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L'Us de ferramentes moleculars per a I'estudi sistematic dels fongs esta perme-
tent revaluar els limits d’algunes espécies per a les quals s’assumia una amplia
ecologia i distribucié geografica. El present treball pretén establir la identitat
taxonomica d'unes mostres espanyoles recentment seqlienciades pertanyents
al génere Fomes mitjancant una filogénia reconstruida amb sequencies ITS per
més de 190 individus d'arreu del mén. Es demostra que a la Peninsula Ibérica
I"Gnica espécie present és F. inzengae. Les xarxes d’haplotips construides indi-
quen una baixa diversitat intraspecifica alhora que un ampli ventall de possi-
bles hostes arboris als quals s'associa, incloent angiospermes i coniferes. Tot i
que aquesta especie esta present a practicament tot I'Hemisferi Nord, sembla
ser més prevalent a la regié Mediterrania. El fet d’haver detectat aquest fong
en mostres d’ADN ambiental (eDNA) i a I'intesti i cadavers d'insectes, podria ex-
plicar parcialment la seua amplia distribucié geografica facilitada per dispersié
a llarga distancia.

Paraules clau: especies criptiques, Polyporaceae, ITS, Populus.

Resumen. GARRIDO-BENAVENT, 1., VELASCO-SANTOS, J.M., PEREZ-DE-GREGORIO,
M.A. & PASABAN, P.M. (2020). Fomes inzengae (Ces. & De Not.) Cooke en la Pe-
ninsula Ibérica. Butll. Soc. Micol. Valenciana 24: 151-170.

El uso de herramientas moleculares para el estudio sistematico de hongos
estd permitiendo revaluar los limites de algunas especies para las que se asumia
una amplia ecologia y distribucion geografica. El presente trabajo pretende
establecer la identidad taxondmica de unas muestras espafiolas secuenciadas
recientemente pertenecientes al género Fomes mediante una filogenia recons-
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truida con secuencias ITS de mas de 190 individuos de todo el mundo. Se de-
muestra que en la Peninsula Ibérica la Unica especie presente es F. inzengae. Las
redes de haplotipos construidas indican una baja diversidad intraspecifica a la
vez que un amplio abanico de posibles hospedadores arboéreos a los cuales se
asocia, incluyendo angiospermas y coniferas. A pesar de que esta especie esta
presente en practicamente todo el Hemisferio Norte, parece ser mas prevalente
en la regiéon Mediterranea. El hecho de haber detectado este hongo en mues-
tras de ADN ambiental (eDNA) y en el intestino y cadaveres de insectos, podria
explicar parcialmente su amplia distribucion geografica mediada por dispersion
a larga distancia.

Palabras clave: cryptic species, Polyporaceae, ITS, Populus.

Abstract. GARRIDO-BENAVENT, I., VELASCO-SANTOS, J.M., PEREZ-DE-GREGORIO,
M.A. & PASABAN, P.M. (2020). Fomes inzengae (Ces. & De Not.) Cooke in the
Iberian Peninsula. Butll. Soc. Micol. Valenciana 24: 151-170.

The use of molecular tools for the systematic study of fungi is enabling the
boundaries of some species for which a wide ecology and geographical distri-
bution was assumed to be reassessed. The present work aims to establish the
taxonomic identity of some recently sequenced Spanish samples belonging to
the genus Fomes by means of a phylogeny built with ITS sequences from more
than 190 individuals from all over the world. It is demonstrated that F. inzen-
gae is the only species occurring in the Iberian Peninsula. The inferred haplo-
type networks indicated a low intraspecific diversity as well as a wide range of
possible tree hosts with which the fungus is associated, including angiosperms
and conifers. Although this species is present in nearly the entire Northern
Hemisphere, it seems to be more prevalent in the Mediterranean region. The
fact that F. inzengae has been detected in environmental DNA (eDNA) samples
and in the intestine and corpses of insects, could partially explain its wide geo-
graphical distribution mediated by long-distance dispersion.

Keywords: cryptic species, Polyporaceae, ITS, Populus.

En el contexto actual de la sistemdtica de hongos, el uso de secuencias gené-
ticas para la reconstruccién de filogenias ofrece la oportunidad de revaluar
conceptos de especies que hasta ahora se habian considerado inamovibles. Ello
ha acarreado la identificacién de especies cripticas (BICKFORD ET AL. 2007), que
pueden ser definidas como poblaciones que son filogenéticamente distintas
y capaces de reproducirse por ellas mismas de forma sexual o asexual, pero
que se distinguen por caracteres moleculares u otras caracteristicas que, o bien
no son perceptibles a simple vista (i. e. andlisis macroscopico), o bien habian
pasado desapercibidas hasta ahora (HawksworTH 2010). Existen sobradas evi-
dencias de que la especiacion criptica es comin en muchos linajes de hongos
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liquenizados (CrEsPO & PEREZ-ORTEGA 2009) y no liquenizados (p. ej. GEML ET
AL. 2006; NGUYEN ET AL. 2013; SATO ET AL. 2007), donde se incluyen los polipo-
ros (p. €j. HUGHES ET AL. 2014; KAUSERUD ET AL. 2007; KORHONEN ET AL. 2018).
Uno de los géneros de hongos poliporos que en los tltimos afios ha suscitado
mas interés en este sentido es Fomes (DREscH ET AL. 2015; GAPEROVA ET AL.
2016; NAPLAVOVA ET AL. 2020; PEINTNER ET AL. 2019; PR1STAS ET AL. 2013).

