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RESUMEN

Cortinarius es el mayor género de Agaricales con una distribucion mundial, con mas
de 2700 especies en ambos hemisferios. Su alta riqueza de especies se ve reflejado
en una variada morfologia y presencia de metabolitos secundarios, caracterizando
grupos infragenéricos enteros, como es el caso del subgrupo Dermocybe. Las
especies de Dermocybe (Fungi, Basidiomycota), género ectomicorricico de extensa
distribucion en ambos hemisferios, se caracterizan por los colores vivos de oliva,
rojizo a amarillento de los basidiomas. Estos pigmentos son derivados de
antraquinonas, clase de compuestos que ayudan a delimitar este género
taxonomicamente dentro de la extensa familia Cortinariaceae. Sin embargo, a
diferencia de los taxones australianos y europeos, el rol de la composicion
pigmentaria en la delimitacion de especies de Dermocybe en el Cono Sur ha sido
poco investigado. Por lo tanto, el objetivo principal de este estudio fue la
caracterizacion quimiotaxonomica de los hongos del género Dermocybe que se
encuentran asociados a bosques nativos de Nothofagus del Centro Sur de Chile. Se
realizaron varias campafias de terreno en la region del Biobio, y en la region del Nuble,
durante los meses de mayor fructificacién. 10 especies fueron encontradas, las cuales
se caracterizaron morfoldégica y microscépicamente para su identificacion preliminar.
Los pigmentos fueron investigados mediante cromatografia en capa fina (TLC). Los
datos cuantitativos derivados de las placas en condiciones de luz visible y con luz UV
a 366 nm y a 254 nm fueron analizadas de acuerdo con su similitud mediante un
analisis de cluster. La comparacion de los datos de pigmentacion mostré patrones
relativamente especificos para las especies chilenas que componen al subgrupo

Dermocybe.

Palabras clave: Cromatografia, taxonomia, pigmentos.



ABSTRACT

Cortinarius is the largest genus of Agaricales with a worldwide distribution, with more
than 2700 species in both hemispheres. Its high species richness is reflected in a
varied morphology and presence of secondary metabolites, characterizing entire
infrageneric groups, as is the case of the Dermocybe subgroup. Dermocybe species
(Fungi, Basidiomycota), an ectomycorrhizal genus widely distributed in both
hemispheres, are characterized by the bright olive, reddish to yellowish colors of the
basidiomata. These pigments are derived from anthraguinones, a class of compounds
that help to delimit this genus taxonomically within the extended family Cortinariaceae.
However, unlike Australian and European taxa, the role of pigment composition in the
delimitation of Dermocybe species in the Southern Cone has been little investigated.
Therefore, the main objective of this study was the chemotaxonomic characterization
of fungi of the genus Dermocybe associated with native Nothofagus forests of central
southern Chile. Several field campaigns were carried out in the Biobio region and in
the Nuble region, during the main months fruiting. Ten species were found, which were
characterized morphologically and microscopically for preliminary identification.
Pigments were investigated by thin layer chromatography (TLC). Quantitative data
derived from the plates under visible and UV light conditions at 366 nm and 254 nm
were analyzed according to their similarity by cluster analysis. Comparison of the
pigmentation data showed relatively specific patterns for the chilean species
composing the Dermocybe subgroup.

Keywords: Chromatography, taxonomy, pigments.



INTRODUCCION

ANTRAQUINONAS

Los pigmentos fangicos presentan una diversidad estructural y quimica Unica con una
extraordinaria gama de colores. Los hongos filamentosos producen varios pigmentos
no carotenoides caracteristicos, entre ellos las quinonas, como las antraquinonas y
las naftoquinonas (Gessler et al. 2013), por lo que los pigmentos derivados de
antraguinonas estan ampliamente difundidos en el reino de los hongos, dando una
gran diversidad de tintes a los basidiomas.

Las quinonas constituyen una clase de compuestos organicos caracterizados por la
presencia de una estructura ciclica de dicetona. Dentro de la gran variedad de
compuestos derivados de las quinonas, las antraquinonas representan un subgrupo
importante. Su estructura se basa en el sistema aromatico rigido de tres anillos de
antraceno, que contiene dos funciones ceto en las posiciones 9 y 10 (9,10-
dioxoantracenos) (Malik & Muller 2016).

O

Figura 1. Estructura quimica de una antraquinona. Elaboracion propia (2022).

La variedad de antraquinonas naturales que existen, se les atribuye a la gran variedad
de sustituyentes como OH, CH3, OCH3, CH20H, CHO, COOH, etc., asi como por la
reduccion de los grupos carbonilo (a antronas y antracenos) y los dobles enlaces en
el anillo bencénico (hidroquinonas). Estos compuestos se denominan colorantes
carbonilicos, siendo uno de los grupos en la naturaleza mas importantes de

estructuras colorantes y pigmentarias. Las antraquinonas son capaces de producir
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una amplia gama de colores, desde amarillos hasta rojos e incluso tonalidades azules.
Esto se debe a sus cromoforos conjugados relativamente cortos, que en formas
simples dan pigmentaciones amarillas, pero también permiten la union de
sustituyentes donantes y aceptores para producir grandes cambios batocromicos,
dando coloraciones rojizas o azules (Raiséanen 2019).

Una caracteristica importante de estos compuestos es la posesion de cromoéforos
para la absorcion de los espectros electronicos. La fuerte absorcion en la region
ultravioleta se debe a la presencia de croméforos formados por sistemas de dobles
enlaces conjugados (Fouillad et al. 2016).

La pigmentacién de los esporomas fungicos puede variar con la edad y algunos sufren
cambios de color distintivos al magullarse; por ello, los colores de las setas son una
de las caracteristicas mas utilizadas en la identificacion taxonémica (Pagano & Dhar
2015). Ademas, los pigmentos fungicos tienen distintas funciones, como la de
proteccion al organismo de los dafios causados por la radiacion ultravioleta y los
ataques bacterianos, o desempefar un papel como atrayentes de insectos (VeliSek &
Cejpek 2011). En el caso de las antraquinonas, incluso se ha documentado que
algunos de los pigmentos de antraquinona amarillos y rojos tienen propiedades
laxantes que repelen a los animales, evitando asi dafios fisicos del cuerpo fructifero
(Mueller et al. 1999). Estas propiedades de los pigmentos en los hongos han
demostrado los usos de las antraquinonas para importantes efectos farmacolégicos
como la accion laxante (Nadal et al. 2003), antitumoral (Lee et al. 2001),
antimutagénica (Edenharder et al. 1995), antiinflamatoria (Kuo et al. 2001), antiviral
(Koyama et al. 2001), antifungica (Manojlovic et al. 2005) y propiedades antioxidantes
(Ze-Hong et al. 2018). Estas caracteristicas hacen a las antraguinonas un compuesto
con una amplia aplicacion en la industria farmacoldgica.

En las industrias textiles, el uso de las antraquinonas naturales ha sido empleado
como una alternativa de tincion mas sustentable y ecoldgica, al tener efectos menos
toxicos en el ambiente que los tintes sintéticos y son facilmente degradables evitando
la alta contaminacién ambiental (Narsing et al. 2017). Ademas, en los ultimos afios se
han utilizado como colorantes para bebidas, dulces y otros alimentos (Nagia &
Mohamedy 2007; Raisanen 2009).

Hongos y liquenes, al tener derivados de antraquinonas, se han utilizado como una

fuente ecoldgica interesante de pigmentos.



Las antraquinonas estan distribuidas en varios géneros dentro del Reino Fungi. Entre
ellos destacan los pigmentos encontrados en Aspergillus spp., Eurotium spp.,
Fusarium spp., Dreschlera spp., Penicillium spp., y géneros de la division
Basidiomycota, como el subgrupo Dermocybe dentro del género Cortinarius (Gessler
et al. 2013).

GENERO CORTINARIUS

Cortinarius (Fungi, Agaricales, Cortinariaceae) es uno de los géneros fungicos
micorricicos mas diversos con mas de 2700 especies descritas en todo el mundo,
siendo reconocido por muchos micélogos por su gran gama de tonalidades y formas
(Garnica et al. 2005; Soop et al. 2019). A nivel morfolégico, sus basidiomas se
caracterizan generalmente por tener un velo parcial fiboroso en forma de cortina, de
donde proviene su nombre, y basidiosporas de color marrén 6xido o marron,
verrucosas.

Sin embargo, aunque el género sea relativamente facil de identificar, la taxonomia a
nivel de especie de Cortinarius puede ser uno de los retos mas dificiles de la
micologia, y su filogenia sigue siendo estudiada (Peintner et al. 2004; Liimatainen et
al. 2022). Macroscépicamente, los miembros de este género son muy variables: su
habito varia de pileado a secotioide (ej: Thaxterogaster spp.); la cuticula del pileo
puede ser seca, fibrosa a viscosa; el velo puede variar de ser fugaz a persistente,
permaneciendo en el estipite; y los basidiomas pueden ser coloridos brillantes o de
colores mas opacos y de colores oscuros.

