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1.1. LOS ASCOMICETOS

1.1.1. Los hongos como organismos eucariotas

Los hongos han sido tradicionalmente definidos como organismos eucariéticos que
presentan pared celular y carecen de clorofila (Jahn, 1949; Whittaker, 1969). Estos organismos
pueden ser unicelulares (talo levaduriforme) o pluricelulares y filamentosos (talo miceliar). Los
filamentos o hifas constituyen la parte somatica de los hongos que se desarrolla a través del
crecimiento apical. Los hongos son organismos heter6trofos que se nutren por absorcion,
utilizando compuestos organicos como fuente primaria de energia, los que deben atravesar la
pared celular y la membrana plasmatica. Los hongos producen enzimas capaces de degradar
moléculas grandes y poco solubles en agua (carbohidratos, proteinas o lipidos) en moléculas
mas pequefas y mas solubles. Muchos hongos son saprofitos pudiendo utilizar una gran
variedad de sustratos como fuente de carbono, aunque un considerable nimero de especies
son parasitos de plantas, animales o de otros hongos (Tehler, 1988; Alexopoulos y col., 1996;
Carlile y col., 2001). Los hongos se reproducen por esporas, de origen asexual o sexual. En
algunos grupos las esporas se forman sobre estructuras bien diferenciadas de las partes
somaticas exhibiendo una gran variedad de formas y de mecanismos de ontogenia. La
clasificacion de los hongos se basa en los caracteres derivados de las estructuras
reproductivas (Alexopoulos y col., 1996).

En la reproduccion asexual las esporas se originan a través de la mitosis (mitosporas =
conidios), diferenciandose por su ontogenia y su morfologia. A los estados asexuales se les
conoce como anamorfos, y a los estados sexuales se les denomina teleomorfos. Algunos
teleomorfos pueden desarrollar dos 0 mas anamorfos, los que son llamados sinanamorfos. El
término holomorfo se emplea para denotar a todas las manifestaciones de un mismo genotipo,
0 sea, para designar al organismo como un todo, incluyendo todas sus morfologias y fases

(anamorfo o sinanamorfos y teleomorfo) (Kendrick, 1992; Kirk y col., 2001). El teleomorfo y sus
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anamorfos pueden o no coincidir en el tiempo, o pueden desarrollarse sobre sustratos
diferentes. Por estas razones son generalmente recolectados por separado, y en algunos
casos han sido tratados como organismos diferentes.

Un complejo sistema de genes controla el desarrollo sexual de los hongos. En los
ascomicetos y en algunos basidiomicetos interviene un Unico locus denominado mat el cual
presenta dos alternativas o “idiomorfos”. Por ejemplo, en los pirenomicetos estos idiomorfos
han sido designados como mat Ay mat a. Los hongos en su fase sexual pueden seguir tres
estrategias reproductoras diferentes: heterotalismo, homotalismo o pseudohomotalismo. Los
individuos de las especies heterotalicas (Ej. Cochliobolus heterostrophus (Drechsler) Drechsler,
Neurospora crassa Shear & B. O. Dodge, Gibberella fujikuroi (Sawada) Wollenw.) poseen
Unicamente uno de estos idiomorfos (mat-A 6 mat-a) y solo la interaccién con un individuo de
talo opuesto hace posible la conjugacion y la formacion de esporas sexuales. Las especies
homotalicas poseen ambos idiomorfos en un mismo individuo, o esta diferenciaciéon no existe.
En estos organismos la reproduccién sexual no requiere la interaccién de dos individuos. Las
especies pseudohomotélicas (Ej. Neurospora tetrasperma Shear & B. O. Dodge, Podospora
anserina (Rabenh.) Niessl) desarrollan algunas esporas con dos nucleos, uno con cada
idiomorfo, y por tanto estas son capaces de completar el ciclo sexual por si mismas. Sin
embargo, otras esporas solo contienen un nucleo (mat-A é6 mat-a) necesitando de un individuo
de talo complementario para poder completar el ciclo sexual (Alexopoulos y col., 1996;
Péggeler, 1999).

Los hongos fueron considerados como un reino independiente en base al estudio de las
secuencias del gen 18S del ARN ribosémico (Bruns y col., 1991; Tehler y col., 2000; Berbee y
Taylor, 2001; Tehler y col., 2003). Recientemente el quinto reino ha sido confirmado a través de
analisis multigénicos (Lutzoni y col., 2004) y retine a un grupo monofilético de organismos mas
relacionado con el reino Animalia que con el reino Plantae. Por otra parte, estos estudios han
demostrado que algunos organismos tradicionalmente considerados especies fungicas, como

los Myxomycetes y los Oomycetes, estan circunscritos al reino Protista. Los hongos verdaderos
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— Eumycota — se ubican en cuatro Phyla (divisiones): Ascomycota, Basidiomycota,

Chytridiomycota y Zygomycota.

1.1.2. Morfologia de los ascomicetos

Los miembros del Phylum Ascomycota (ascomicetos o ascomicetes) se distinguen del resto
de los hongos por la formacion de esporas enddgenas (ascosporas), las cuales se desarrollan
en el interior de estructuras en forma de saco denominadas ascos (Gr. askos = saco). Los
ascos pueden contener una o varias ascosporas, las cuales son el resultado de la cariogamia y
la meiosis de un nucleo diploide (Tsuneda, 1983; Ingold y Hudson, 1993; Carlile y col., 2001).