Fomes (hongo yesquero, en castellano; bolet d’esca, en cataldn; y Supizteko
ardagai, en euskera) pertenece a la familia Polyporaceae Corda y los basidiomas
que produce han sido desde antafio usados como yesca para encender y ha-
cer perdurar el fuego, como repelente de insectos, para usos espirituales y, en
la medicina tradicional europea, como astringente excelente y recetado para
combatir la dismenorrea, las hemorroides y los desérdenes en la vejiga, asi
como para fabricar gorros y bolsos en algunos paises centroeuropeos (p. ej. Ru-
mania), y secadores de moscas de pescar, al poder obtener de los basidiomas
una especie de tejido que recuerda al cuero y ante (gamuza) de tacto suave y
color marrén (A.G.N. 2012; GAPER ET AL. 2016; KILLERMANN 1938; PEINTNER
ET AL. 1998; PODER & PEINTNER 1999; VELAsco 2017). Este género cuenta con
al menos tres especies estables: Fomes fasciatus (Sw.) Cooke, F. fomentarius (L.)
Fr. y la recientemente renacida F. inzengae (Ces. & De Not.) Cooke (PEINTNER
ET AL. 2019). Sin embargo, a nivel europeo (BERNICCHIA 2005), y mds concreta-
mente en la Peninsula Ibérica (p. €j. GERHARDT ET AL. 2000; PALAZON 2001), se
habia reconocido hasta ahora la existencia de una tnica especie, F. fomentarius,
como parasita de varias especies arboreas nativas. Pero los trabajos recientes
de PEINTNER ET AL. (2019), NAPLAVOVA ET AL. (2020) y BERN1CCHIA & GORJON
(2020) han demostrado la existencia de dos especies, F. fomentarius y F. inzengae,
no soélo a nivel europeo, sino global, en base a la integracién de filogenias re-
construidas con secuencias ITS (c6digo de barras fiingico, ScHOCH ET AL. 2012)
y los resultados de pruebas fisioldgicas y bioquimicas. En este contexto, y fruto
de una colaboracién con la investigadora K. NApLAVOVA de la Reptblica Che-
ca, se procedi6 a obtener secuencias de ADN de varios ejemplares recolectados
a lo largo de la geografia espafola para evaluar su asignacion filogenética a
alguna de las dos especies reconocidas de Fomes. Puesto que la publicaciéon
cientifica resultante de dicha colaboraciéon (NAPLAVOVA ET AL. 2020) no evalud
especificamente este objetivo, el presente trabajo tratara de dar respuesta a la
pregunta: ;qué especie de Fomes es la que esta presente en Espafa, y en gene-
ral, en la Peninsula Ibérica? Con este objetivo, se ha construido una filogenia
con todas las secuencias ITS disponibles en bases de datos ptiblicas mundiales,
ademas de las obtenidas de material espafiol, lo que permitird asimismo arro-
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jar mas informacion al respecto de: a) la existencia de otras especies cripticas en
Fomes que hayan pasado desapercibidas en estudios anteriores; b) la distribu-
cién geografica global de las especies principales, F. fomentarius y F. inzengae; y
c) el rango de hospedadores vegetales y otros tipos de sustrato donde se hayan
encontrado dichas especies.

El material de estu-
dio enviado a K. NAPLAVOVA en 2018 consistia en 10 muestras recolectadas
en las provincias espafiolas de Salamanca (5 muestras), Madrid (1 muestra),
Valencia (2 muestra), Navarra (1 muestra) y Girona (1 muestra) (ver Tabla 1).
Las descripciones macroscopica y microscopica se realizaron sobre el material
fresco. Las tinciones de las preparaciones microscopicas se hicieron con rojo
Congo SDS. Para la observacién microscépica se utilizé un microscopio 6ptico
Zeiss Axiostar. Las fotografias del himendéforo se hicieron con una camara Sony
DSC-HX350 (poros con regla) y un estereomicroscopio BMS 76245 y cdmara
Nikon Coolpix A100 acoplada con un adaptador a uno de los oculares (secciéon
de tubos). Las fotografias micro con un adaptador al ocular del microscopio
que contiene la regleta de medicién microscépica y una cdmara Nikon Coolpix
A100. Las mediciones microscopicas se efectuaron directamente con la regleta
micrométrica del microscopio.