Como simbiontes ectomicorricicos (ECM), son componentes esenciales de los
ecosistemas forestales, mejorando la productividad de las plantas, sosteniendo el flujo
y distribucion de nutrientes vitales como los nitratos y los fosfatos (Smith & Read 2010;
Bodeker et al. 2014), y en el caso de Sudamérica son vitales para la salud de los
bosques de Nothofagus, y a la mantencién de sus ciclos biogeoquimicos, otorgando
estructura y estabilidad a las asociaciones vegetales nativas (Lazo 2001; Palfner 2001
Clemmensen et al. 2015).

En términos de su distribucion, el género Cortinarius esta presente en otros
continentes, en paises como Australia y Nueva Zelanda, donde comparten un nimero
considerable de especies y clados (Peintner et al. 2004; Garnica et al. 2009). Sin

embargo, ninguna especie del hemisferio sur aparece de forma natural en el
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hemisferio norte (Stefani et al. 2014). Esto se explica por la estrecha coevolucion del
hongo ectomicorricico y su planta huésped, tanto es asi que a menudo se plantea la
hipotesis de que la asociacién con el huésped podria afectar a la especiacion y
distribucion por una distribucion gondwanica. Lo que coincide con investigaciones
taxondmicas, que han revelado que las especies australianas y meridionales de
Cortinarius son claramente diferentes de sus homologas del hemisferio norte
(Salgado Salomén et al. 2018).

La diversidad de Cortinarius del hemisferio norte y de Nueva Zelanda y Australia ha
sido ampliamente estudiada al llamar la atencion de taxbnomos y quimicos por igual
debido a sus cuerpos fructiferos a menudo brillantemente pigmentados (e.g., Garnica
et al. 2003; Truong et al. 2019). Sin embargo, aparte del trabajo pionero de Moser &
Horak, (1975) hay relativamente pocos estudios que se hayan centrado en la
diversidad de los Cortinarius sudamericanos. Los primeros estudios de Cortinarius en
Sudameérica, se remontan a Spegazzini (1887a, b). Posteriormente, Singer & Moser
(1965) citaron 18 especies de la Cordillera Pelada. La mayoria de las descripciones
de especies fueron aportadas por Moser y Horak (1975) y Horak (1980) desde los
bosques de Nothofagus andino patagdnicos argentino-chilenos. Otros, como Singer
(1960), Singer y Smith (1963) y Horak y Moser (1965), describieron otras 21 especies
patagOnicas secuestradas en Thaxterogaster.

Hasta el dia de hoy, se han descrito mas de 250 especies en el Cono Sur (Valenzuela
& Moreno 1997) y Chile presenta mas de 200, siendo categorizado como el principal
género micorricico para las especies del género Nothofagus (Garrido 1988;
Valenzuela 1993; Garnica et al. 2002).

Por su gran variedad morfolégica y diversidad de especies, se llevé a la creacion de
subgrupos para facilitar su identificacion. El sistema historico y mas completo de
clasificacion de los Cortinarius sudamericanos propuesto por Moser & Horak (1975)
distingue 7 subgéneros: (1) Phlegmacium: especies con un basidioma carnoso y
robusto, un pileo de viscoso a glutinoso y un estipe seco u ocasionalmente glutinoso,
(2) Sericeocybe: especies con un pileo sedoso a brillante, y un estipe de colores
blanquecinos, violetas o de tonalidades azules, (3) Myxacium: especies con el pileo
y estipe glutinoso, (4) Paramyxacium: especies pequefias y membranosas, con un
pileo mas o menos higréfano y transparentemente estriado, (5) Telamonia: especies
de coloraciones oscuras de café a grisaceo, con un pileo seco o glutinoso, higréfano

Yy que se tornan negros en reacciones con KOH, (6) Leprocybe: especies con un pileo
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de color canela o anaranjado y un estipe de color oliva a amarillo que contiene
sustancias fluorescentes, y finalmente (7) Cystogenes: especies con un pileo
anaranjado, canela o marron, y un estipe amarillo, ocre, anaranjado o verdoso, a
veces con queilocistidios y pleurocistidios incrustados.

Su extraordinaria riqgueza de especies se ve reflejada en una gran diversidad de
metabolitos secundarios, a menudo caracterizando grupos enteros. Un caso
emblematico es el subgrupo Dermocybe, caracterizado por poseer pigmentos del tipo
antraquinonas (Keller et al. 1988), pero incluso hasta la fecha, solo una pequefia
porcién de las especies de Cortinarius han sido analizadas en un nivel quimico (Lam
et al. 2019; Garnica et al. 2005).

SUBGRUPO DERMOCYBE

Las especies de Sudamérica de Dermocybe, que se caracterizan por el color entre
rojo, oliva y amarillento de sus basidiomas, fueron clasificadas por Moser & Horak
(1975) como un género aparte. Pero estudios moleculares han demostrado que
Dermocybe es mas un subgrupo dentro de Cortinarius (Chambers et al. 1999).
Actualmente, un total de 18 especies de Dermocybe han sido descritas para
Sudamérica (Argentina, Chile), y alrededor de 10 estan presentes en nuestro pais
(Garrido 1988).

Tras el descubrimiento de llamativos pigmentos y compuestos secundarios en
Dermocybe (Arnold et al. 1987; Gill & Steglich 1987), los taxdnomos de Cortinarius
han tenido grandes expectativas respecto a la quimiotaxonomia a la hora de describir
y diferenciar las especies.

Las antraquinonas se encuentran en gran variedad en los hongos del género
Cortinarius y su presencia y distribucion han demostrado ser utiles como marcadores
guimiotaxondmicos en la delimitacién de las especies (Greff et al. 2017), en donde
métodos cromatograficos como la cromatografia en capa fina (TLC), se han
convertido en métodos taxonomicos eficaces para la separacion e identificacion de
antraquinonas, y de clasificacion de estas especies (Raisédnen et al. 2000). Los
brillantes colores amarillos y rojos de las especies de Dermocybe fueron estudiados
por quimicos a lo largo de la historia. Ya en 1925 los primeros derivados de las
antraguinonas se aislaron de Cortinarius sanguineus (Wulfen) Gray., pero tuvieron

gue pasar otros cuarenta afilos hasta que se lograra la elucidacion estructural
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completa de las primeras antraquinonas fangicas (AQ), es decir, la dermoluteina y la
dermorubina. (Siewert et al. 2022).

Mientras que varias de las quinonas aisladas hasta la fecha, como la emodina, la
fisciona, y la endocrocina se encuentran también en otros organismos, otros como la
dermocibina, la dermoluteina, cinnaluteina, dermorubina y cinnarubina estan
restringidos a Cortinarius y en particular al subgénero Dermocybe (Gill 2003; Gill &
Steglich 1987; VeliSek & Cejpek 2011; Zhou & Liu 2010). La abundancia y facilidad
de extraccion de estos pigmentos y otros relacionados, junto con su eficiente
separacion cromatografica y su rapida identificacion, ha llevado a su uso como
marcadores quimiotaxondmicos durante los estudios micologicos de las variedades
europeas (Keller 1995, 1982) y sudamericanas (Gruber 1975) de estas especies
(Archard et al. 1985).

Los estudios quimiotaxonomicos de Dermocybe realizados por Gruber (1975)
utilizando cromatografia en papel, y por Keller (1982) y Keller & Ammirati (1983), y
estudios hechos en cromatografia en capa fina en Hoiland (1984), Kidd (et al. 1985),
y Jones & Tom (2008), han demostrado que es posible diferenciar los taxones
infragenéricos por los patrones de pigmentos, y que el contenido de pigmentos puede
ser utilizado para ayudar a la sistematica del grupo.

Como el reconocimiento de las especies de Cortinarius se ha basado casi
exclusivamente a su morfologia y ecologia, el objetivo del presente estudio fue
realizar un estudio morfotaxonémico y quimiotaxonémico de las especies de
Dermocybe de los bosques de Nothofagus del Centro-Sur de Chile. Para ello, se
planteé el uso de herramientas cromatograficas en TLC para la caracterizacion de los
miembros chilenos del subgénero Dermocybe rescatando sus patrones pigmentarios,
e identificar coherencia entre patrones de pigmentos y otros atributos diagndésticos
para la caracterizacion e identificacion de estas especies. Se esperaba que los
atributos morfolégicos y quimicos de las especies chilenas de Dermocybe se
complementen, permitiendo establecer un concepto taxonémico integral, donde el
meétodo de TLC seria el adecuado para separar las especies nativas de Dermocybe

segun su composicion de pigmentos.
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MATERIALES Y METODOS

1. ZONAS DE MUESTREO

Se realiz6 un estudio taxondémico de las especies flngicas asociadas a dos
localidades con bosques de Nothofagus de la Regidén del Biobio en los meses de
mayor fructificacion de hongos, entre abril y finales de junio. Se muestreo en
remanentes de bosque nativo en la cordillera de Nahuelbuta entre las comunas de
Curanilahue y Los Alamos, en los sectores de Trongol Alto (37°31’ S, 73°11" N) y
Caramavida (37°42’ S, 73°10° W). También se muestred en bosques de N. glauca
(Phil.) Krasser y N. obliqua (Mirb.) Oerst. Comuna de Quirihue, en el Fundo el
Guanaco (36°13’ S, 72°37’ N) (Fig. 2).