Los ascos se desarrollan en “cuerpos fructiferos” denominados ascocarpos o ascomas (Gr.
askos + karpos= fruto). Los ascomas pueden ser globosos y completamente cerrados
(cleistotecios); o piriformes y provistos de una apertura apical, el ostiolo (peritecios). Pueden
ser abiertos con formas de discos o copas donde los ascos se encuentran expuestos
(apotecios), o los ascos se pueden desarrollar directamente en la cavidad de un estroma,
formado por el agrupamiento de hifas somaticas (ascostromas o pseudotecios) (Fig. 1). Existen
ademas varias modificaciones estructurales que determinan numerosas formas intermedias
caracteristicas de ciertos grupos.

Asociados con los ascos, en la cavidad del ascoma (centrum) se pueden desarrollar
diferentes tejidos interascales o células estériles e hifas (hamatecium, Gr. hama= junto +
theke= caja, lugar en el que se guarda algo) (Kirk y col., 2001). Los tipos de tejidos interascales
mas frecuentes en los grupos estudiados son las paréfisis (hifas que se desarrollan desde la
base de la cavidad) y las perifisis (hifas que se desarrollan en el canal ostiolar) (Fig. 2).

Los ascos pueden ser esféricos, cilindricos, ovoides, etc. Pueden ser sésiles o estipitados.
Pueden formarse en varios niveles en el interior del ascocarpo u originarse en un Unico nivel en
la base del ascoma. Se diferencian tres tipos basicos: prototunicados, unitunicados vy

bitunicados. Los ascos prototunicados presentan una pared fina y delicada, produciéndose la
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liberacion de las ascosporas por la lisis de la misma. Los ascos unitunicados y los bitunicados
presentan dos paredes o capas, la externa o exotunica y la interna o endotunica. En los ascos
unitunicados estas paredes estan adheridas y son inseparables, y pueden ser evanescentes o
persistentes. Los ascos unitunicados pueden presentar opérculos o poros apicales, a través de
los cuales son liberadas las ascosporas. En algunos grupos, el poro puede estar rodeado por
un anillo apical. Los anillos apicales pueden ser amiloides y tefirse de azul en presencia de
colorantes yodados (I+) o no colorearse en presencia del yodo (I-), no amiloides. En los ascos
bitunicados las capas de la pared son perfectamente distinguibles. La exotlnica es fina y rigida,
y la endotunica gruesa y elastica. En este tipo de ascos la endotunia se expande y rompe la
exotunica, las esporas son liberadas a través de un poro en el extremo de la endotunica

(Alexopoulos y col., 1996) (Fig. 3).




UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI
TAXONOMIA DE LOS HONGOS ASCOMICETOS DEL SUELO

Dania Garcia Sanchez A
DL: T-322-2010 / ISBN: 978-84-693-0724-3 INTRODUCCION

Fig. 1. Tipos de ascomas. A y B cleistotecios. A, Monascus purpureus. B, cleistotecio ornamentado
(Medusosphaera sp.). C y D peritecios. C, Arxiomyces sp. D, peritecio ornamentado (Ascotricha
hispanica). D, apotecio (Ascodesmis sphaerospora).
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Fig. 2. Tipos de hamatecia mas frecuentes en los ascomicetes estudiados en la presente tesis. A,
hamatecium con perifisis (Petriella guttulata). B, hamatecium con parafisis y perifisis (Apiosordaria
backusii). C, hamatecium sin tejidos interascales (Chaetomidium heterotrichum). D, Hamatecium con

paréfisis (Poroconiochaeta discoidea).




UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI

TAXONOMIA DE LOS HONGOS ASCOMICETOS DEL SUELO
Dania Garcia Sanchez

DL: T-322-2010 / ISBN: 978-84-693-0724-3 INTRODUCCION

LT

A

:

CLLTT e
* ]

[TTILE
T

4B

TLLETT

Fig. 3. Ascos. A y B, ascos protunicados esféricos (Testudomyces verrucosus y Talaromyces flavus). C-
M, ascos unitunicados. C, asco operculado (Ascodesmis sphaerospora). D-G, ascos cilindricos. D, asco
con anillo apical no amiloide (Bombardia bombarda). E, asco sin estructura apical (Ascotricha xylina). F,
asco con anillo apical amiloide (Podosordaria leporina). G, asco estipitado (Cryptadelphia polyseptata).
H-K, ascos claviformes. H e |, ascos evanescentes (Lophotrichum ampullus'y Thielavia terricola). J, asco
con anillo apical amiloide (Apiosphaeria guaranitica). K, asco estipitado ( Tripospora tripos). L, asco con 4

ascosporas (Apiosordaria effusa). M, asco multiesporado (Coniochaeta polysperma). N, asco bitunicado
(Leptosphaeria acuta).
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Las ascosporas presentan una gran diversidad de formas, pueden ser unicelulares o
pluricelulares, pigmentadas o hialinas. Las ascosporas pueden presentar capas o apéndices

mucilaginosos, pueden tener poros germinativos o lineas germinativas o carecer de ambos

(Fig. 4).