El estudio de laboratorio se llevé a cabo en el laboratorio de la Reptblica
Checa y consisti6 en la extraccién del ADN y la amplificacién de la region ITS
del ADN ribosémico (NAPLAVOVA ET AL. 2020). El material estudiado esta cus-
todiado por el grupo de investigacion checo y las secuencias ITS obtenidas del
material espafiol depositadas en la base de datos GENBANK (Tabla 1).

Para re-
construir una filogenia con las secuencias de los ejemplares peninsulares de
Fomes se buscaron todas las secuencias ITS disponibles para este género de
basidiomicetos en tres bases de datos genéticos publicas: GENBANK (disponible
a: http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/), UNITE (NILssON et al. 2018) y BoLD (RAT-
NASINGHAM & HEBERT 2007). También se tuvieron en cuenta los cédigos de
GENBANK y UNITE presentes en los dos trabajos filogenéticos de Fomes mas
recientes: PEINTNER ET AL. (2019) y NAPLAVOVA ET AL. (2020). Se pudieron des-
cargar 194 secuencias de GENBANK, incluyendo la del epitipo de F. fomentarius
(KM360127, PEINTNER ET AL. 2019). La secuencia del epitipo de F. inzengae, que
esta depositada en UNITE, no se pudo descargar por estar bloqueada. No obs-
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Exscala: (L0]

fI’I:I Fomes fasciatus

[ Fomes fomentarius 11*
M Fomes fomentarius s.s*
Fomes sp. Iran*
Globifomes graveolens
Fomes sp. Asia*

KHD Fomes inzengac*

y

Figura 1. Filograma obtenido en el analisis de maxima verosimilitud (RAxML) basado en 194
secuencias ITS de Fomes, que muestra la ubicacién filogenética de los especimenes recolec-
tados a lo largo de la geografia espafola. La denominacién de clados y especies (asterisco,
*) es la propuesta por PEINTNER ET AL. (2019). Las esferas rojas situadas en algunos nodos in-
dican que el clado presentaba un soporte de bootstrap > 70% (Autor: I. Garrido-Benavent).

tante, en el anterior trabajo se listan otras secuencias de esta especie que son
idénticas a las del epitipo y que, por tanto, permiten la correcta delimitacion de
esta especie en el arbol filogenético reconstruido. Finalmente, once secuencias
pertenecian a la especie F. fasciatus, que se usé para enraizar el arbol (grupo
externo) siguiendo también a PEINTNER ET AL. (2019). Los c6digos de GENBANK
estan disponibles en la Figura 1.
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El alineamiento se llev6 a cabo en GENEIOUS® v.9.0.2 mediante el algoritmo
FFT-NS-i x1000 implementado en MAFFT v.7.222 (KATOH ET AL. 2002; KATOH
& STANDLEY 2013), y usando la matriz de puntuacién 200PAM / k=2, una pe-
nalizacién por apertura de gap igual a 2 y un valor offset igual a 0.123. La edi-
cién manual del alineamiento consistié en eliminar las regiones de los flancos
que se correspondian con las porciones 185 y 285 del ADN ribosémico, y en
rellenar con ‘N’ los extremos de aquellas secuencias més cortas que hiciese fal-
ta completar. Tanto en los extremos del alineamiento como en la regién conser-
vada 5.8S existian algunas sustituciones nucleotidicas de nula credibilidad que
fueron sustituidas por ‘N’ con el fin de no inflar erréneamente el polimorfimo
del alineamiento. Finalmente, y a causa del escaso nimero de inserciones o
deleciones (indels) en el mismo, con la consiguiente escasez de ambigiiedades,
la edicién manual no contemplé acciones adicionales.

