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Este proyecto buscoé crear un inventario inicial de la biodiversidad de los hongos

macromicetos presentes en el Area de Conservacion Kekén.

Se realizaron dos viajes de colecta al ACK entre los meses de Julio y septiembre. Las fechas
se determinaron de acuerdo a la temporada de lluvias, dado que se requirié programar las
colectas al menos una semana después de tener lluvia abundante y constante por dos semanas.
De igual manera, se realizO un registro fotografico detallado de los macromicetos
encontrados y sus estructuras caracteristicas. Se hizo un registro del sustrato en el que se
encontraron. Se tom6 muestras de los basidiocarpos en tubos eppendorf, por triplicado, y se

conservaron en nitrogeno liquido o hielo seco. Igualmente se colectaron esporas.

La extraccion de ADN gendmico de las muestras se llevé a cabo utilizando reactivos
comerciales especializados (p. ej. DNeasy Plant de QIAGEN o Plant/Fungi DNA Isoation kit
de Norgen). La calidad del ADN genémico obtenido se verifico en geles de agarosa. La
concentracion fue cuantificada contra marcadores de peso molecular en dichos geles y
mediante espectrofotometria (nanodrop). Las muestras con calidad y concentracion
adecuadas fueron utilizadas como templados para amplificar las regiones marcadoras
seleccionadas (ITS1-5S-1TS2), utilizando los juegos de iniciadores (primers) reportados en
literatura. La extraccion de ADN genomico, se cuantifico y la subsecuente amplificacion de
regiones marcadoras se llevaron a cabo en el laboratorio de Gendmica Computacional (UBT,
CICY), los fragmentos amplificados fueron secuenciados por duplicado (reacciones directa
e inversa) mediante la técnica de SANGER (terminacion de cadena) por la compafiia
MACROGEN (Seul, Corea del Sur).

Las secuencias obtenidas fueron procesadas mediante el software sequencher v.5 (revision
de limpieza, calidad y asignacion incorrecta de nucleétidos), alineando cada par de
secuencias (directa e inversa). Cabe destacar que la secuencia seleccionada (ITS1-5S-1TS2)
es el cadigo de barras oficial utilizado por la Barcode of Life Database (BOLD), asi como
contenida en las bases de datos mas importantes, tales como el consorcio INSD (GenBank,
DDBJy EMBL), UNITE y RefSeq Target Loci (RTL).

Para determinar las especies de macromicetos colectados, las secuencias procesadas fueron
comparadas contra las bases de datos arriba mencionadas. A continuacion, se presenta un

resumen gréafico de las principales actividades y metodologias llevadas a cabo.
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Manejo de muestras de macromicetos para extraccion y purificacion de

material gen6mico (ADN).

) OMEGA

E.Z.N.A. Plant DNA DS Mini Kit

D2411-01

50 preps
Check Components for Storage Temperature

8 in nucleic acid isolation
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Amplificacion de regiones marcadoras (ITS).
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Secuenciacion de regiones marcadoras (ITS) y comparacion en bases de
datos para identificaciéon taxonémica de los macromicetos colectados.

blastx tblastn tblastx

Standard Nucleotide BLAST

BLASTN prog

Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) © ciear

search using a query. morg.;,

Query subrange @

TGTTGCTGGCTTTTTACACAAAGGCATGTGCACGTATTTCTTGAATCTCTT
CATCCACCTGTGCATCTTTTGTAGAATGTCTTTGTTTCAGAGTCGGTATTT

From |

New columns added to the

CATTTGCAGGTATCTCTTAGGAGT CCTGTGAGGGGATTAAGATTCTGGAT

GAAGCTTCC Descripfian Iebifimns: or

"Manage Columns’.