Fig. 4. Ascosporas. A, Sordaria fimicola. B, Rosellinia necatrix. C, Halosphaeria appendiculata. D,
Podospora anserina. E, Fimetariella macromisela. F, Pleospora herbarum. G, Sporomiella minima. H,
Sphaerodes retispora var. inferior. |, Cochliobolus carbonum. J, Zygopleurage zygospora. K, Apiosordaria

vermicularis. L, Testudomyces verrucosus. M, Pteridosperma lenticularis.
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Estudios ultraestructurales han demostrado que las ascosporas poseen una pared formada
por varias capas. Sin embargo, la terminologia utilizada por diferentes autores para designarlas
es confusa (Kirk y col., 2001). En nuestro trabajo seguiremos la nomenclatura propuesta por
Cailleux (1971) y los resultados obtenidos por Hackett y Chen (1976) en su estudio sobre la
ontogenia de Sordaria brevicollis Olive & Fantini. Estos autores reconocen 4 capas bien
definidas (Fig. 5):

endosporio: es la capa mas interna que recubre el citoplasma celular, es fina, electro-
traslicida, y la ultima en formarse (Figs 5 Ay 5 B)

episporio: es una capa de elevada electro-densidad, determina la forma de la ascospora, la
pigmentacion y puede estar ornamentada.

perisporio: rodea al episporio, puede ser pigmentada o hialina y ornamentada o lisa.
exosporio: es la capa mas externa y la menos densa, aparentemente deriva de la membrana
y otros componentes del citoplasma del asco. Aparece en los primeros estadios de

delimitacién de las acosporas conjuntamente con el episporio.

Las variaciones en el grosor, la pigmentacion y la ornamentacién de las capas intermedias
(episporio y perisporio) dan lugar a considerables diferencias morfolégicas en las ascosporas
de algunos géneros dentro de una misma familia (Ej. Lasiosphaeriaceae y Sordariaceae).

Las ascosporas, una vez liberadas, pueden ser dispersadas por las corrientes de aire, el
agua, los insectos o por los herbivoros. Existen varios factores que influyen en la germinacién
de las ascosporas: la humedad, la presencia de oxigeno y la temperatura, entre otros. Sin
embargo, ciertas especies necesitan estimulos fisicos o quimicos mas especificos. Por
ejemplo, los compuestos furfurales liberados durante la combustion parcial de la hemicelulosa
son capaces de activar la germinacion de las ascosporas en Neurospora (Carlile y col., 2001).
Si las condiciones son éptimas, las ascosporas germinan dando lugar al tubo germinativo, el

cual ira alargandose y ramificandose para formar el micelio.
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Fig. 5. Capas de la pared de las ascosporas. A y B, Sordaria brevicollis (Hackett y Chen, 1976). A,
Detalles de la formacién de las capas de la pared. A1, se obseva que el episporio comienza a separarse
del citoplasma, pero el endosporio ain no se ha formado. En este estadio el perisporio esta definido pero
poco pigmentado. A2, ascospora madura. Noétese que se ha formado el endosporio y que la
electrodensidad del episporio ha aumentado, asi como la definiciéon y la pigmentacion del perisporio. B,
Ascospora madura. C, Gelasinospora stellata (Garcia y col., 2004). Notese el episporio liso y el
perisporio ornamentado. D, Gelasinospora retispora (Garcia y col.,, 2004). Notese el episporio y el
perisporio ornamentados. a, endosporio; b, episporio; ¢, perisporio; d, exosporio.

1"
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La reproduccién asexual en los ascomicetos se lleva a cabo por gemacion, fision, o formacién
de clamidosporas, esclerocios, o conidios. La fision y la gemacion son mecanismos de
propagacién desarrollados por las levaduras. Las clamidosporas y los esclerocios son
considerados estructuras de resistencia, pero no de diseminacion, su formacion garantiza la
supervivencia del hongo bajo condiciones extremas (Alexopoulos y col., 1996; Kirk y col.,
2001). Los conidios, como se ha comentado previamente, son esporas asexuales, carecen de
motilidad y se forman a partir de células especializadas denominadas células conidiégenas. El
conidio se puede desarrollar a partir de la conversion de una porcion de hifa preexistente
(desarrollo talico) o por la formaciéon de novo de la pared del conidio a partir de un punto de la
célula conidiégena (desarrollo blastico) (Fig. 6). En los pirenomicetos del suelo, la
conidiogénesis blastica es la mas frecuente, y los conidios se desarrollan siguiendo
fundamentalmente dos tipos de proliferacion, enteroblastica u holoblastica. En la
conidiogénesis enteroblastica, la pared del conidio crece y se extiende a través de un orificio de
la capa externa de la pared de la célula conidiégena. En la conidiogénesis enteroblastica
pueden diferenciarse dos tipos de desarrollo, fialidico y anelidico. En estos tipos de desarrollo
los conidios pueden ser mucosos 0 secos, los primeros tienden a formar agregados en el apice
de la célula conidibgena y los segundos cadenas basipetas (Fig. 6). En la ontogenia
holoblastica todas las capas de la pared de la célula conidibgena estan implicadas en la
formacion del conidio. (Alexopoulos y col., 1996; Kirk y col., 2001). La abundante produccién de
conidios garantiza la dispersién de la especie. En condiciones favorables los conidios germinan