El arbol filogenético se infiri6 mediante un analisis basado en méxima ve-
rosimilitud con la versién online de RAXML-HPC2 v. 8.2.12 implementada en
la plataforma virtual CIPRES (MILLER ET AL. 2010; STAMATAKIS 2006; STAMATA-
KiIs ET AL. 2008). Los pardmetros de este analisis incluyeron el uso del modelo
de sustituciéon nucleotidica GTR+I" para las dos subregiones delimitadas en el
alineamiento: ITS1+ITS2 y 5.8S. El apoyo de los nodos (bootstrap) se calcul6 a
partir de 1000 pseudoréplicas del alineamiento. La relaciones evolutivas entre
las diferentes muestras de Fomes también se estimaron bajo un marco estadis-
tico bayesiano con el programa MRBAYEs v. 3.2.6 (RoNQuIST ET AL. 2012). Los
modelos de sustitucién nucleotidica méds 6ptimos para las dos regiones del
alineamiento delimitadas anteriormente se infirieron con PARTITIONFINDER
v.1.1.1 (LANFEAR ET AL. 2012) considerando un modelo con longitudes de ra-
mas linked y el Criterio de Informacién Bayesiana (BIC). Este andlisis aconsejo
el uso del modelo K80+I para la particion ITS1+ITS2, y el JC para la 5.8S. El
andlisis de MRBAYES se ejecut6 entonces mediante dos runs paralelos con cua-
tro cadenas simultaneas a lo largo de 5x10” generaciones, inicidndose a partir
de un arbol aleatorio, y muestreando después de cada 500 pasos. El primer
25% de los datos muestreados se descarté como porcién burn-in'y, con los datos
restantes, se construy6 un arbol consenso de mayoria, que resulta de combinar
aquellos componentes que aparecen en la mayoria (> 50%) de los cladogramas
estimados por MRBAYES, y se calcularon las probabilidades posteriores. Se con-
sideraron valores de Average standard deviation of split frequencies (ASDSF) por
debajo de 0.01, y de Potential scale reduction factor (PSRF) cercanos a 1.00 como
indicadores de convergencia de las cadenas. Los nodos de los érboles filoge-
néticos resultantes, que consideramos recibieron un apoyo estadistico signi-
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ficativo, fueron aquellos con valores de bootstrap iguales o superiores al 70%
(arbol obtenido con RAXML), y probabilidades posteriores iguales o superiores
a 0.97 (MrBAYEs). Por ultimo, los drboles filogenéticos se visualizaron en Fic-
TREE v.1.4 (disponible en http:/ /tree.bio.ed.ac.uk/software/tracer/), y poste-
riormente en la herramienta virtual rToL (LETUNIC & Bork 2019). El arbol final
se edit6 artisticamente en ADOBE ILLUSTRATOR CS5 y se muestra en la Figura 1.

Las redes de haplotipos constituyen una
aproximacion adicional para representar las relaciones genealdgicas (descen-
diente-ancestro) de las secuencias. Por haplotipo se entiende cada una se las
secuencias pertenecientes a un mismo locus o marcador molecular (en nuestro
caso, el ITS), y que presenta mutaciones (sustituciones nucleotidicas, inserciones,
o deleciones) que lo convierten en tnico, diferente del resto de haplotipos que
hay en un conjunto de datos de secuencias. Por ejemplo, pueden existir varios
especimenes de una misma especie de hongo que, para un marcador molecular
concreto, presenten el mismo haplotipo, o haplotipos distintos. En el presente
andlisis se consideraron las secuencias que, de acuerdo al estudio filogenético
anterior, se incluirian bajo el binomio F. inzengae y F. fomentarius, ademds de unas
pocas secuencias con una ubicacién filogenética intermedia. Asi, del total de 194
secuencias iniciales, 182 fueron empleadas para este andlisis. Entre ellas no esta-
ba la MN065442, la cual se eliminé porque carecia de una porcion considerable
de suITS2. En base a un alineamiento de las mismas, estimado usando la misma
aproximacion descrita anteriormente, se obtuvo el archivo de haplotipos con el
programa DNASP v. 5.10 (LiBRADO & Rozas 2009), considerando posiciones con
gaps 'y eliminando posiciones invariables. A continuacion, la red de haplotipos se
estim6 con el programa POPART v. 1.7 (LEIGH & BRYANT 2015), mediante el mé-
todo TCS (TEMPLETON ET AL. 1992). Este permite la conexién de unos haplotipos
a otros por medio de series de pasos evolutivos de acuerdo a unos porcentajes
prestablecidos de confianza estadistica (p. €j. 95 %), y bajo un criterio parsimo-
nioso; es por ello que este método se ha denominado comtnmente como «par-
simonia estadistica». A diferencia de otros métodos para la reconstruccién de
redes de haplotipos, las redes obtenidas con TCS pueden mostrar reticulaciones
que, a su vez, definen ramificaciones alternativas, y ademds pueden incluir en la
red haplotipos no observados y, por tanto, son inferidos por el propio programa.

En PoPART v. 1.7, los haplotipos fueron etiquetados con distintos colores de
acuerdo al origen geogréfico de los especimenes de los que derivan. Asi, por
Europa extramediterranea nos referimos a los paises europeos no banados por
el Mar Mediterrdneo que, en concreto, fueron los siguientes: Alemania, Aus-
tria, Eslovaquia, Eslovenia, Gran Bretafia, Letonia, Lituania, Polonia, Reptblica
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Checa, Suecia y Suiza. Los paises mediterraneos incluyen a Espaia (de donde
provienen los ejemplares foco de estudio en este trabajo), Portugal, Francia, Ita-
lia, Grecia y el Libano. El Centro y Este de Asia incluye a Kirguistdn, Nepal,
China y Corea del Sur. Y, finalmente, las dos regiones del Hemisferio Sur consi-
deradas son Nueva Zelanda y Argentina. De manera alternativa, los haplotipos
fueron coloreados de acuerdo a la familia del hospedador vegetal donde crecia
el basidioma: Betulaceae (incluye los géneros Alnus, Betula y Carpinus), Fagaceae
(Castanea, Fagus y Quercus), Oleaceae (Fraxinus), Platanaceae (Platanus), Salicaceae
(Populus y Salix) y Sapindaceae (Acer y Aesculus). En «Otras familias» se incluye-
ron las siguientes: Anacardiaceae (Pistacia), Malvaceae (Tilia), Rosaceae (Prunus)
y Gramineae o Poaceae (Avena). También se hallaron basidiomas de Fomes aso-
ciados a coniferas (Abies, Larix, Picea y Pinus), asi como en otros sustratos y en
muestras de ADN ambiental (eDNA).

