado con buen soporte, el arbol de maxima
verosimilitud arrojo un Bootstrap significativo (75%) y un PP bayesiano (0,97). El
resto de las secuencias seleccionadas e identificadas como otras especies del
género Coniophora como C. opuntiae, C. hanoiensis, C. marmorata, Coniophora
sp., C. puteana, C. arida y C fusispora conforman los clados afines a C. olivacea,
mientras que las secuencias de Leucogyrophana spp. forman el grupo externo y la

raiz del arbol.

AMT747530 Coniophora olivacea
92/6.98FK 16004 Coniophora olivacea] |Grupo4
AM747529 Coniophora olivacea
AMT47520 Coniophora olivacea
AM747523 Coniophora olivacea ] S
AM747533 Coniophora olivacea ] Grupo1
AM747527 Coniophora olivacea ] Grupo 2

0.05

750.97 | | 155z

L GU187516 Coniophora olivacea

AM7T47518 Coniophora olivacea

i 0OL898499 Coniophora olivacea ]Grupo g

FJ790314 Coniophora opuntiae

100/1.0  MG763873 Coniophora hanoiensis

' MG763874 Coniophora hanoiensis

100/1.0 r— AJ518879 Coniophora marmorata

= VAM946632 Coniophora marmorata
100/1.0  HG326617 Coniophora eremophila

78/ V| HG 326618 Coniophora eremophila

| MW192497 Coniophora sp.

' MW192498 Coniophora sp.

80/0.07 r GU066829 Coniophora puteana

L—— JQ765680 Coniophora puteana

97/0.96 1 DQ202271 Coniophora arida

' MG763875 Coniophora arida

HF921467 Coniophora fusispora

GU187527 Leucogyrophana arizonica

92/0.92 | GU187532 Leucogyrophana olivascens

L— OM972325 Leucogyrophana olivascens

75/0.99

Figura 5: Arbol de Maxima verosimilitud de secuencias ITS mostrando bootstrap significante
debajo de las ramas (>75%) y significante PP Bayesiano debajo (>0.95). Grupos
intraespecificos indicados en C. olivacea se corresponde con los clados cripticos definidos
por Kauserud et al. (2007). El Grupo 5 no fue representado debido a la falta de disponibilidad

de secuencias representativas.
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4.5 Modelado de nicho y predicciéon del rango de distribucion potencial de C.
olivacea en Patagonia

El modelo de distribucion potencial de C. olivacea demostré un alto poder
predictivo, como lo muestra el area debajo de la curva (AUC) (u: 0,902; SD: 0,114).
Los mapas obtenidos de ENM demostraron como la idoneidad del habitat se
distribuye mundialmente (Fig. 6) y en la region Patagonica (Fig. 7). En general, las
areas adecuadas se localizaron en Europa, Norte y Sur de América, Australia y el
Este de Asia. El modelo también predice areas idéneas para Argentina y Chile lo
que representa regiones geograficas con condiciones climaticas y de elevacion
aptas para el establecimiento de C. olivacea. Las areas con altos valores de
adecuacion (> 0,5), representan aproximadamente 629.053 km? del area total de
Argentina y Chile (Fig. 7). De acuerdo a este modelo, las principales variables que
explican la presencia de la especie son Bio12 (precipitacion anual) y Bio1
(temperatura anual media) contribuyendo juntas con un 81,6% (Tabla 4).
Considerando la importancia de la permutacion, Bio 12 y Bio1 también representan
la maxima influencia en el modelo y contribuyen en un 82,6 %. El resultado de la
prueba Jackknife mostré que Bio1 tiene la informacion mas util por si misma y la
mayor parte de la informacion que no esta presente en otras variables (Tabla 5).
En general la adecuacion del habitat resultd alta en areas con una temperatura
media anual (Bio1) entre los 0°C y los 10°, y valores de precipitacién (Bio12) en el
rango de 500-1.500 mm?3 (Fig. 8). La distribucion potencial se extiende en areas
con bajo rango de temperatura diurna (Bio2) y bajo rango de temperatura anual
(Bio4) (Fig. 9); y en areas donde las temperaturas mas frias estan entre -10°C y
0°C (Bio11) y baja estacionalidad de precipitaciones (Bio15) (Fig. 9). Las zonas
mas adecuadas se encuentran por debajo de los 1000 m.s.n.m. con una