a través de un tubo germinativo que se ramifica dando lugar al micelio.
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Fig. 6. Tipos de conidiogénesis. A, conidiogénesis talica (Microsporum gallinae anamorfo de Arthroderma
grubyi) enteroblastica (fialidica). B-H, conidiogénesis blastica. C, E-H, conidiogénesis enteroblastica. D,
conidiogénesis holoblastica (Brachysporium sp. anamorfo de Cryptadelfia sp.). E, conidiogénesis
enterobléstica fialidica. F, conidiogénesis enteroblastica anelidica (Pestalotiopsis versicolor). G,
fialoconidios catenulados (tipo Paecylomyces, anamorfo de Coniochaeta cypraespora). H. fialoconidios

mucosos (Cladorhinum foecundissimum anamorfo de Apiosordaria sp.).
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1.1.3. Taxonomia

La taxonomia es la ciencia que estudia las relaciones y la clasificacion de los organismos,
asi como los procesos a través de los cuales estos organismos han evolucionado (Hawksworth
y col., 1995). Los sistemas tradicionales de clasificacién se han basado en la descripcidén de las
caracteristicas morfolégicas de los organismos. Estos sistemas se fundamentan en la
presencia o ausencia de determinados caracteres, y en consecuencia agrupan a diferentes
organismos en una misma categoria taxonémica (Alexopoulos y col., 1996). Sin embargo,
estos caracteres o atributos no siempre son filogenéticamente informativos.

Algunos de los caracteres morfolégicos mas utilizados en la clasificacién de los ascomicetes
han sido el tipo de ascoma y su ontogenia, el tipo de centrum, la morfologia del asco y su
dehiscencia, la ontogenia del anamorfo y las caracteristicas de las ascosporas (presencia y tipo
de estructuras germinativas o de capas o apéndices mucilaginosos, color, ornamentacion, etc.)
(Barr, 1990). Estas caracteristicas tienen como ventaja fundamental que son facilimente
observables, sin embargo, en algunos grupos de organismos la morfologia es poco variable o
los caracteres utilizados han estado sujetos a una evolucién convergente. Muchos autores han
considerado a los caracteres morfoldégicos de escaso valor taxondémico y los sistemas
taxonémicos basados en ellos poco objetivos y artificiales.

Segun Rogers (1994) la taxonomia de los ascomicetes presenta tres problemas claves:

12. Pocas especies han sido estudiadas detalladamente,

22, La antigliedad de los ascomicetes, y el hecho de que muchos de ellos se hayan extinguido,
ha propiciado la interpretacion de relaciones evolutivas a partir de caracteres que en muchas
ocasiones apuntan en varias direcciones y no tienen valor filogenético y

32, La creacion y formalizacion de sistemas taxonémicos basados en muy pocos caracteres.

En la pasada década técnicas basadas en la secuenciacion del ADN y el avance de la
informatica permitieron elaborar nuevos sistemas de clasificacién basados en las relaciones

evolutivas. En estos sistemas los taxones son definidos como grupos monofiléticos de

14



UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI
TAXONOMIA DE LOS HONGOS ASCOMICETOS DEL SUELO

Dania Garcia Sanchez A
DL: T-322-2010 / ISBN: 978-84-693-0724-3 INTRODUCCION

organismos, es decir, con un ancestro comun (Alexopoulos y col.,, 1996). Estas relaciones
pueden representarse graficamente mediante arboles filogenéticos o cladogramas.

Estudios moleculares recientes han demostrado que tanto el tipo de ascoma (peritecial,
cleistotecial), como la presencia de ornamentacidén en las ascosporas son caracteres que han
aparecido de forma independiente en diferentes grupos no relacionados entre si y que por
tanto, tienen escaso valor taxonémico (Suh y Blackwell, 1999; Dettman y col., 2001). Sin
embargo, caracteres que no resultan filogenéticamente informativos para un conjunto de
organismos permiten relacionar grupos monofiléticos en otros (Réblova y Winka, 2001; Zhang y
Blackwell, 2002). El problema radica en definir qué caracteres morfoldgicos son los idéneos
para disefar un sistema de clasificacién. Estos caracteres deben ser homélogos para el grupo
de organismos que se compara y que no sean homoplasticos, es decir, caracteres que no sean
el resultado de una evolucion convergente, en paralelo, o reversible. Por ello, el procedimiento
mas generalizado para escoger los caracteres morfol6gicos que se esgrimiran al sustentar una
hipétesis filogenética, consiste en incorporar en el arbol filogenético obtenido la mayor cantidad
de caracteres homdlogos y de este modo determinar el valor taxonémico de cada uno de ellos
(Spatafora y Blackwell, 1993; Berbee, 1996; Silva-Hanlin y Hanlin, 1999; Réblova y Winka,
2000, 2001).