Las redes de haplotipos se editaron en ADOBE ILLUSTRATOR CS5 y se mues-
tran en la Figura 2. Cada esfera de color diferente al negro representa un ha-
plotipo real inferido a partir de las secuencias (alineamiento) estudiadas. Por el
contrario, las pequenas esferas negras constituyen haplotipos inferidos por el
programa y, por tanto, son ancestros que representarian un nexo de unién entre
los haplotipos reales hallados en la actualidad. Por otra parte, las barras negras
cortas, que se sitian perpendiculares a aquellas més largas que conectan ha-
plotipos, representan mutaciones (concretamente, sustituciones nucleotidicas)
y, por consiguiente, no tienen en consideracion indels. Debido a ello, la diver-
gencia genética entre dos haplotipos sera la suma del niimero de sustituciones
nucleotidicas (barras cortas perpendiculares) mas el niimero de indels, que lo
conoceremos a partir del estudio del alineamiento original de las secuencias.
Finalmente, el didmetro de las esferas que representan los haplotipos reales se
corresponde con el nombre de individuos (muestras) que incluyen.

El alineamiento de 194 secuencias ITS en el que se baso el
estudio filogenético constaba de 580 posiciones, de las cuales 95 eran variables,
70 parsimoniosamente informativas y 25 representaban posiciones con susti-
tuciones tnicas (singleton sites). E1 mejor arbol obtenido mediante el analisis
de maxima verosimilitud en RAXML-HPC2 tuvo un valor de Ln= -1471.05. El
analisis de MRBAYEs alcanz6 un valor de ASDSF de 0.01 tras 8.265x10° genera-
ciones. Los valores medios de EES (Estimated Sample Sizes) calculados para los
distintos parametros del anélisis superaron los 4x10°.
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Figura 2. Redes de haplotipos inferidas en un contexto de parsimonia estadistica a partir de
182 secuencias ITS de especimenes de Fomes provenientes de todo el planeta. A: Haplotipos
coloreados de acuerdo al origen geografico de los especimenes. B: Haplotipos coloreados
segun el sustrato a partir del cual se obtuvieron las secuencias ITS, lo que incluye tanto es-
pecies de plantas (indicAndose solamente las familias a las que pertenecen), ADN ambiental
y otros sustratos. El asterisco indica la ubicacién de las muestras espafiolas en ambas redes
(Autor: I. Garrido-Benavent).

Puesto que las topologias obtenidas con los dos métodos no mostraron in-
congruencias, se muestra solamente la generada con el primero de ellos (Figu-
ra 1). En ésta se puede observar la posicién basal de Fomes fasciatus (grupo ex-
terno), que se ha etiquetado como clado I, con un soporte de bootstrap del 100%
y probabilidad posterior (PP) del 1.00. También con soporte maximo se mostré
un grupo que, siguiendo la nomenclatura propuesta en PEINTNER ET AL. (2019),
estaba constituido por F. fomentarius 1I (clado II), F. fomentarius s.s. (clado III),
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Fomes sp. Iran (‘clado’ IV), Fomes sp. Asia (clado VI) y F. inzengae (clado VII).
Ademas, este grupo incluia dos secuencias (MK564554, MG663229) provenien-
tes de especimenes identificados como Globifomes graveolens (Schwein.) Murrill
de los estados de Tennessee e Indiana, en Norteamérica (clado V). Proximas a
los clados IV y V se ubicaban cuatro secuencias de ejemplares provenientes de
China (MK809454, MK809454), Iran (MG835861) y Rusia (K]857247), cuya ads-
cripcion a alguno de los clados hasta ahora nombrados es incierta. El soporte
nodal dentro de la porcion del &rbol que engloban los clados II-VII fue esca-
so. Solamente se obtuvieron valores del 77% y 71% de bootstrap para el grupo
formado por (a) los clados I y IIl y (b) los clados IV-VII, respectivamente. Las
probabilidades posteriores obtenidas para estos dos grupos en el andlisis de
MRBAYEs fueron iguales o inferiores a 0.90. Cabe recalcar que ni el clado III que
representa a F. fomentarius ni el clado VII que representa a F. inzengae recibie-
ron valores de soporte de bootstrap y probabilidades posteriores significativas.
Por ultimo, las 10 secuencias obtenidas con material espafiol proveniente de
Salamanca, Girona, Navarra, Valéncia y Madrid se ubicaron en el clado VII
(F. inzengae). A pesar de que unas pocas de estas secuencias mostraban alguna
posicién ambigua, a nivel filogenético se podrian considerar idénticas. Si esta
comparacion, ademads, considera las 12 secuencias de especimenes de Portugal,
se puede concluir que no existe diversidad intraspecifica en F. inzengae en la
Peninsula Ibérica.