Leyenda
Bosques
Cuerpos de Agua
Areas Urbanas e Industrailes

- Cordillera de Nahuelbuta
©  Puntos de muestreo

Figura 2. Mapa de distribucion de las zonas de muestreo y localidades estudiadas. Elaboracion
propia (2022).

La primera localidad estudiada fue en la Cordillera de Nahuelbuta, la cual es una
porcién de la Cordillera de la Costa, ubicada entre la ribera sur del Rio Biobio y la
norte del Rio Imperial. El clima corresponde al tipo mediterraneo humedo (Sarricolea
et al. 2016), y presenta una alta riqueza de especies de flora y fauna, y rica en

especies endémicas que solo existen en esta zona (Villagran et al. 1998; Pliscoff
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2003; Ortiz & Ibarra-Vidal 2003). Las especies que componen los bosques generan
un mosaico de formaciones boscosas conformado por especies como el Canelo
(Drimys winteri J.R. Forst. & G. Forst.), la Araucaria (Araucaria araucana (Molina) K.
Koch) que esta presente en altitudes de 800 a 1.500 m (Donoso et al. 2008), y el
Coihue (N. dombeyi (Mirb.) Oerst.), arbol del género Nothofagus que predomina en

varios sectores de la cordillera de Nahuelbuta (Fig. 3).

Figura 3. Fotografias de los sitios muestreados en Nahuelbuta, Trongol Alto: A) Punto 1, determinado
por un curso de agua y un sotobosque de menor densidad; B) Punto 4, caracterizado por una mayor
densidad del sotobosque, y mayor altura; C) Bosque de araucaria-coihue.

La segunda localidad corresponde al Fundo el Guanaco, en Quirihue, capital de la
Provincia de Itata, Region de Nuble (Fig. 4). Esta zona corresponde a un bosque
remanente del tipo forestal Roble-Hualo de la cordillera de la Costa. Al igual que los
bosques de Nahuelbuta, la zona se encuentra dominada por grandes areas de
extension de Pinus radiata D.Don.

La localidad corresponde al limite sur de la distribucion de N. glauca, arbol endémico
chileno que actualmente debido a la profunda transformacion que ha experimentado
su habitat, ha sido declarada una especie vulnerable en el Libro Rojo de la Flora
Terrestre de Chile (Benoit 1989).

15


https://www.ipni.org/a/6512-1
https://www.ipni.org/a/24229-1

/g

07 e

&

A,

;
i
f

Figura 4. Fotografias de los bosques de Quirihue, del Fundo el Guanaco: A) Se muestra el bosque
dominado por N. glauca en zonas de mayor altitud; B) Bosque dominado por N. glauca, con
ejemplares de mayor tamafio; C) Muestreo y recoleccion de basidiomas.

2. IDENTIFICACION TAXONOMICA

La metodologia de muestreo en las zonas de muestreo fue dirigida a especies del
grupo Dermocybe, donde se realizaron pruebas diagndsticas como el uso de solucién
de KOH para demostrar la presencia de pigmentos del tipo antraquinona.

Los hongos se recolectaron mediante el protocolo de recoleccion, identificacion e
inventariacion de hongos de acuerdo con Palfner & Casanova-Katny (2019), donde
cada especie encontrada fue documentada en terreno con fotografias in situ, y se
realizaron georreferencias, descripciones del cuerpo fructifero y el sustrato asociado.
Para las reacciones de KOH, se realizaron sobre cuerpos fructiferos frescos y se
documentaron con fotografias en terreno. Las porciones de los esporocarpos con
KOH fueron desprendidas para evitar la degradacion de la muestra y la interferencia
con otras pruebas quimicas.

Para los estudios macroscopicos de las especies, se realizaron sobre material fresco
in situ y refrigerado hasta un maximo de tres dias después de su recoleccion para
luego ser deshidratados para su conservacion. Los basidiomas fueron documentados
mediante fotografias, primero in situ y después tomadas en laboratorio tomadas sobre
un fondo de color neutro con una camara fotografica digital Nikon D60 en una camara
de fotodocumentacion Camag Reprostar 3 equipada con tubos fluorescentes de
calidad luz fria, y de luz ultravioleta (UV) de 366 nm en basidiomas frescos.

La caracterizacion e identificaciéon de los hongos en laboratorio, se realizé sobre las

estructuras microscopicas de los basidiomas. Se colocaron fragmentos de los

16



esporomas deshidratados del tejido reproductivo (himenio) y del cutis del sombrero o
del peridio sobre un portaobjeto y se rehidrataron con una solucién de KOH al 10%, y
luego se observaron con un microscopio Olympus CX31 (Olympus, Tokio, Japon),
bajo un aumento maximo de 1000x.

Se midi6 el tamafio (largo y ancho) de las esporas revisando la forma, textura,
ornamentacion y el color de estas. Se realizaron al menos 20 mediciones de esporas
diferentes por individuo y se registro el valor promedio de la relacion longitud/anchura
(Qr). Se caracterizo la presencia/ausencia y forma de cistidios en el himenio. Las
especies se determinaron con literatura relevante (Moser & Horak 1975; Horak 1980),
y la informacién sistemética y los nombres cientificos actuales de las especies se

confirmaron en el sitio web Index Fungorum (www.indexfungorum.orq).

3. EXTRACCION DE LOS PIGMENTOS Y CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC)

El material fungico seco (0,05 - 0,5 g), incluyendo secciones del pileo y del estipite de
al menos dos cuerpos fructiferos por especie, se pulverizaron en un mortero, y se
extrajeron exhaustivamente de forma independiente con una mezcla de solventes de
tolueno, formiato de etilo, y acido formico en las proporciones 10:5:3 respectivamente.
Cada extracto se dejé macerar por al menos 24 horas en los solventes, para luego
ser filtrado con papel filtro para eliminar las impurezas y restos de material fungico.
Se utilizé un minimo de dos muestras por especie para asegurar la consistencia de la
codificacion de las bandas por especie, con excepcién de la muestra Dermocybe

pseudosplendida nom. prov., que solo tuvo una muestra.

La separacion de los pigmentos se realizé6 mediante una cromatografia en columna
sobre silica gel 60 F254 de aluminio de 20 x 20 cm (Merck). Dependiendo de la
concentracion del extracto, se aplicé de 2 a 10 ul de extracto con la ayuda de un
capilar de plastico en una linea base de 1 cm del borde inferior de la placa. Se aplicé
de 3-4 gotas de concentrado para luego aplicarle calor para evaporar el solvente. Este
proceso se repitié de 4-5 veces para asegurar la consistencia de las bandas extraidas.
Las placas se revelaron a temperatura ambiente en una camara de TLC estandar de
vidrio. El disolvente de la fase movil fue tolueno-formiato de etilo-acido férmico

(10:5:3; v/viv). El desarrollo de las placas de TLC se terminé cuando el frente del
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disolvente alcanzé los 5 cm de la linea base. La placa revelada se secO con aire
caliente para evaporar los disolventes de la placa. La placa resultante se monté en un
gabinete de exposicion Camag Reprostar 3 y se capturaron las imagenes con luz
blanca, y a luz UV 254 nm y luz UV 366 nm, y con adicion de vapor de amonio en luz

blanca para observar los cambios batocrémicos de los pigmentos.

Luego, se calculd el factor Rf o factor de retencién de cada banda de pigmento,
dividiendo la distancia recorrida por la banda (medida desde el centro de la banda)

por la distancia recorrida por el frente del disolvente.

4. DIGITALIZACION DE CROMATOGRAMAS Y PROCESAMIENTO DE DATOS CUANTITATIVOS

La adquisicion de imagenes digitales se realiz6 con el gabinete de exposicion Camag
Reprostar 3 y camara digital Nikon D60. Tras la adquisicion de los datos, se recortd
un &rea apropiada de la placa de TLC a partir del tamafio original del fotograma, y
posteriormente se aplicaron filtros de conversion a escala de grises en caso de ser
necesario. Se extrajeron las bandas a través de secciones transversales
seleccionadas de los carriles cromatograficos de las imagenes digitales con la ayuda
del software ImageJ (ver. 1.50i). La cuantificacién de las manchas cromatogréficas se

realiz6 manualmente contabilizando la presencia de bandas por cada milimetro.

El procesamiento de los datos cuantitativos relativos a la intensidad de las bandas
separadas se inspeccioné con procedimientos estadisticos de agrupacion jerarquica
aglomerativa utilizando el software Past 3.24, a través de una matriz de similitud de
Dice para la matriz de datos con la luz UV 254 nm y una matriz de similitud de Gower
(Serensen) para la luz blanca, con adicién de amonio y luz UV 366 nm. En el caso de
los analisis de Gower, a cada color se le aplicé un valor. El dendrograma utilizado fue
el UPGMA, donde los sistemas cromatograficos con una alta similitud se agrupan en
clusteres. Se calculé el indice de correlacion cofenética (r2) para medir la distorsion
de la matriz realizada. Luego, a través del método de Bootstrap (BS) con 1000 réplicas
se evalu6 la fiabilidad de los resultados de la agrupacion en una forma

estadisticamente cuantificable.
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RESULTADOS

1. COMPOSICION TAXONOMICA

Se identificaron un total de 10 especies, representadas en la Tabla 1. Tres de las
especies aqui listadas, Cortinarius aff. veronicae (Fig 5.2), Cortinarius steglichii nom.
prov. (Fig 5.1), y Cortinarius austroarmillatus nom. prov. (Fig 5.2) no estan
actualmente descritas para Chile, y el estudio bibliografico tampoco permitio el
reconocimiento de ambas especies, sin embargo, las multiples expediciones a terreno
permitieron constatar su presencia regular en la Cordillera de Nahuelbuta en el sector
Trongol Alto, demostrando su hallazgo con fotografias, su localizacién geografica,

esporas y muestras secas de los especimenes.