Actualmente la secuenciacion del ADN ha revolucionado los puntos de vista sobre las
relaciones entre los diferentes grupos de hongos y ha renovado algunas normas que
imperaban en la taxonomia de los mismos. Por ejemplo, hace pocos anos los mic6logos
eludian el empleo de categorias supraordinales dentro del phylum (Hawksworth vy
Eriksson,1994; Hawksworth y col., 1983, 1995). Sin embargo, diferentes estudios moleculares
respaldaron la creacion de un esquema taxonémico que agrupara a los organismos en niveles
superiores al orden (subclases, clases, subdivisiones) (Berbee y Taylor, 1992; Nishida y
Sugiyama, 1994). Recientemente Eriksson y Winka (1997, 1998) y Winka (2000) sentaron las
bases para la clasificacion mas actual en la que Eriksson y col. (2004) aceptan para el phylum
Ascomycota tres subphyla: Taphrinomycotina (Archiascomycetes), Saccharomycotina

(Hemiascomycetes) y Pezizomycotina (Euascomycetes) (Tabla 1).
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Tabla 1. Sistema propuesto para el phylum Ascomycota (Eriksson y col., 2004)

PHYLUM ASCOMYCOTA

SUBPHYLUM SUBPHYLUM SUBPHYLUM
TAPHRINOMYCOTINA SACCHAROMYCOTINA PEZIZOMYCOTINA
Clase Neolectomycetes Clase Saccharomycetes Clase Arthoniomycetes
Clase Pneumocystidomycetes Clase Chaetothyriomycetes
Clase Schizosaccharomycetes Clase Dothideomycetes
Clase Taphrinomycetes Clase Eurotiomycetes

Clase Laboulbeniomycetes
Clase Lecanoromycetes
Clase Leotiomycetes
Clase Orbiliomycetes
Clase Pezizomycetes
Clase Sordariomycetes

Clase Spathulosporomycetes
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1.1.4. Filogenia molecular

Como senaldbamos anteriormente, la filogenia tiene como objetivo la reconstruccién de las
relaciones evolutivas existentes entre los seres vivos utilizando para ello la comparacién de
caracteres moleculares, fundamentalmente las secuencias de ADN. La filogenia molecular se
fundamenta en la teoria de que los cambios de nucleétidos se acumulan de forma constante en
el tiempo. En consecuencia, las diferencias entre nucleétidos que aparecen al comparar
secuencias homologas de varios taxones aportan informacién sobre el tiempo transcurrido
desde que estos evolucionaron a partir de un ancestro comun. De este modo se infiere la
distancia genética que relaciona a un organismo con su ancestro.

La ventaja de los caracteres moleculares sobre los caracteres morfolégicos es que estan
exactamente definidos y que son menos sensibles a las fuerzas de la seleccion natural que los
caracteres derivados de las estructuras que participan en la reproduccién (Olsen y Woese,
1993). Por otra parte, los caracteres moleculares son cuantificables y la metodologia utilizada
para su obtencion y comparacion es altamente reproducible. No obstante, también existen
algunos inconvenientes en la utilizacion de los caracteres moleculares. La mayoria de ellos son
provocados por el restringido niumero de caracteres (cuatro: A, C, T, y G) que se comparan. En
primer lugar, estos caracteres al ser tan escasos pueden determinar problemas de homoplasia
molecular. Es decir, la presencia de una base en dos especies diferentes puede estar
condicionada por el azar y no significa necesariamente que desciendan de un ancestro comun.
Otra de las problematicas mas frecuentes es la saturacion de los datos. Por ejemplo, un gen
puede haber variado tanto en el transcurso de su evolucion que finalmente las sefiales de estos
cambios desaparezcan o se solapen. Como consecuencia, al comparar con otras especies
podriamos encontrar solamente un nucleétido de diferencia, cuando esta Unica divergencia
podria haber sido el resultado de varios eventos anteriores que no pueden ser detectados con
el andlisis de las secuencias actuales. Otro inconveniente es que no todos los taxones
presentan idénticas tasas de sustituciones y los que presentan una tasa de sustitucién mas

elevada (fast-clock-taxa) pueden alterar los resultados pudiendo formar agrupamientos basales

17



UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI

TAXONOMIA DE LOS HONGOS ASCOMICETOS DEL SUELO

Dania Garcia Sanchez A
DL: T-322-2010 / ISBN: 978-84-693-0724-3 INTRODUCCION

en ramas mucho mas largas (long-branch attraction) (Felsenstein, 1978; Huelsenbeck, 1997;

Maley y Marshall, 1998).

1.1.4.1. Genes estudiados en la construccion de arboles filogenéticos

Las secuencias mas utilizadas en estudios filogenéticos de los hongos son las
correspondientes al ADN ribosémico del nucleo (ADNr). Su principal ventaja radica en que se
trata de una region repetida en tandem unas 200 veces en la cadena. Por otra parte, esta
unidad génica se encuentra en todos los organismos eucariotas, pero su tasa de evolucién
varia para las diferentes regiones que lo conforman y lo convierten en una buena herramienta
para realizar comparaciones filogenéticas a diversos niveles taxonémicos (Bruns y col., 1991;
Winka, 2000; lwen y col., 2002).

Dentro de esta regién repetitiva del ADNr se localizan tres genes (18S, 5.8S y 28S) y dos
espaciadores intergénicos (ITS1 e ITS2) que se transcriben como una sola unidad (Fig. 7). Los
ARN ribosémicoes (ARNr) codificados por estos tres genes dan lugar a fragmentos
estructurales de los ribosomas que son esenciales para la sintesis de proteinas y estan
altamente conservados. Por ello se emplean para definir relaciones a diferentes niveles, desde
reinos hasta especies (Berbee y Taylor, 2001). Los ITS, sin embargo, exhiben una mayor
variabilidad y pueden ser Utiles para comparar géneros 0 especies muy cercanos.