El alineamiento de 182 secuencias ITS empleado para in-
ferir redes de haplotipos presentaba 542 posiciones, de las cuales 161 se corres-
pondian a posiciones con gaps y missing data (‘N’). Si éstas no se tenian en con-
sideracién, el niimero de posiciones variables en el alineamiento ascendia a 33,
el de haplotipos a 23, con una diversidad haplotipica de 0.661 y una diversidad
nucleotidica de 0.01201. Sin embargo, al tener en cuenta también las posiciones
con gaps y missing data, el nimero de haplotipos ascendia a 66.

Las redes de haplotipo se construyeron con los 23 haplotipos inferidos, pero
debe tenerse en cuenta que la diversidad representada en las redes de la Figura
2 seria mayor si no fuese por la existencia de esas 161 posiciones con gaps y
missing data que enmascara un porcentaje significativo de la diversidad haplo-
tipica (ver JoLy ET AL. 2007). En particular, se pierden algunos haplotipos que
quedarian conectados a los dos haplotipos principales que representan a las
especies F. inzengae y F. fomentarius. Esta situacion es muy clara en el caso de
F. fomentarius II (clado II en Figura 1), que en las redes queda englobado en F.
fomentarius. Por otro parte, F. inzengae y F. fomentarius muestran una separacion
muy evidente. Atendiendo a la distribucion geogréfica (Figura 2A), F. inzengae
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y F. fomentarius muestran una distribuciéon amplia a lo largo del Hemisferio
Norte, con presencia puntual de ambas en tierras del Hemisferio Sur: la pri-
mera especie en Nueva Zelanda, y la segunda en Argentina. Estas especies
conviven ampliamente en la Europa extramediterranea, pero solamente F. in-
zengae parece distribuirse de forma mas preferente en los paises bafiados por
el mar Mediterrdneo (Europa mediterranea), incluyendo la Peninsula Ibérica.
Por el contrario, F. fomentarius tendria una distribucién mas extensa en Rusia y
en el continente americano, donde parecer ser que F. inzengae esta ausente. Co-
nectando estas dos especies aparecen haplotipos distribuidos en Norteamérica
(Globifomes graveolens), Rusia, y varios puntos de Asia, que incluirian los clados
nombrados por PEINTNER ET AL. (2019) como Fomes sp. Irdn y Fomes sp. Asia
(clados IV y VI en Figura 1).

Si consideramos el sustrato a partir del cual se obtuvieron secuencias de
Fomes (Figura 2B), cabe destacar en primer lugar que para muchas de las se-
cuencias no existian datos asociados del sustrato (color gris). Fomes inzengae se
asocia principalmente a especies arboreas incluidas en las familias Fagaceae, Sa-
pindaceae, Salicaceae y Oleaceae. Por ejemplo, las muestras de la Peninsula Ibérica
se hallaron sobre Quercus, Acer, Salix, Populus y Fraxinus. Por su parte, F. fomen-
tarius parece mas asociado a Betulaceae y Fagaceae. Es destacable la presencia
de ambas especies de Fomes en madera de coniferas, lo que es particularmente
evidente en el caso de F. fomentarius. Asimismo, las dos especies se hallaron en
muestras de ADN ambiental (eDNA). La falta de datos del sustrato para Fomes
sp. Iran, Fomes sp. Asia y Globiformes graveolens hace innecesario su comentario.

Fomes inzengae (Ces. & De Not.) Cooke, Grevillea 14 (69): 18 (1885)

Basiénimo: Polyporus inzengae Ces. & De Not., Erbario crittogamico Italiano.
Series I: no. 636 (1861)

Coédigo MycoBank: MB221532
Figuras 3,4y 5
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Figura 4. Fomes inzengae de Salamanca (LAZA 6131). A: Basidioma. B: Detalle de los poros
del himenoforo. C: Detalle de los tubos del himendforo en seccion longitudinal (barra = 1
mm). D-E: Hifas esqueléticas de la trama (barra = 10 mm) (Autor: J.M. Velasco-Santos).