Tabla 1. Colecciones analizadas en este estudio. Las especies estén listadas en orden alfabético.

Especie Cddigo Localidad, Fecha Nothofagus
(CONC-F) Comuna recoleccion asociado

Cortinarius 2062 Curanilahue, 21-05-2022 N. dombeyi
micaceus Trongol Alto

Cortinarius 2070 Curanilahue, 28-05-2022 N. dombeyi
micaceus Nahuelbuta

Cortinarius 2083 Curanilahue, 11-06-2022 N. dombeyi
steglichii Trongol Alto

Cortinarius 2110 Curanilahue, 26-06-2022 N. dombeyi
steglichii Trongol Alto

Cortinarius 1441 Curanilahue, 17-05-2015 N. dombeyi
teresae Nahuelbuta

Cortinarius 1447 Malleco, 23-05-2015 N. obliqua
teresae Curacautin
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Cortinarius

teresae

Cortinarius

viscovenetus

Cortinarius

viscovenetus

Cortinarius

xanthopus

Cortinarius

xanthopus

Cortinarius
austroarmillatus

nom. prov.

Cortinarius
austroarmillatus

nom. prov.

Cortinarius aff.

veronicae

Cortinarius aff.

veronicae

Dermocybe

amoena

1851

1776

1963

2085

2086

0725

2069

2088

2065

Curanilahue,

Caramavida

Malleco,
Parque
Nacional
Nahuelbuta

Arauco,

Cafete

Curanilahue,

Caramavida

Curanilahue,

Caramavida

Concepcién,
Predio la
Canteray El
Guindo

Curanilahue,

Trongol Alto

Prov. Malleco,
Comuna
Angol,

Butamalal

Curanilahue,

Trongol alto

Curanilahue,

Trongol alto

01-05-2018

9-05-2017

21-05-2019

12-06-2022

12/06/2022

16-05-2011

18-06-2022

28-08-2022

18-06-2022

21-05-2022

N. dombeyi

N. dombeyi

N. dombeyi

N. dombeyi

N. dombeyi

N. obliqua

N. dombeyi

N. dombeyi

N. dombeyi

N. dombeyi
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Dermocybe 2066 Curanilahue, 21-05-2022 N. dombeyi
amoena Trongol alto
Dermocybe 2073 Quirihue, 11-06-2022 N. glauca
amoena Fundo el
Guanaco
Dermocybe 2089 Quirihue, 18-06-2022 N. glauca
icterina Fundo el
Guanaco
Dermocybe 2106 Curanilahue, 18-06-2022 N. dombeyi
icterina Trongol alto
Dermocybe 2064 Tome, sector 25-05-2022 N. obliqua
nahuelbutensis San Antonio
Dermocybe 2074 Quirihue, 11-06-2022 N. glauca
nahuelbutensis Fundo el
Guanaco
Dermocybe 2077 Quirihue, 11-06-2022 N. glauca
nahuelbutensis Fundo el
Guanaco
Dermocybe 1787 Curanilahue, 21-05-2017 N. dombeyi
pseudosplendida Caramavida

nom. prov.

De las 10 especies, 6 pertenecen al subgrupo Dermocybe. La mayor diversidad de
especies se distribuye en la localidad de Nahuelbuta, donde se detectaron 16 de las
25 colecciones (64%).

La especie llamada provisionalmente Cortinarius steglichii, se aproxima
macroscopicamente mucho a Cortinarius (Myxacium) ignotus E., una especie de

Nueva Zelanda, particularmente en el tono amarillo palido del cuerpo fructifero, pero
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se diferencian con que la primera no presenta viscosidad en su estructura, por lo tanto
no perteneceria al subgrupo Myxacium, y ademas este presenta la particularidad de
presentar cistidios, estructuras ausentes en la especie europea, y escasamente

presentes en las especies de Cortinarius.

2. TAXONOMIA

Cortinarius micaceus M.M. Moser

Macromorfologia: Pileo convexo a umbonado, seco de tono marrén-olivaceo,
tornandose claro en el margen; laminillas adnatas, densas con lamélulas de color
marrén claro; estipite cilindrico o subclavado, seco, amarillo-castafio; reaccién con
KOH (10%): en todas partes tornandose rojo.

Micromorfologia: esporas elipsoides, verrugosas de color castafio-rojizo, de 7-9 x 4-6
pum, Q = 1,57.

Material examinado: CONC-F 2062, Chile, Region del Biobio, Provincia de Arauco,
comuna de Curanilahue, Sector Trongol Alto, LS 37° 33’ 27,2”, LO 73° 11’ 05,9”, 800
msnm, en bosque nativo dominado por N. dombeyi, sobre suelo y hojarasca, 21-V-
2022, Leg. G. Palfner, det. N. Arnold.

CONC-F 2070, Chile, Regién de la Araucania, Provincia de Malleco, comuna de
Angol, camino a Cafiete a Parque Nacional Nahuelbuta, Butamalal Bajo, LS 37° 49’
05,4”, LO 73° 05’ 37,8”, 970 msnm, sobre suelo y hojarasca bajo N. dombeyi, 28-V-
2022, Leg. J. Farias, det. N. Arnold.

Cortinarius steglichii nom. prov.

Macromorfologia: Pileo convexo a umbonado, seco, de color castafio claro en el
centro volviéndose claro en el margen, y en la madure tornandose castafio oscuro;
laminillas adnatas, de color crema con el borde amarillo; estipite seco, firme, amarillo
palido de base bulbosa a claviforme, fibroso con restos de cortina amarillo-castafio.
Micromorfologia: esporas elipsoides, verrugosas de 10-12 x 5-7 um, Q = 1,86;
gueilocistidios ramificados, cilindricos de color amarillo en fresco, tornandose lila en
contacto con KOH, de 85-100 um largo, ultimo tabique de 25-47 x 8-10 um.

Material examinado: CONC-F 2083, Chile, Region del Biobio, Provincia de Arauco,
comuna de Curanilahue, Sector Trongol Alto, LS 37° 34’ 277, LO 73° 10’ 22", 735
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msnm, en bosque nativo dominado por N. dombeyi, sobre suelo y hojarasca, 11-VI-
2022, Leg. C. Araneda, det. G. Palfner.

CONC-F 2110, Chile, Region del Biobio, Provincia de Arauco, comuna de
Curanilahue, Sector Trongol Alto, LS 37° 31’ 22,5”, LO 73° 11’ 0,79”, 735 msnm, en
bosque nativo dominado por N. dombeyi, sobre suelo y hojarasca, 26-VI-2022, Leg.
J. Farias, det. G. Palfner.

Cortinarius teresae (Garrido) G. Garnier

Sindénimo: Dermocybe teresae Garrido 1988

Macromorfologia: Pileo convexo, aplanado, brillante, de tono rojizo, ligeramente
fibroso; laminillas concoloras adnatas, densas; estipite cilindrico, clavado engrosado
en la base, con restos rojos de su fugaz cortina; reaccién con KOH (10%): en todas
partes tornandose rojo-pardusco a negro.

Micromorfologia: esporas de color rojizo-castafio, elipsoides, verrugosas, de 8-10 x 4-
6 um, Q = 1,64. No presenta cistidios.

Material examinado: CONC-F 0392, Chile, Region del Maule, Provincia de
Cauquenes, Reserva Nacional Los Ruiles, LS 35° 50’ 00”, LO 72° 30’ 357, sobre suelo
de hojarasca, bajo N. glauca y N. alessandrii, 03-VI1I-2008, Leg. et det. G. Palfner.
CONC-F 1441, Chile, Regién de la Araucania, Provincia de Malleco, comuna de
Angol, Parque Nacional Nahuelbuta, sendero del sector de camping a Piedra del
Aguila, LS 37° 49’ 43”, LO 73° 00’ 01,5”, 1180 msnm, sobre suelo y hojarasca bajo N.
dombeyi, 17-V-2015, Leg. et det. N. Arnold.

CONC-F 1447, Chile, Regiéon de la Araucania, Provincia de Malleco, comuna de
Curacautin, km 11,8, camino a Laguna Blanca, LS 38° 24’ 27”, LO 71° 42’ 21,7”, 989
msnm, bosque de N. obliqua y N. dombeyi, sobre suelo y hojarasca, 23-V-2015, Leg.
et det. N. Arnold.

CONC-F 1851, Chile, Regién del Biobio, Provincia de Arauco, Comuna de Los
Alamos, Caramavida, sector Piedra El Queso, LS 37° 39’ 09.9”, LO 73° 06’ 29,8”, 1045
msnm, sobre suelo y hojarasca bajo N. dombeyi, 01-V-2018, Leg. et det. G. Palfner.