Uno de los principales problemas al que se enfrentan los mic6logos al afrontar la sistematica
molecular es el de seleccionar las secuencias del ADNr mas adecuadas. El gen 18S (sub-
unidad menor o SSU) (1800 pares de bases) tiene una funcién crucial en el proceso de sintesis
de las proteinas y a pesar de su alto grado de conservacién, sus dominios variables han sido
validos para establecer relaciones a niveles supraordinales dentro del reino de los hongos asi
como la relacion de éste con otros reinos (Bruns y col., 1992; Spatafora y Blackwell, 1993,
1994ab; Nagahama, 1995; Eriksson y Winka, 1997, 1998; Sugiyama, 1998; Suh y Blackwell,

1999; Winka, 2000; Berbee y Taylor, 2001).
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Fig. 7. Representacion esquematica de los genes y de los espaciadores intergénicos que constituyen el
ADN ribosémico. Las flechas indican los cebadores utilizados en la amplificaciéon y secuenciacién de

estas regiones.

No obstante, el gen 18S del ARNr no ha permitido esclarecer numerosas incognitas dentro
de la taxonomia de los ascomicetes (Tehler y col., 2000; Winka, 2000). El gen 5.8S (560 pb)
presenta por su parte dos inconvenientes: su pequefo tamafo que ofrece escasa robustez en
las filogenias trazadas a partir de sus secuencias, y su alto grado de conservacion (Muir y
Schétterer, 1999; Berbee y Taylor, 2001; Iwen y col.,, 2002). Sin embargo al estar
considerablemente conservado, ha sido de utilidad para disefar cebadores universales (lwen 'y
col., 2002). Por ultimo el gen 28S (sub-unidad mayor o LSU) (3400 pb) a pesar de estar muy
conservado posee regiones que son mas variables que otras. Estos dominios variables han
sido empleados para inferir filogenia a diferentes niveles taxonémicos (Suh S-O y Blackwell,
1999; Réblova y Winka, 2001; Bills y col., 2002; Huzefa y col., 2003), aunque en el ambito de
especies morfolégicamente muy relacionadas no son siempre resolutivos (Hennequin y col.,
1999). Con este ultimo objetivo, o sea, para intentar establecer relaciones entre especies muy
similares, se han empleado las secuencias de los espaciadores intergénicos (ITS1 e ITS2). Los
ITS han sido empleados como marcadores moleculares en la identificacibn de patdgenos
humanos y fitopatégenos, en la deteccion vy tipificacion de especies clinicas y ambientales, en
estudios epidemiolégicos (Bryan y col., 1995; lwen y col., 2002; Abd-Elsalam y col., 2003) asi

como para dilucidar relaciones taxondmicas entre especies cercanas y establecer
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correspondencias entre anamorfos y teleomorfos (Kuhls y col., 1996; Lieckfeldt y Seifert, 2000;
Dettman y col., 2001; Solé y col., 2002 a, b). Sin embargo, varios autores consideran que los
ITS son regiones polimdrficas, que pueden crear confusiones filogenéticas (Berbee y Taylor,
2001; Kwan y Hack, 2002).

En la taxonomia fungica también se ha utilizado la secuenciacién de los genes (idiomorfos)
implicados en la reproduccion sexual de los ascomicetes, asi como la secuenciacién de genes
que codifican para determinadas proteinas (Ej. B-tubulina, gpd, RPB2) (Beatty y col., 1994; Liu
y col., 1999; Pdggeler, 1999, 2001; Pdggeler y Kick, 2000; Dettman y col., 2001; Zhang y
Blackwell, 2002; Miller, 2003). No obstante, se sigue prefiriendo el uso de los genes
ribosémicoes ya que todas las copias que provienen de un mismo nucleo son practicamente
idénticas.

Los genes ribosdmicoes son de gran utilidad para ayudar a definir la filogenia dentro del
reino de los hongos, pero por si solo ninguno de ellos permite esclarecer todas las
interrogantes. Por esta razén algunos autores han comenzado a trabajar con arboles
filogenéticos construidos a partir de la combinacién de las secuencias de varios genes (Suh y
Blackwell, 1999; Kohlmeyer y col., 2000; Dettman y col, 2001; Miller, 2003; Lutzoni y col.,
2004).

La interpretacion de los resultados que se derivan de los datos moleculares, asi como el
estudio exhaustivo de los caracteres morfolégicos son metodologias complementarias, y su
aplicacion es la féormula que nos permite resolver los problemas taxonémicos y filogenéticos

(Taylor y col., 1994).