Descripcion macroscopica: basidioma formado en el tronco de un chopo cana-
diense, de dimensiones 14.5 x 9.5 x 9 cm, con forma de casco de caballo, color
gris ceniciento claro en la cubierta superior (de un espesor inferior a 1 mm) y
con ciertas acanaladuras horizontales; himenéforo en la cara inferior, ocre gri-
sdceo, tubular, de 2-4 mm de espesor, los tubos terminan en poros, en nimero
de 33-38 poros/cm (n = 6, LAZA 6131) y 31-33 poros/cm (n = 4, LAZA 6141),
y superficie interna recubierta de pelos blanquecinos estrellados, al igual que
los bordes de los poros; la zona de separacién del himendéforo con la cubierta
superior es lisa y sin poros, formando un arco alrededor del basidioma, y de
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Figura 5. Fomes inzengae de Salamanca (LAZA 6141). A: Basidioma. B: Detalle de los poros
del himenoforo. C: Espora (mitad inferior) y cistidiolos fusiformes (mitad superior). D: Posi-
bles basidiolos (Autor: J.M. Velasco-Santos).

color similar al himenéforo; contexto de color pardo avellanado y tacto sedoso
formado por fibras entretejidas.

Descripcion microscopica: Se observan hifas de tres tipos, las esqueléticas de
color marrén y una anchura de 3-8 mm (LAZA 6131) y 5-6 mm (LAZA 6141).
En el ejemplar LAZA 6131 no se han apreciado basidios ni esporas en cinco
preparaciones realizadas de diferentes lugares del himenoéforo. Segtn la li-
teratura son dificiles de observar porque solo se reproduce en un breve pe-
riodo de la primavera. Nuestro espécimen es de principios de marzo por lo
que suponemos que todavia no estaba en fase de reproduccion. Sin embargo,
en la colecciéon LAZA 6141 si se pudieron medir tres esporas, cuyas medidas
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oscilaban entre 13-15 x 5-6 pm (Figura 5). En esta misma figura se muestran
cistidiolos fusiformes (sensu RYVARDEN & MELO 2014) y lo que interpretamos
como basidiolos.

Espafia, Salamanca, Alconada, ribera del rio Almar, en ri-
pisilva, sobre tronco vivo de Populus x canadensis, 30TUL0131, 810 m.s.n.m.,
8/3/2020, leg. L. A. Ferndndez-Monge, det. ]. M. Velasco-Santos, LAZA 6131.
Cabrerizos, en ripisilva, sobre Fraxinus angustifolius, 40° 58" 38.92” N, 5° 34’
45.09” O, 25/5/2020, leg. ].M. Velasco & L.A. Fernandez, det. ].M. Velasco,
LAZA 6141.

De los caracteres macro y micromorfolégicos que se citan
(PEINTNER ET AL. 2019; ver més abajo) como diferenciadores de Fomes inzengae
respecto de F. fomentarius, como son el nimero de poros por cm de longitud
del himendforo, las dimensiones esporales y la achura de las hifas esqueléticas,
nuestra muestra LAZA 6131 presenta los caracteres de F. inzengae en el nimero
de poros/cm y en la anchura de las hifas esqueléticas, no pudiendo afirmar
nada respecto de las dimensiones esporales al no haber podido observar las
esporas. Las dimensiones ligeramente superiores de las esporas de la coleccion
LAZA 6141 plantean la cuestién de si el rango de valores propuesto para F.
inzengae es en realidad mas amplio de lo esperado.

Finalmente, en la reciente obra de BERNICCHIA & GORJON (2020) no se indi-
ca el crecimiento de F. inzengae en especies de los géneros Fraxinus y Salix, por
lo que los datos aportados en el presente trabajo amplian el rango de hospeda-
dores arbéreos conocidos para este hongo.

El presente trabajo demuestra la presencia de Fomes inzengae en la Peninsula
Ibérica y y hace pensar que tal vez F. fomentarius no se encuentre en la misma
o se encuentre en la Iberia Eurosiberiana (Pirineos y Cantabrico), puesto que
existen colecciones del norte de Navarra (Uitzi) y del norte de Huesca (Selva
de Oza) que muestran tamanos esporales tipicos de F. fomentarius (JuAN IG-
NACIO LOPEZ, com. pers.) de acuerdo con PEINTNER ET AL. (2019). Asimismo,
uno de los ejemplares salmantinos estudiados en este trabajo (LAZA 6141),
pero que no se secuencid, mostraba esporas de tamafo ligeramente superior
al propuesto para F. inzengae. Atendiendo a las secuencias ITS de los ejem-
plares analizados de Espafa y Portugal no existen indicios de diversidad in-
traspecifica asociada a las distintas localidades de muestreo o correlacionadas
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con el desarrollo del hongo sobre distintas especies de arboles. En general,
el escaso polimorfismo de ADN hallado en el conjunto de datos de ITS ana-
lizado podria también explicar, en parte, la escasa resolucién y bajo soporte
nodal de las filogenias estimadas mediante méxima verosimilitud e inferencia
bayesiana. Este es, sin embargo, un problema que también afectaba a las filo-
genias inferidas en PEINTNER ET AL. (2019) y NAPLAVOVA ET AL. (2020) a pesar
de contener un muestreo mucho menor de especimenes. Dado este contexto
filogenético, no es aconsejable proponer nuevos limites de especies que alber-
guen los clados denominados Fomes sp. Iran y Fomes sp. Asia si no se tiene
en cuenta la informacién de marcadores moleculares adicionales junto a los
resultados de nuevas pruebas fisioldgicas y bioquimicas como las llevadas a
cabo por PEINTNER ET AL. (2019). Lo que si parece claro es que, de confirmarse
la correcta identificaciéon taxonémica de los dos especimenes norteamericanos
de Globifomes graveolens, este género deberia ser considerado sinénimo poste-
rior de Fomes.