Cortinarius viscovenetus E. Horak

Macromorfologia: Pileo convexo aplanado, higréfano, viscoso, finamente estriado, de

color amarillo olivaceo tornandose mas claro en el margen; laminillas emarginadas de
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tono gris-oliva; estipite clavado-bulboso, seco, en la base tornAndose amarillo oscuro
o amarillo-marroén.

Micromorfologia: esporas amigdaliformes, verrugosas de 9-11 x 5-7 um, Q = 1,62.
Material examinado: CONC-F 1963, Chile, Region de la Araucania, Provincia de
Malleco, comuna de Angol, camino a Cafiete a Parque Nacional Nahuelbuta, entre
sector Toldos y Butamalal bajo, LS 37° 49’ 06,5”, LO 73° 05’ 37,5”, 960 msnm, sobre
suelo de hojarasca bajo N. dombeyi, 21-V-2019, Leg. et det. N. Arnold.

CONC-F 1776, Chile, Region de la Araucania, Provincia de Malleco, comuna de
Angol, Parque Nacional Nahuelbuta, sendero del sector camping a Piedra del Aguila,
LS 37° 49 317, LO 73° 00’ 38”, 1150 msnm, sobre suelo y hojarasca bajo N. dombeyi,
09-V-2017, Leg. N. Arnold, det. G. Palfner.

Cortinarius xanthopus M.M. Moser

Macromorfologia: Pileo conico, campanulado, higréfano de 1-3 cm, seco, a veces
transparente y rayado, de color marrén anaranjado; laminillas adnatas, emarginadas,
subdistantes, de tono amarillo anaranjado; estipite cilindrico, seco, estriado, primero
amarillo claro de base naranjo-castafio oscuro.

Micromorfologia: esporas elipsoides subamigdaliformes, verrugosas de 7-11 x 4-7
pm, Q = 1,72.

Material examinado: CONC-F 2085, Chile, Region del Biobio, Provincia de Arauco,
comuna de los Alamos, cordillera de Nahuelbuta, AAVC Caramavida, sector Don
Alfonso, LS 37° 42’ 377, LO 73° 10’ 21,27, 820 msnm, en bosque nativo dominado por
N. dombeyi, sobre suelo y hojarasca, 11-VI-2022, Let. et det. G. Palfner.

CONC-F 2086, Chile, Region del Biobio, Provincia de Arauco, comuna de
Curanilahue, Sector Caramavida, LS 37° 42’ 377, LO 73°10°'21,12”, 820 msnm, en
bosque nativo dominado por N. dombeyi, sobre suelo y hojarasca, 11-VI-2022, Leg.
et det. G. Palfner.

Cortinarius austroarmillatus nom. prov.

Macromorfologia: Pileo convexo a umbonado, seco, de color rojizo oscuro en el
centro, volviéndose mas claro al margen, higréfano; laminillas adnatas, de color rojizo-
rosaceo; estipite cilindrico, seco, claviforme, fibroso relleno, luego hueco, de color
rosa palido con restos rojizos de cortina.

Micromorfologia: esporas amigdaliformes, verrugosas de 8-11 x 4-6 um, Q = 1,65.
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Material examinado: CONC-F 0725, Chile, Regién del Biobio, Provincia de
Concepcidn, Predio La Cantera y El Guindo, LS 36°50’ 15”7, LO 73° 01 27", 159 msnm,
en bosque mixto dominado por N. obliqua y Aextoxicon punctatum, sobre suelo y
hojarasca, 16-V-2011, Leg. et det. N. Arnold.

Sin Cédigo, Chile, Region del Biobio, Provincia de Arauco, comuna de Curanilahue,
Sector Trongol Alto, LS 37° 32" 41,35”, LO 73° 11’ 32,29”, 710 msnm, en bosque
nativo dominado por N. dombeyi, sobre suelo y hojarasca, 18-VI-2022, Leg. et det. N.
Arnold.

Cortinarius aff. veronicae

Macromorfologia: Pileo convexo-aplanado a deprimido, seco, higréfano, de color
naranjo-rojizo en el centro, torndndose mas claro al margen, el borde se rompe al
madurar; laminillas adnatas, apretadas, de color naranjo-ocraceo; estipite cilindrico,
firme, seco, clavado con la base bulbosa, color blanco a castafio-anaranjado, con
restos de velo color naranjo oscuro; reaccion con KOH (10%): en todas partes
tornandose rojo a rojo-pardusco; exposicion a luz UV 366: muestra una fluorescencia
de color naranja intenso en el apice del estipite.

Micromorfologia: esporas verrugosas, elipsoides de color castafio-rojizo, de 7-10 x 4-
6 um, Q = 1,68.

Material examinado: CONC-F 2069, Chile, Region de la Araucania, Provincia de
Malleco, comuna de Angol, camino a Cafiete a Parque Nacional Nahuelbuta,
Butamalal bajo, LS 37° 49’ 05,87, LO 73° 05’ 37,5”, 979 msnm, sobre suelo y hojarasca
bajo N. dombeyi, 28-V-2022, Leg. V. Lefiqueo, det. N. Arnold.

CONC-F 2088, Chile, Region del Biobio, Provincia de Arauco, comuna de
Curanilahue, Sector Trongol Alto, LS 37° 31’ 21,5”, LO 73° 10’ 57,3, 715 msnm, en
bosque nativo dominado por N. dombeyi, sobre suelo y hojarasca, 18-VI-2022, Leg.
J. Farias, det. G. Palfner.

Dermocybe amoena M.M. Moser & E. Horak

Sinénimo: Cortinarius amoenus (M.M. Moser & E. Horak) G. Garnier
Macromorfologia: de tamafio pequefio a mediano, gregario; pileo hasta 65 mm de
didmetro, centro de color castafio, borde castafio-amarillento y estriado; laminillas
primero amarillas, tornandose ferruginosas; estipite cilindrico o levemente clavado,

hasta 120 x 15 mm, amarillo; reaccion con KOH (10%): en todas partes tornandose
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rojo a rojo-pardusco; exposicion a luz UV 366: muestra una fluorescencia de color
amarillo en toda la extension del estipite y laminillas, a veces mostrando un tono
anaranjado en el apice del estipite.

Micromorfologia: esporas elipticas hasta amigdaliformes, verrugosas, ferruginosas,
de 8-9 x 5-6 um, Q = 1,66.

Material examinado: CONC-F 2065, Chile, Region del Biobio, Provincia de Arauco,
comuna de Curanilahue, Sector Trongol Alto, LS 37° 31' 23,5", LO 73° 11' 01,8", 730
msnm, en bosque nativo dominado por N. dombeyi, sobre suelo y hojarasca, 11-VI-
2022, Leg. J. Farias, det. G. Palfner.

CONC-F 2066, Chile, Region del Biobio, Provincia de Arauco, comuna de
Curanilahue, Sector Trongol Alto, LS 37° 34’ 33,67, LO 73° 10’ 22,1”, 720 msnm, en
bosque nativo dominado por N. dombeyi, sobre suelo y hojarasca, 21-VI-2022, Leg.
J. Farias, det. G. Palfner.

CONC-F 2073, Chile, Region del Nuble, Provincia de ltata, Comuna de Quirihue,
Fundo el Guanaco, orilla de sendero, LS 36° 13’ 22,8”, LO 72° 37’ 35,5”, 380 msnm,
sobre suelo y hojarasca bajo N. glauca, 11-VI-2022, Leg. et det. G. Palfner.

Dermocybe icterina E. Horak

Sinénimo: Cortinarius icterinus (E. Horak) E. Horak

Macromorfologia: Pileo convexo, deprimido volviéndose expandido en la madurez,
amarillo-olivaceo oscuro en el centro y amarillo claro hacia el margen, finamente
estriado, margen irregular; laminillas anexas a emarginado-adnatas, ventricosas
apretadas, amarillas a ocraceo-amarillentas; estipite cilindrico, delgado, claviforme,
amarillo-oliva, fibroso, con restos de cortina de color amarillo-castafio; reaccion con
KOH (10%): en todas partes tornandose rojo brillante; exposicion a luz UV 366:
muestra una fluorescencia de color naranjo en toda la extension del estipite.
Micromorfologia: esporas elipsoides, verrugosas, ferruginosas de 7-8 x 4-6 um, Q =
1,54.

Material examinado: CONC-F 2106, Chile, Region del Biobio, Provincia de Arauco,
comuna de Curanilahue, Sector Trongol Alto, LS 37° 31’ 21,2”, LO 73° 10’ 577, 715
msnm, en bosque nativo dominado por N. dombeyi, sobre suelo y hojarasca, 18-VI-
2022, Leg. J. Farias, det. G. Palfner.

CONC-F 2089, Chile, Region del Biobio, Provincia de Arauco, comuna de
Curanilahue, Sector Trongol Alto, LS 37° 31’ 21,5”, LO 73° 10’ 57,3”, 715 msnm, en
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bosque nativo dominado por N. dombeyi, sobre suelo y hojarasca, 18-VI-2022, Leg.
J. Farias, det. G. Palfner.