1.1.4.2. Métodos filogenéticos

Los métodos disefiados para inferir filogenia pretenden ser modelos de un proceso evolutivo
que permitan reconstruir las relaciones existentes entre un grupo de organismos. Los métodos
filogenéticos basados en secuencias de ADN se pueden englobar en dos grandes grupos: los

métodos basados en distancias genéticas y los métodos basados en caracteres conservados.
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Los métodos basados en distancias genéticas parten del supuesto de que la distancia entre
dos taxones (definida como la medida de su disimilitud) se relaciona directamente con su
relacion filogenética. Estas distancias se reconstruyen mediante la comparacién de pares de
secuencias, para las cuales se calcula un indice que expresa las diferencias observadas entre
sus nucledtidos. Con las distancias calculadas se elabora una matriz a partir de la cual se
construye el arbol filogenético. Uno de los métodos méas extendido basado en distancias
genéticas es el de neighbour-joining (NJ) o vecino mas proximo (Saitou y Nei, 1987). Los
arboles que se obtienen con este método forman agrupamientos con las secuencias que
poseen menor distancia genética entre ellas, siguiendo el principio de minima evolucidon
propuesto por Saitou e Imanishi (1989). Asi, el arbol obtenido a través de NJ es aquel en que la
suma total de las longitudes de sus ramas es la menor. La ventaja mas significativa del NJ es
su rapidez en el procesamiento de los datos, lo que lo convierte en uno de los métodos mas
empleados para inferir filogenia. Ademas, resulta muy resolutivo cuando las distancias
evolutivas son cortas y las secuencias de que se dispone son largas. Entre sus principales
desventajas podemos citar que solamente muestra un Unico arbol, desestima las distancias
genéticas largas y es especialmente susceptible a los fendmenos de homoplasia.

El método basado en caracteres conservados mas utilizado es el de maxima parsimonia
(MP) (Czelusmiak y col., 1990; Swofford y Olsen, 1990). Este método considera la posicién de
cada nucleétido como un caracter independiente, por tanto, cuanto mas largas sean las
secuencias que se comparan mas informaciéon se obtendra. En MP se calcula el nimero de
cambios evolutivos que requiere cada uno de los posibles arboles. A dicho numero se le
considera como la longitud del arbol. De todos los arboles posibles se selecciona el que
requiere menor numero de cambios (el arbol de menor longitud). La MP emplea criterios de
optimizacion, pues utiliza los caracteres sin realizar ninguna transformaciéon y esto permite
reconstruir la evolucién de caracteres individuales y de estados ancestrales. Otras ventajas de
este método son que construye multiples arboles (ofrece varias hipotesis), suele ser muy
resolutivo cuando comparamos pocas secuencias que no son muy divergentes entre si, y

minimiza los fendbmenos de homoplasia, seleccionando los &rboles con el menor nimero de
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pasos evolutivos (Farris, 1983). Sus principales desventajas son que no utiliza todos los
caracteres en el célculo, es decir, solo estima los sitios variables (fraccién informativa); es
inexacto cuando existen mdultiples sustituciones y es el método mas susceptible a los
fendmenos de long-branch attraction (Felsenstein, 1978). En la practica uno de sus mayores
inconvenientes es el tiempo de computo y la potencia de calculo que necesita.

Una vez que se han obtenido los arboles filogenéticos por uno u otro método, es necesario
determinar su grado de fiabilidad. Existen diferentes métodos que permiten obtener un valor
estadistico que estima los niveles de confianza de los agrupamientos obtenidos, uno de los
mas utilizados es el analisis de bootstrap (Felsenstein, 1985; Hillis y Bull, 1993). Este método
se basa en generar un numero elevado de seudo-réplicas de la matriz original de datos. El
algoritmo recorta los datos de la matriz por columnas, las cuales son seleccionadas
posteriormente al azar para construir una réplica del mismo tamafo que la original. Este
proceso se repite entre 100 y 1000 veces. Para cada matriz obtenida se genera un arbol nuevo
y finalmente se reconstruye el arbol 6ptimo. El resultado final, el indice de bootstrap, representa
la frecuencia de conservacion de cada rama en el total de arboles réplicas. Se considera que
un valor superior al 75% indica un buen soporte estadistico para la rama.

Indiscutiblemente, los métodos basados en distancia genética y en caracteres conservados
han sido los méas extendidos para inferir filogenia, pero ninguno de ellos resulta absolutamente
ventajoso. Un método puede ser mas 0 menos resolutivo en dependencia del tipo de datos, en
consecuencia es esencial conocer los principios basicos de la inferencia filogenética para asi
escoger el procedimiento mas adecuado e interpretar los resultados considerando sus
limitantes. En resumen, la inferencia filogenética se basa en un conjunto de modelos
matematicos cimentados en ciertos postulados evolutivos, y se encuentra en continuo

perfeccionamiento.
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1.2. LOS SORDARIOMYCETES

1.2.1. Caracteres generales

Dentro de los tres subphyla en que se divide el phylum Ascomycota nuestros estudios se
han centrado en el subphylum Pezizomycotina, o0 sea, los ascomicetes miceliares
(Euascomycota), y especificamente los pertenecientes a la clase Sordariomycetes
(Pyrenomycetes). Los Sordariomycetes son un grupo taxonémico bien definido, tanto a escala
morfolégica como molecular (Berbee y Taylor, 1992; Eriksson y Winka, 1997, 1998; Spatafora y
Blackwell, 1994a; Suh y Blackwell, 1999; Winka, 2000; Tehler y col., 2003; Lutzoni y col., 2004)
(Fig.8).