Por otra parte, segtin los resultados del trabajo multidisciplinar de PEINT-
NER ET AL. (2019), los caracteres que diferenciarian F. inzengae de F. fomentarius
serian los siguientes: 1) el tamafo de las basiodiosporas, que en F. inzengae
miden alrededor de 9-12.5 x 3-4 pm, siendo este tamafio significativamente
menor al de las esporas de la otra especie, por lo general de mas de 12 um de
longitud y entre 5-7 ym de anchura (consultar también BerniccHiA 2005 y
GAPEROVA ET AL. 2016); 2) el didmetro de los poros del himenéforo, que suele
ser menor en F. inzengae, aunque PEINTNER ET AL. (2019) recomienda medir
un nimero muy elevado de estos elementos para que las diferencias puedan
testarse estadisticamente de manera sélida; 3) el didmetro significativamente
mayor de las hifas esqueléticas en basidiomas de F. inzengae; 4) la temperatura
6ptima de crecimiento en cultivo puro, que en F. inzengae esta alrededor de 30
°C, con una tasa de crecimiento a esta temperatura de 1.46 + 0.20 cm/dia, y en
F. fomentarius estd en 25-30 °C, con una tasa de 1.11 + 0.80 cm/dia a 30 °C; 5)
los tejidos pulverizados de los basidiomas de F. inzengae tienen una capacidad
muy llamativa de absorber agua; y 6) la mayor riqueza de compuestos organi-
cos volatiles sintetizados y emitidos por F. inzengae. De acuerdo con PEINTNER
ET AL. (2019), el crecimiento 6ptimo de F. inzengae a mayores temperaturas y
su capacidad de retener mds agua podrian explicar su prevalencia en las re-
giones mas secas y calidas de la regién Mediterrdnea, siendo esta distribuciéon
geografica uno de los rasgos que se desprenden maés claramente al observar las
redes de haplotipos inferidas en el presente trabajo que, a dia de hoy, es el que
comprende el mayor niimero de especimenes analizados.
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Finalmente, cabe remarcar la extrema diversidad de sustratos sobre los que
se han encontrado F. inzengae y F. fomentarius, puesto que ambas especies pare-
cen ser capaces de desarrollarse preferentemente sobre madera de angiosper-
mas, pero también de coniferas. Ademas, F. inzengae ha sido hallado en mues-
tras de ADN ambiental (eDNA), como restos de plantas y raices en Nueva
Zelanda y Francia, en el aire del interior y exterior de una cueva en Eslova-
quia, y en sustratos muy particulares, como un tipo de queso especial llamado
May bryndza que fabrican en este pais. Desde una perspectiva biogeografica y
evolutiva, es muy destacable que el ADN de este hongo haya sido detectado
en el caddver de un artrépodo en el Libano y en el intestino de un insecto en
la Republica Checa, puesto que aparte de informar sobre el consumo de los
basidiomas (o micelio) de este hongo por insectos, estos animales u otros po-
drian participar activamente en la dispersion a larga distancia del hongo, bien
transportando fragmentos vivos del micelio o esporas en superficie, bien trans-
portandolos en las cavidades internas del cuerpo. De hecho, coincidimos con
PEINTNER ET AL. (2019) en suponer que tanto el amplio abanico de hospeda-
dores vegetales de Fomes como el mas que posible estrecho vinculo con varias
especies de insectos hayan facilitado que este hongo ocupe vastas extensiones
geograficas, sobretodo en el Hemisferio Norte. Las introducciones mediadas
por la actividad humana también pueden explicar la presencia puntual de Fo-
mes en regiones mas remotas como Groenlandia, donde se hall6 F. fomentarius
IT en madera arqueolégica. Estudios futuros deberan integrar todas estas pers-
pectivas junto con conjuntos de datos moleculares, fisiolégicos y bioquimicos
mas exhaustivos para dar una visién mas refinada de la historia evolutiva de
este género de basidiomicetos.

Los autores desean agradecer profundamente a Juan Ignacio Lépez la informa-
cién compartida sobre las caracteristicas microscopicas que anoté de varias co-
lecciones de Fomes provenientes de Uitzi (Navarra) y la Selva de Oza (Huesca).
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