Dermocybe nahuelbutensis Garrido & E. Horak

Sinénimo: Cortinarius nahuelbutensis (Garrido & E. Horak) G. Garnier
Macromorfologia: Pileo convexo aplanado, volviéndose deprimido en la madurez,
seco, olivaceo-amarillo; laminillas concoloras, adnatas, apretadas con lamélulas;
estipite cilindrico, o clavado, seco, de tono amarillo con restos de cortina de color
castafo claro; reaccién con KOH (10%): en todas partes tornandose rojo.
Micromorfologia: esporas elipticas amigdaliformes, verrugosas, ferruginosas de 8-12
X 5-6 um, Q =1,78.

Material examinado: CONC-F 2064, Chile, Region del Biobio, Provincia de
Concepcién, Comuna de Tomé, lado poniente Ruta 158 Agua Amarilla a Rafael,
Sector San Antonio, LS 36° 42’ 297, LO 72° 51’ 48,2”, 260 msnm, bosquete de N.
obliqua, sobre suelo y hojarasca, 25-V-2022, Leg. G. Palfner, det. N. Arnold.
CONC-F 2074, Chile, Region de Nuble, Provincia de Itata, comuna de Quirihue,
Fundo el Guanaco, orilla de sendero, LS 36° 13’ 23,27, LO 72° 37’ 37,2”, 390 msnm,
sobre suelo y hojarasca bajo N. glauca, 11-VI-2022, Leg. et det. G. Palfner.

CONC-F 2077, Chile, Region de Nuble, Provincia de Itata, comuna de Quirihue,
Fundo el Guanaco, orilla de sendero, LS 36° 13’ 22,7”, LO 72°37’ 34,5”, 380 msnm,
sobre suelo y hojarasca bajo N. glauca, 11-VI-2022, Leg. et det. G. Palfner.
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Figura 5.1. Especies de macrohongos registrados en orden alfabético; a: Cortinarius micaceus; b:
Cortinarius teresae; c: Cortinarius viscovenetus; d: Cortinarius xanthopus; e: Cortinarius
austroarmillatus nom. prov.; barra en todas fotografias corresponde a 2 cm.
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Figura 5.2. Especies de macrohongos registrados en orden alfabético; f: Cortinarius steglichii nom.
prov.; g: Cortinarius aff. veronicae; h: Dermocybe amoena; i; Dermocybe icterina; j: Dermocybe
nahuelbutensis; barra en todas fotografias corresponde a 1 cm.

Figura 6. Especies del subgrupo Dermocybe bajo luz UV 366 nm. a) Cortinarius aff. veronicae; b)
Dermocybe amoena; b.2) D. amoena con florescencia naranja; c) D. icterina.

29



3. CROMATOGRAFIA

Se observaron patrones distintivos para cada especie (Fig. 7), con excepcion de las
especies pertenecientes al subgrupo Cortinarius que no extrajeron ningln pigmento.
En el primer patron con luz blanca (Fig. 7a), las muestras de C. teresae compartieron
tres bandas de color morado rojizo [1, 2, 3] a Rf = 0,64, 0,48 y 0,38. El patron general
de pigmentos fue idéntico para las cuatro colecciones.

Para la especie D. amoena, al menos dos de las cuatro colecciones mostraron una
banda de color verde olivaceo débil de rapida migracién [4] en Rf = 0,82, que
colindaba con una banda de color amarillo [5] en Rf = 0,77, seguido por una banda
naranja fuerte [6] en Rf = 0,69. Solo una de las colecciones CONC-F 2066 mostré una
banda naranja débil [7] en Rf = 0,64. Una banda verde olivacea [8] en Rf = 0,54 es
fuerte en CONC-F 2066 pero débil en las otras colecciones de la especie. Debajo,
una banda olivaceo débil [9] en Rf = 0,41.

Los perfiles de D. icterina compartieron dos bandas amarillas débiles [10, 11] en Rf =
0,59y 0,69, que pudiesen ser las mismas bandas que compartieron las colecciones
de D. amoena y D. nahuelbutensis en las posiciones [6, 8] respectivamente, que se
corrieron por accion del ascenso del solvente al final de la placa, ya que presentan
pequefas diferencias de color y posicion.

La coleccion CONC-F 2106 comparti6 una banda amarilla débil [12] con las
colecciones de D. nahuelbutensis en Rf = 0,59.

La especie D. nahuelbutensis en el segundo patrén (Fig 7b), mostré varios puntos de
similitud con otras colecciones. Una banda olivacea débil [4] se registré para dos de
las colecciones de D. amoena (CONC-F 2065 y CONC-F 2073), D. nahuelbutensis y
D. pseudosplendida nom. prov., en Rf = 0,82. Una banda amarilla [5] fue compartida
para dos de las colecciones de D. amoena (CONC-F 2065 y CONC-F 2073), D.
nahuelbutensis, D. pseudosplendida nom. prov. y C. aff. veronicae en Rf =0,77. Una
banda olivacea débil fue Unica para las colecciones de D. nahuelbutensis [13] en Rf
=0,48.

El perfil de la especie D. pseudosplendida nom. prov., a pesar de compartir bandas
con D. amoena y D. nahuelbutensis y C. aff. veronicae, la banda rojiza fuerte y ancha

[14] con Rf = 0,48 solo fue registrada para su perfil pigmentario.
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Los perfiles de las colecciones de D. austroarmillatus nom. prov., compartieron una
banda rojiza [15] a Rf = 0,57.

Para la especie C. aff. veronicae, se registro una banda amarilla [6] a Rf = 0,67 en
todas las colecciones, banda compartida por las colecciones de D. amoena y D.
icterina, seguida por una banda de menor migracion de color rojiza intensa [16] a Rf
= 0,50. Esta banda indicaria ser similar a la banda rojiza en la posicion [14] vista en
D. pseudosplendida nom. prov..

4 —>
5 —»
A 10. —p
5] = 7.—»
: 1. —p
8. —»
2 —»
. —»
3. —>

4.
=2
6. —»
12.—p 15—
13._p 14 _y 16. —p
dic dna dna dna dps aus aus cig cig cve cve cxa

Figura 7. Recopilacién de los perfiles pigmentarios mediante cromatografia en capa fina (TLC) con luz
blanca. A) cmi: Cortinarius micaeus; dte: Cortinarius teresae; cvi: Cortinarius viscovenetus; cxa:
Cortinarius xanthopus; dam: Dermocybe amoena; dic: Dermocybe icterina. B) dic: Dermocybe icterina;
dna: Dermocybe nahuelbutensis; dps: Dermocybe pseudosplendida nom. prov.; aus: Dermocybe

austroarmillatus nom. prov.; cig: Cortinarius steglichii nom. prov.; cve: Dermocybe aff. veronicae. La
linea azul indica el frente del solvente de 5 cm

En la recopilacion de los perfiles pigmentarios expuestos a vapor de amonio (NH3)
(Fig. 8), se observaron cambios batocrémicos de coloracion de algunas bandas.

Para el caso de las colecciones en el segundo patron (Fig. 8b) de la especie D.
pseudosplendida nom. prov., para la banda rojiza [14], esta se volvio morado/lila

intenso en respuesta a la reaccion con vapor de amonio. En las colecciones de D.
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austroarmillatus nom. prov., la banda rojiza [15], tuvo un cambio de coloracion, y se
volvié de color anaranjado luego de la reaccion con amonio [17]. Y en el caso de D.
aff. veronicae, la banda anteriormente rojiza [16] con un Rf de 0,48 se vuelve de color
morado/lila intenso [19].

En el caso de otras especies, no hubo un cambio batocromico de las bandas, sino
gue aparecieron otras, como en el caso de D. amoena en el primer patron (Fig. 8a),
gue aparecieron dos bandas de menor migracion de color oliva [a, b], de Rf = 0,4y
0,22.

a —9p
b. —p
cmi cmi dte dte dte dte cvi cvi cxa dam dam dam dic
= 17.—p
e 19.—p —

Figura 8. Recopilacion de los perfiles pigmentarios en cromatografia en capa fina (TLC) con tratamiento
de vapor de amonio (NH3). La linea azul indica el frente del solvente

Los perfiles pigmentarios expuestos bajo luz UV 366 nm (Fig. 9) mostraron
fluorescencia visible. Todos los perfiles contuvieron una banda celeste brillante
intensa con una migracion rapida [1] a Rf = 0,73. Esta banda corresponde a
Ergosterol, el principal esterol componente de las membranas celulares de los
hongos. Las bandas del mismo tono, pero mas débil [2, 3, 4] corresponden a

derivados del ergosterol.
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Las colecciones de D. teresae en el primer patron de bandas (Fig. 9a) compartieron
una banda morada oscura [5] a Rf = 0,4, que colind6 con una banda negra [6] a Rf =
0,38.

Una banda celeste intensa [8] de Rf = 0,27 se encontroé en las colecciones de C.
viscovenetus y D. amoena, y de D. austroarmillatus nom. prov..

Todas las colecciones de D. amoena, y una de las colecciones de D. aff. veronicae
CONC-F 2088 compartieron una banda amarilla débil de migracién rapida [9], con Rf
=0,92.

Una banda amarilla [10] a Rf = 0,8 es débil en las colecciones de D. nahuelbutensis,
pero mas intensa en las muestras de D. amoena y D. aff. veronicae. Debajo, una
banda amarilla débil [11] a Rf = 0,65 en las colecciones de D. amoena, pero distinta
[17] en el perfil de una de las colecciones CONC-F 2066 siendo de color anaranjado
intenso.