) —

or, upload file

Seleccionar archivo | Ningdn archivo seleccionado @

Job Title [ ]

Enter a desciptive title for your BLAST search 0
(] Anign two or more sequences @

Choose Search Set

Database @ standard databases {nr etc ) () rRNANTS databases () Genomic + transcript databases () Betacoronavirus
| Nucleotide collection (nrint) v |9

Organism

optons [ fungi (raxia 4751 |0 exciuge
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown 2]

gxclude [ Modets (P ) Uncultured/environmental sample sequences

ptional

Limit to (] Sequences from type material

Optional

Entrez Query [ | Youll{ Create custom database

Optional

Enter an Entrez query to limit search O

I o Your search is limited to records that include: fungi (taxid:4751)

Jobh Title Nucleotide Sequence Filter Results

RID XHBWSZKX013 Search expires on 01-09 0749 am Download All v — |
Program BLASTN@ Citation v Organism  only top 20 wiil appear || exclude
Database it Ses details v ‘ Type common name, binomial, taxid or group name ‘
Query ID lcl|Query_53475 _+ AL

Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type dna ‘ ‘ to ‘ ‘ ‘ [ to I ‘ ‘ ‘ to ‘ ‘
Query Length 161

Other reports Distance tree of results MSA viewer @

Graphic Summary Alignments

Taxonomy

m
i

Sequences producing significant alignments Download ~ [IX Select columns ~ Show 2]

select all 100 sequences selected GenBank Graphics istance tree of results  [EMMSA Viewer
o o Max  Total Query E Per. Acc.
Desc:pbun Scenllﬂvc Narme Score Score Cover value Ident Len  Accession
v - -
Gymnopus alnicola voucher URM 90019 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gen... Gymnopus alnicola 230 230 99%  1e-57 92.59% 723 KY3026811 ))
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“Poliporos”,es la presencia de miltiples poros en su superficie inferior, a través de las cuales
las esporasson liberadas. Con cada ciclo de crecimiento las capas de poros se intercalan

formandocomplejos patrones.

.
Y LY
R gy LA b i

“‘_L.-lcﬂ.“
‘l_ll\’ln""“

A AN,
. AURAUR A R TR

- -
A
,-““ T ..‘.10.“\\'\‘

N A AR

Figura 1. Patrones de poros en la superficie inferior de poliporos colectados en el ACK.
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Los poliporos en general son hongos saproéfitos descomponedores de materia organica, por lo

que se les encuentra principalmente en restos de troncos o en arboles muertos.

Figura 2. Hexagonia sp. (Posiblemente Hexagonia variegata)
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Figura 3. Trametes sp. (Posiblemente T. flavida o T. elegans).
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Figura 4. Hapalopilus sp.
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Figura 5. Pycnoporus sanguineus.
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Figura 6. Fulvifomes sp.
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Se lograron obtener muestras de hongos macromicetos de diversos géneros que requieren
condiciones de mayor humedad. Al contrario de los poliporos, muchos de estos géneros tienen
cuerpos fructiferos muy efimeros y blandos que so6lo surgen con las condiciones de humedad
necesarias para la dispersion de sus esporas. Estos presentan“lamelas”, también conocidas

como “laminillas” o “agallas”.
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A continuacion se muestran algunos de los macromicetos que lograron ser identificados.
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Figura 7. Agaricus sp. (Posiblemente Agaricus sinodeliciosus)
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Figura 8. Gymnopilus sp. (Posiblemente G. cf. subearlei o G. medius)
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Figura 9. Marasmius sp. (Posiblemente Marasmius epiphyllus).
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Figura 10. Schizophyllum commune.
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Figura 11. Laccaria amethystina.
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Para llevar a cabo la identificacion taxondmica se recurrid a la metodologia de secuenciacion
de las regiones intertranscritas de los genes ribosomales (ITS), debido a la variada
composicion de las paredes celulares de los hongos macromicetos colectados, el éxito en el
proceso tuvo diferencias significativas para cada uno de ellos. De los 23 hongos
macromicetos colectados solo fue posible extraer material genetico (ADN) de 18 muestras
con suficiente calidad para su amplificacion y posterior secuenciacion. De las 18 muestras
enviadas a secuenciar, sélo se recupero informacion de secuencia limpia para 11. Con esta
informacidn, aunada a comparaciones con reportes fotograficos en diversas bases de datos
micoldgicas, nos fue posible identificar con certeza (a nivel de genero al menos) a 11
macromicetos presentes en el Area de Conservacion Kekén (los cuales se pueden ver en las

11 figuras de éste informe).
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