temperatura media anual de alrededor de 10°C (Fig. 9).
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Figura 6: Distribucion del habitat adecuado de C. olivacea en todo el mundo. El valor de
idoneidad representa la probabilidad de distribucion prevista (en valor logistico) para las
capas climaticas y de elevacion utilizadas en el modelado de nichos. Los especimenes de C.
olivacea estan marcados con un punto negro.
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Figura 7: Distribucion del habitat idoneo de C. olivacea en Argentina y Chile. El valor de

idoneidad representa la probabilidad de distribucion prevista (en valor logistico) para las

capas climaticas y de elevacion utilizadas en el modelado de nichos. Ejemplar de C. olivacea

recolectado en la Patagonia marcado con un punto negro.
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Tabla 4: Contribucion de cada variable ambiental utilizada para predecir la distribuciéon
geografica potencial de C. olivacea. Los valores mostrados representan el promedio de 100

repeticiones. Los valores en negrita indican cargas mas altas.

Variable | C. olivacea

n 100
AUC £ SD 0.91 +£0.09
Contribucion porcentual (%) Bio1 43,1
Bio2 4,5

Bio4 3,7

Bio11 7.1

Bio12 38,5

Bio15 0,4

Elv 2,7

Importancia de la permutacioén (%) |Bio1 78,9
Bio2 0,5

Bio4 8,1

Bio11 7

Bio12 3,7

Bio15 0,9

Elv 2,8

Tabla 5: Jackknife de ganancia de entrenamiento regularizado para C. olivacea.
Con una sola variable, el valor aumenta a medida que la propia variable contiene
mas informacion. Sin la variable, el valor disminuye ya que la informacion de la

variable faltante no esta presente en las otras variables.

Jackknife de ganancia formativa regularizada
Abreviatura variable | Con solo variable | Sinvariable | Sin variable

Bio1 0,99 1,29 1,37
Bio2 0,07 1,34

Bio4 0,11 1,37
Bio11 0,87 1,37
Bio12 0,65 1,33
Bio15 0,43 1,37

Elv 0,14 1,33
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5- Discusion

Los analisis del espécimen a nivel macroscopico y microscopico se condicen con
las descripciones propuestas para Coniophora olivacea (p. ej: Bourdot & Galzin
1927; Stalpers 1978; Ginns 1982).

En el presente trabajo los analisis moleculares en conjunto con la descripcion
macroscopica y microscépica terminan confirmando la identificaciéon a nivel de
especie del material micolégico estudiado. La posibilidad de establecer una buena
relacion filogenética entre nuestro espécimen de estudio y las colecciones
depositadas en GenBank y publicados por otros autores proveen de evidencia
suficiente respecto a la identificacién. Sin embargo, considero que un analisis mas
detallado y exhaustivo de especimenes en mejor estado y de mayor tamario podria
detectar potenciales variaciones morfolégicas de interés relacionadas con la

posicion infraespecifica de materiales patagonicos.

Los analisis histolégicos e histoquimicos presentados en este trabajo permitieron
detectar la colonizacién y degradacion del sustrato lefioso por parte de C. olivacea
asi como la identificacion del sustrato como Nothofagus dombeyi. Sin embargo, el
estado sumamente avanzado de pudricion del sustrato no permitié hacer
inferencias en cuanto a las estructuras especificas que C. olivacea ha degradado y
que metabolitos estan involucrados, ya que tanto la celulosa como la lignina se
encuentraban muy degradadas. Estos resultados son razonables ya que en la
naturaleza raramente un organismo degradador actua solo, y en la sucesion
cadaveérica de la madera intervienen muchos organismos que incluyen bacterias,
insectos, hongos y factores abidticos que actuan en conjunto (Shortle & Dudzik
2012). Estudios con cultivos en laboratorio y sustrato lefioso no afectado son
necesarios para poder obtener informacion mas detallada de la accion de C.

olivacea en especies nativas de Patagonia.

La correlacion de los hongos de pudricibn castafa con las coniferas es
predominante en el hemisferio norte y parecen estan adaptadas a estas (Gilbertson
1980). Sin embargo, en el hemisferio sur estos hongos son también comunes en

angiospermas (Rajchenberg 1989) y es por ello que no es inesperado que la
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coleccion estudiada se encuentre sobre un fragmento de Nothofagus dombeyi y

que, por lo argumentado, pueda afectar otras especies nativas.