Una banda de color negro [12] a Rf = 0,53 en las colecciones de D. amoena y D.
nahuelbutensis, pero distinta en D. icterina [18], que presenta la banda de color
amarillo débil.

Una banda celeste débil en D. amoena [13] pero de gran intensidad en D.
nahuelbutensis, D. pseudosplendida nom. prov. y en una de las colecciones de C. aff.
veronicae CONC-F 2069 de Rf = 0,4. Debajo de este, una banda rojiza de baja
intensidad [14] de Rf = 0,44 se encontré en las colecciones de D. amoena, D. icterina
y D. nahuelbutensis. Ademas, los perfiles de D. amoena comparten dos bandas
amarillas débiles [15, 16] de menor migracion a Rf = 0,38 y 0,21 respectivamente
estando también presente una de estas [16] en las colecciones de D. icterina.

En la segunda placa de patrones cromatograficos (Fig. 9b), la coleccion de D. icterina
CONC-F 2106 presento una banda celeste deébil [19] a Rf =0,48.

En dos de las colecciones de D. nahuelbutensis CONC-F 2074 y CONC-F 2077,y en
las colecciones de D. pseudosplendida nom. prov. y D. aff. veronicae una banda negra
[20] de Rf = 0,44, de baja intensidad en D. nahuelbutensis, pero intensa en las otras
muestras.

El perfil pigmentario de la especie nom. prov. D. austroarmillatus nom. prov., mostro
una banda especifica de color rojizo intenso [21] a Rf = 0,55 que la diferencié de las
demas colecciones. Ademas, una coleccion CONC-F 0725 presento una banda de

menor migracion de color celeste intenso [22] a Rf = 0,42.
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Las colecciones de D. aff. veronicae a pesar de mostrar varios puntos de similitud con
las colecciones de D. amoena, D. nahuelbutensis y D. pseudosplendida nom. prov.,
presento unas bandas tenues de color rojizo [23] a Rf = 0,65 que las diferencio de los

otros perfiles.

dte dte dte cvi cvi cxa dam dam dam

Figura 9. Recopilacion de los perfiles pigmentarios mediante cromatografia en capa fina (TLC) con
UV 366 nm. La linea azul indica el frente del solvente de 5 cm.

Las placas bajo luz UV a 254 nm (Fig. 10) fueron procesadas por el software ImageJ,
donde la imagen fue convertida a 8 bit, para hacer mayor contraste de las luces y
sombras de las bandas. Las bandas en este caso se visualizaron como manchas de
color negro.

En el caso del primer patron de bandas pigmentarias (Fig. 10a), todas las colecciones
comparten una banda de gran intensidad en la posicién [2], a un Rf = 0,36.

Solo una de las colecciones de C. micaceus CONC-F 2062 presentd una banda en la
posicion [1] con un valor de Rf = 0,51.
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Una banda en la posicion [3] con una alta migracion de Rf = 0,68, fue compartida por
las colecciones de C. viscovenetus, D amoena, D. icterina, y una de las colecciones
de C. micaceus CONC-F 2070.

Para las colecciones de D. teresae, compartieron tres bandas Unicas en la posicion
[4] de Rf = 0,66, una banda [5] a Rf = 0,48 de gran intensidad y una ultima de menor
migracion en la posicion [6], con un Rf = 0,24.

La banda de posicion [7] fue compartida por todas las colecciones, de migracion
rapida tenue, pero intensa en C. viscovenetus a Rf = 0,94.

Las colecciones de D amoena, D. icterina, D. nahuelbutensis, D. pseudosplendida
nom. prov., D. austroarmillatus nom. prov., y C. aff. veronicae compartieron una banda
en la ubicacion [8] a Rf = 0,56.

Dos bandas continuas [9, 10] se presenciaron en las especies D. amoena, D.
nahuelbutensis, D. pseudosplendida nom. prov. y D. aff. veronicae con Rf = 0,82 y
0,78 respectivamente.

Los perfiles de D. amoena CONC-F 2066 y D. icterina compartieron una banda de
menor migracion [11] a Rf = 0,45 y una banda de mayor migracion [12] a Rf = 0,62
solo fue registrada para las colecciones de D. amoena CONC-F 2066, CONC-F 2973
y para la coleccion D. icterina CONC-F 2106.

Una banda débil de baja migracion en el sitio [13] a Rf = 0,38 fue determinada en la
coleccién D. nahuelbutensis CONC-F 2077, y en la especie C. aff. veronicae.

Dos bandas continuas de misma intensidad [14, 15] se encontraron en las colecciones
de D. pseudosplendida nom. prov. y en D. aff. veronicae a Rf = 0,76 y 0,71
respectivamente.

Una banda de gran intensidad [17] y una banda débil de menor migracién [16] fueron
solo compartidas entre las colecciones de D. pseudosplendida nom. prov. y D. aff.
veronicae a Rf =0,23y 0,13.

Se registré una banda Unica de rapida migracion para C. steglichii en la ubicacién [18]
aRf=0,8.
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cxa dam dam dam

Figura 10. Recopilacion de los perfiles pigmentarios mediante cromatografia en capa fina (TLC) con
UV 254 nm. La linea azul indica el frente del solvente de 5 cm.

4. ANALISIS DE DATOS

El andlisis de clustering fue realizado sobre las variables de pigmentacion y de color
de las 27 colecciones (Tabla 1) se realiz6 para todas las variables, con un andlisis de
Bootstrap de 1000 réplicas (Fig. 11) a través del método UPGMA.

Para el caso de la luz blanca (Fig. 11a), el analisis se hizo a través de un analisis de
similitud de Gower (Sgrensen), con un coeficiente de correlacion de 0.9043. En
general todas las colecciones que conforman el subgrupo Dermocybe formaron
grupos cohesivos que se ajustaban a las 4 especies existentes: C. teresae, D. icterina,
D. amoenay D. nahuelbutensis, y a 3 nuevas especies denominadas provisoriamente
como C. aff. veronicae, D. pseudosplendida nom. prov., y C. austroarmillatus nom.
prov..

Las especies que no forman parte del subgrupo Dermocybe, no mostraron un patréon
pigmentario distintivo, por lo tanto, el andlisis de agrupacion las muestra como
idénticas, con un alto valor de similitud del 99% para las especies C. micaceus y C.
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viscovenetus y un 94% de similitud para las especies C. xanthopus y Cortinarius
steglichii nom. prov (anteriormente nombrada “ignotus”).

Las colecciones de D. teresae se agruparon formando un solo cluster, mostrando un
99% de similitud, mostrandose similares a la coleccion de D. austroarmillatus nom.
prov. quien, a pesar de no formar un conglomerado en comun, sale de las especies
pertenecientes a Cortinarius s. str.

Para las especies D. nahuelbutensis, D. pseudosplendida nom. prov. y D. aff.
veronicae muestran un alto nivel de similitud, pero las colecciones que conforman las
especies D. nahuelbutensis y D. aff. veronicae forman grupos distintivos, con un 100%
de similitud.

Los patrones al reaccionar con vapor de amonio (NH3), sufrieron cambios
batocrémicos (Fig. 11b). Segun los analisis de similitud, se obtuvo un coeficiente de
correlacién de 0,9177. En general, los conglomerados se mantienen al compararlos
con la luz blanca (Fig. 11a), pero vemos algunos cambios. Las colecciones de D.
amoena se muestran fuera del grupo, y D. pseudosplendida nom. prov. se muestra

similar a D. aff. veronicae.
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Figura 11. Analisis de cluster (UPGMA) a través del coeficiente de similitud de Gower basado en los
datos de pigmentos registrados en 27 colecciones. A) Luz blanca, B) Adicion con amonio (NH3). Los
nameros bajo los nodos indican el valor de Bootstrap de 1000 réplicas.

En el caso de los patrones de las bandas bajo luz UV a 366 nm (Fig. 11c) se obtuvo
un valor de correlacion del 0,8763. Se muestra una clara diferenciacion entre las
especies con un alto valor de soporte de BS. Todas las colecciones formaron
conglomerados cohesivos conformes a las 7 especies existentes C. micaceus, C.
xanthopus, C. viscovenetus, D. teresae, D. amoena, D. nahuelbutensis, y a las 3
nuevas especies D. aff. veronicae, Cortinarius steglichii y D. austroarmillatus nom.
prov. (todas tratadas bajo el subgrupo Dermocybe).

Las colecciones de D. amoena se muestra separada de las otras colecciones,
exhibiendo un alto valor de soporte, con un 99% de similitud, con excepcion de la
colecciéon CONC-F 2066 que obtuvo un 97% de similitud con las otras colecciones.
La especie D. nahuelbutensis se muestra similar a las especies D. pseudosplendida
nom. prov. y a D. aff. veronicae formando un conglomerado con las ultimas dos, donde
D. pseudosplendida nom. prov. muestra algunas diferencias que las separan de D.
aff. veronicae. Pero cada especie obtuvo un patron distintivo.

C. xanthopus, D. icterinus y D. steglichii (“ignotus”) forman otro conglomerado, donde
D. icterina y D. steglichii tuvieron su patrén distintivo con un alto valor de BS con un
100% de similitud, con excepcién de C. xanthopus, quien tuvo bajo valor de BS con

un valor 59%.
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D. teresae y D. austroarmillatus nom. prov. forman otro conglomerado, donde D.
teresae se diferencia de D. austroarmillatus nom. prov..