Los resultados filogenéticos de este trabajo concuerdan con topologias realizadas
en estudios recientes (p. €j. Blanco et al. 2009) y sugieren que se corresponde con
una especie criptica descrita por Kauserud et al. (2007). La identificacion a este
nivel es esencial para un correcto entendimiento de la riqueza de la especie, la
conservacion y los planes de manejo (Balasundaram et al. 2015). Mas colecciones
genotipificadas permitirian un analisis de la distribucion de la especie teniendo en
cuenta esta diversidad intraespecifica. Sin embargo, actualmente los analisis son
inviables debido al numero de registros necesario para realizar una prediccion del

rango de distribucion respaldada.

En cuanto al rango potencial de la especie, la idoneidad de habitat mas alta (>0,8)
para C. olivacea parece dominar los bosques humedos en latitudes superiores a
35° en el lado chileno de los Andes. En la region Argentina, la mayor idoneidad es
mas restrictiva y solo limitada a valles humedos en la provincia de Chubut, Santa
Cruz y Tierra del Fuego. La estacionalidad de las lluvias parece ser determinante y
disminuiria levemente la idoneidad del habitat en el resto de la Patagonia andina.
Esta variable también ha demostrado ser muy influyente para explicar la
distribucion de agaricoides en esta region (Romano et al. 2017). Gran parte de la
Patagonia Andina muestra una alarmante idoneidad de habitat con un valor por
encima de 0,6, lo que puede representar un riesgo, no solo por el uso generalizado

de la madera, sino también para el bosque nativo.

Esta alta idoneidad apoya la idea de que la coleccion pertenece a una especie
recientemente introducida. Las chances de que esta especie haya permanecido
inadvertida, a pesar de los enormes esfuerzos de muestreo en las ultimas décadas,
son muy bajas; especialmente considerando las intensas campafnas dedicadas a
registrar hongos corticioides en esta region (p. ej. Gallo et al. 2021). Ademas, el
hecho de que la ubicacién de la coleccion estudiada tenga una larga historia de

silvicultura y manejo forestal podria indicar una introduccion reciente.

Un tema importante de discusion en este trabajo es el potencial rol de C. olivacea

como un patogeno de la madera. Existen articulos que demuestran su rol como
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pudridor basal en bosques templados y frios (Worrall & Nakasone 2009) y también
como podredumbre de ramas y tallos (Aref'ev 1991). Aunque es demasiado
precipitado sugerir que esta especie puede actuar como un patégeno en Patagonia,
el hecho de que la coleccion se encuentre asociada a una especie de arbol nativa
junto con los altos valores de idoneidad del habitat indican que esta posibilidad
requiere ser analizada. En un futuro una inspeccion de los arboles vivos en las
areas cercanas a la locacion de la coleccion presentada en este estudio puede
proveer de informaciéon valiosa relacionada a este tema. La verificacion de una
patogenicidad potencial en especies nativas requeriria de acciones inmediatas para
la restriccion de la posible propagacion de este descomponedor de madera, dado
el amplio rango de especies donde puede desarrollarse (Da Costa et al. 1961).
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6- Conclusiones

Esta investigacion tuvo entre sus objetivos reportar la presencia de C. olivacea en
Patagonia y, en base a los estudios realizados, se pudo confirmar la identidad de
la coleccion lo que representa el primer registro de esta especie en Argentina y
para América del Sur.

Mediante las técnicas de histologia e histoquimica se pudo confirmar que el
espécimen de estudio se encuentra fructificando y degradando un fragmento de
madera de Nothofagus dombeyi, conocido por los nhombres comunes de coihue,
coiglie o coihue comun, una especie arborea endémica de los bosques templados
del sur de Chile y suroeste de Argentina.

Los analisis moleculares no solo permitieron establecer una relacién filogenética
del espécimen con las colecciones obtenidas de la base de datos GenBank,
observandose la conformacién de un clado con buen soporte para la especie de C.
olivacea, sino que también se pudo establecer una relacion cercana al grupo 4
intraespecifico descrito por Kauserud et al. (2007).

El modelo de ENM nos permitié identificar areas en Patagonia con condiciones
ambientales similares a las imperantes donde la especie se encuentra actualmente
establecida. Aunque existen factores determinantes que no se analizaron en este
estudio, consideramos que las variables climaticas y topograficas utilizadas
proveen de modelos confiables.

Este estudio provee informacion y conclusiones respecto de la presencia de C.
olivacea en Patagonia, y pone a prueba métodos de estudio de rango de
distribucion potencial que podrian ser de gran valor como herramientas de toma de

decision para el manejo de especies fungicas invasoras.
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