Los patrones de los pigmentos bajo luz UV a 254 nm (Fig. 11d), se analizaron bajo el
analisis de similitud de Dice, con un coeficiente de correlacion de 0,8914. Las bandas
muestran en general, patrones distintivos para cada especie con altos valores de
soporte de BS, con excepcion de las colecciones pertenecientes a la especie C.
xanthopus, que no mostré una similitud entre sus bandas.

Las colecciones pertenecientes al subgrupo Dermocybe obtuvieron patrones que las
diferencian entre si, con altos valores de soporte de BS. Las colecciones de D.
austroarmillatus nom. prov. y D. teresae muestran un grupo con un alto valor de
similitud del 88%. Ambas especies con patrones distintivos: D. teresae con el 100%
de similitud de sus bandas, y D. austroarmillatus nom. prov. con el 99%.

Las colecciones de C. viscovenetus, D. amoenus, C. xanthopus CONC-F 2085 y C.
micaceus forman otro conglomerado, donde las especies C. viscovenetus, C.
micaceus y D. amoena exhiben patrones que las distinguen.

Las especies D. icterina y D. nahuelbutensis componen otro grupo, donde cada una
presenta un patron distintivo, con altos valores de BS.

D. pseudosplendida nom. prov. y D. aff. veronicae se agrupan, donde esta Ultima
muestra el 100% de similitud de sus bandas.

Las colecciones de D. steglichii y C. xanthopus CONC-F 2086 se muestran

agrupados, pero no mostraron patrones distintivos.
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DISCUSION

La diversidad relativamente alta de taxones de Cortinarius y especificamente de
Dermocybe en la cordillera de Nahuelbuta coincide con estudios anteriores de
Valenzuela et al. (1998), en un estudio realizado en la Cordillera Pelada de la X
Regién de Chile, donde las especies de Cortinarius presentaron un mayor numero de
especies asociadas a N. dombeyi y N. obliqua.

Numerosos estudios han demostrado evidencia quimiotaxondmica para los hongos
de género Cortinarius y en especifico del subgrupo Dermocybe, premisa que se
cumplié en nuestro estudio, donde los taxones de Dermocybe se distinguieron
claramente de las especies de Cortinarius examinados por presentar una gama
diversa de derivados de antraquinonas visibles en los ensayos de TLC.

Estudios anteriores han encontrado pruebas quimiotaxonémicas entre especies del
subgrupo Dermocybe. Por ejemplo, Moser & Keller (1988), demostraron que especies
gue contenian el mismo pigmento, indican una afinidad que coincide con la evidencia
morfoldgica. Caracteres similares en el color y la forma del cuerpo del basidioma y en
la forma y ornamentacion de las esporas confirman una estrecha relacion. Ademas,
afirmaron el uso de los pigmentos del tipo antraquinona como un criterio
guimiotaxondmico util para la identificacion y separacion de los taxones de grupos
afines. Asi es como especies pueden considerarse cercanas basandose solamente
en la morfologia y el perfil pigmentario.

Segun estudios hechos por Jones R. H & Tom W. May (2008) en Australia,
confirmaron el uso de la cromatografia en capa fina (TLC) para diferenciar segun sus
patrones de pigmentos a los cuerpos fructiferos de Cortinarius austrocinnabarinus
R.H. Jones & T.W. May, de C. cinnabarinus Fr. y C. cramesinus (E. Horak) G. Garnier.
En este estudio, los resultados de la TLC se correlacionaron con las diferencias en
los caracteres macro y micromorfolégicos.

Los analisis morfolégicos y fenotipicos sobre 17 especies de Cortinarius de Australia,
a traves de los pigmentos en TLC hechos por los autores Stefani et al. (2014) a travées
de un analisis de cluster, demostro que todas las especies estudiadas, con excepcion
una coleccién (df096) de la especie C. basirubescens Cleland & J.R. Harris formaron
grupos coherentes. Pero, estudios filogenéticos moleculares rescataron 35 especies,
demostrando ser una herramienta taxonémica mas rigurosa, ya que los estudios

fenotipicos subestimaron la riqueza de especies a la mitad.
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Con respecto a estudios hechos en especies de Chile y Argentina, analisis quimicos
reportados por Gruber (1975) y Keller et al. (1988) revelaron que la endocrocina y
dermoluteina son los principales pigmentos del tipo antraquinona en D. amoena y D.
icterina. Luego, estudios realizados por Laub et al. (2020), para D. icterina,
determinaron que la emodina, physcion, endocrocina y dermoluteina estaban
presentes en la especie a través de la cromatografia en capa fina de alto rendimiento
(HPTLC).

Estudios posteriores hechos por Greff et al. (2017) sobre D. nahuelbutensis, aportaron
gue, ademas de otros compuestos nuevos como 7,7'-emodinphyscion, esta especie
nativa contenian los mismos pigmentos vistos en D. amoena y D. icterina, lo que
explicaria la similitud morfolégica y quimica que obtuvieron estas tres especies. Esto
coincide con la premisa de que los colores similares de los pigmentos pueden deberse
a la presencia del mismo metabolito o de metabolitos similares en grupos de especies
emparentadas.

Por otro lado, las especies pertenecientes a Cortinarius s. str., al no poseer pigmentos
del tipo antraquinona, el protocolo TLC y posteriormente el analisis de similitud, no
permitié caracterizar y diferenciarlas quimiotaxonémicamente en su totalidad.

El uso de la TLC permite también, visualizar de forma clara nuevos pigmentos
previamente no descritos, e identificar compuestos basandonos en las reacciones de
las bandas ante la luz y al amonio (NH4).

Estudios preliminares realizados en el Departamento de Quimica Bioorganica en el
Instituto de Leibniz (datos sin publicar), muestran que la banda compartida por las
colecciones de D. pseudosplendida nom. prov. y D. aff. veronicae en las posiciones
[14-16] de color rojizo en luz blanca, tornandose violeta en reaccion con NH4, y no
mostrando fluorescencia en UV 366 nm, marcaria una nueva antraquinona dimérica,
cuya estructura precisa se esta estudiando actualmente.

Los resultados de los analisis de similitud a través del método de clustering UPGMA
demostraron que, tal como habiamos propuesto para las especies nativas de
Dermocybe, cada especie tuvo una combinacion unica de posicion de las bandas,
color e intensidad del color de las bandas, donde cada coleccion se agrupo en un
mismo “cluster”, diferenciando a las especies entre si y nos permitio esclarecer
relaciones entre especies antes no resueltas. Este método de agrupamiento nos
posibilité estandarizar los resultados de las bandas producidas por la TLC, dandonos

datos mas certeros y objetivos.
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En el caso de la coleccion nombrada provisoriamente D. pseudosplendida nom. prov.,
se mostré una alta similaridad en su patron de pigmentos con la especie D. aff.
veronicae, a pesar de que, en el caso de la luz blanca, esta relacion no quedaba tan
clara al tener bajos valores de soporte de BS y fue necesario corroborar con la
reaccion con NH4 y a luz UV. Los analisis morfotaxondmicos y filogenéticos
posteriores (datos sin publicar) corroboraron que corresponden a la misma especie.
Por otro lado, en el caso de la especie D. amoena, nuestros resultados apuntan a la
posibilidad de la existencia de subtipos dentro de la especie, al presentar dos patrones
diferentes en la TLC, donde las colecciones CONC-F 2065 y CONC-F 2073
compartirian un patron distinto de la coleccion CONC-F 2066.

Un caso interesante se dio con las especies D. austroarmillatus nom. prov. y D.
teresae, en donde estudios filogenéticos preliminares realizados en la Universidad de
Innsbruck, Austria a través del proyecto POSADEC (datos no publicados), indicarian
gue ambos taxones serian conespecificos. Sin embargo, nuestros estudios en TLC
muestran claramente una diferencia entre ambas, lo cual también fue dilucidado en
los analisis de similitud, aparte de grandes diferencias en su fenotipo.

Esto demuestra como los métodos quimiotaxondmicos nos podrian indicar relaciones

entre especies que se escapan de los métodos filogenéticos y viceversa.

CONCLUSION

Hasta la fecha, todos los estudios relacionados a la quimiotaxonomia de Cortinarius
y en especifico de Dermocybe basados en el método TLC, han demostrado su gran
potencial como herramienta taxondmica, siendo de gran ayuda para delimitar taxones
en este género altamente diverso. El presente trabajo enriquece la informacion que
entregan los cromatogramas en TLC para especies nativas de Chile y Argentina,
varias de ellas escasamente conocidas hasta la fecha.

Los analisis demuestran claramente que para las especies existe un patrén distintivo
de pigmentos derivados de antraquinonas que permite separarlas con este método
relativamente simple y rapido y de esta manera aportar al diagnostico taxonémico-
sisteméatico de cada taxon. El hecho que los perfiles quimiotaxonémicos obtenidos
para las especies examinadas confirman el diagndstico morfolégico o molecular en
algunos casos, pero contradiciéndolo en otros, demuestra la importancia de una

taxonomia inclusiva y de la ponderacion cuidadosa de cada atributo.
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