Los teleomorfos de los Sordariomycetes se caracterizan por desarrollar ascomas
periteciales o cleistoteciales, con hamatecium que puede presentar paréfisis y perifisis 0
carecer de ambos. Los ascos tienen una ontogenia himenial, es decir, se forman a partir del
himenio (capa fértil donde se producen los ascos a partir de las hifas ascogenas), son
unitunicados o prototunicados, y generalmente exhiben un anillo apical (Eriksson y Winka,
1997; Kirk y col., 2001). Los miembros de esta clase pueden seguir diferentes estrategias de
reproduccion sexual: heterotalicos, homotalicos o pseudohomatalicos. Los anamorfos pueden
ser holoblasticos o enteroblasticos.

Los hongos de la clase Sordariomycetes presentan una amplia distribucion geografica y de
nichos ecologicos. Pueden ser saprofitos, creciendo sobre madera o restos vegetales,
incluyendo material sumergido. Algunos tienen una elevada capacidad celulolitica o lignolitica,
otros son coprdfilos, fimicolas, necrétrofos o gedfilos y otros causan importantes dafnos en la

agricultura como parasitos.
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1.2.2. Taxonomia

Los hongos sordariaceos o pirenomicetos agrupan a mas de 900 géneros, distribuidos en 47
familias que a su vez estan incluidas en 17 érdenes (Eriksson y col., 2004). Sin embargo, en la
clasificacién de la clase Sordariomycetes aun persisten numerosos problemas taxonémicos,
tanto a nivel de orden como de familia, existiendo mdultiples taxones cuyas relaciones
filogenéticas son inciertas (Eriksson y col., 2004; Lutzoni y col., 2004). En la presente tesis
hemos seguido el sistema de clasificacion propuesto por Eriksson y col. (2004, 2005), quienes
reconocen dentro de los Sordariomycetes tres subclases: Sordariomycetidae,
Hypocreomycetidae, y Xylariomycetidae (Tabla 2).

En la taxonomia de este grupo, al igual que en la de otros ascomicetes, la ontogenia del
centrum asi como la estructura de los ascos son caracteres importantes para delimitar érdenes
y familias (Spatafora y Blackwell, 1993, 1994b; Réblova y Winka, 2001; Zhang y Blackwell,
2002; Lutzoni y col., 2004).

Estudios moleculares han demostrado que la ontogenia del anamorfo tiene validez
taxonédmica a nivel supraordinal, especialmente para las subclases Hypocreomycetidae
(enteroblasticos) y Xylariomycetidae (holoblasticos) (Spatafora y Blackwell, 1993). Asimismo,
los caracteres derivados de la morfologia del anamorfo tales como la pigmentacion de los
conidiéforos y su patron de ramificacion pueden indicar relaciones filogenéticas en algunos
ordenes (Seifert y Samuels, 2000). Por ejemplo, en los Hypocreales los conidios suelen ser
hialinos o poco pigmentados, con una ontogenia fialidica y agrupandose en masas mucosas.
En Xylariales por el contrario, los conidios y los conidiéforos suelen estar pigmentados, los
conidios tienen una ontogenia holoblastica y son solitarios, catenulados o botriosos (Spatafora
y Blackwell, 1993; Seifert y Samuels, 2000). No obstante, la utilidad de estos caracteres en
otros grupos requiere una cuidadosa interpretacién, ya que en Sordariomycetidae (Ej.
Sordariales o Diaporthales) los anamorfos suelen ser tanto holoblasticos como enteroblasticos,

y a su vez hialinos o pigmentados (Spatafora y Blackwell, 1993).
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Subclase Subclase

Xylariomycetidae

anamorphic fungus

Mycoarthris corallinus

Cyttaria darwinii

Myxotrichum deflexum

Byssoascus striatosporus

91 Oidiodendron tenuissimum

Neobulgaria premnophila

Hyponectria buxi

Pestalosphaeria sp.

Pestalosphaeria hansenii

Monographella nivalis

Obolarina dryophila

Hypoxylon fragiforme

Hypoxylon fragiforme

Barrmaelia oxyacanthae

Poronia punctata

Xylaria carpophila
Xylaria polymorpha
Rosellinia necatrix
74 Xylaria sp.

Sordariomycetidae

Sordariomy

Sordariomycetes
Glomerella cingulata
Plectosphaerella cucumerina
Verticillium dahliae
Verticillium dahliae
Verticillium longisporum
Ceratocystis fimbriata
Graphium penicillioides
Graphium penicillioides
Graphium penicillioides
Graphium penicillioides
Graphium penicillioides
Graphium basitruncatum
Graphium penicillioides
[ Microascus cirrosus
Aniptodera chesapeakensis
Halosarpheia retorquens
Lignincola laevis
100 Nais inornata
Pseudallescheria boydii
Pseudallescheria boydii
Pseudallescheria boydii
86 Pseudallescheria boydii
Pseudallescheria boydii
Pseudallescheria ellipsoidea
Graphium eumorphum
Graphium putredinis
Petriella setifera
Lomentospora prolificans
Lomentospora prolificans
Graphium tectonae
Graphium tectonae
Graphium fructicola
Graphium putredinis
Graphium putredinis

Subclase
Hypocreomycetidae

= Lulworthia fucicola

Meliola juddiana

Meliola niessleana

Kionochaeta ivoriensis

Kionochaeta spissa

Kionochaeta ramifera
Kionochaeta spissa
Ascovaginospora stellipala
Phyllachora graminis

Camarops microspora
Podospora anserina
Chaetomium elatum
Neurospora crassa
Sordaria fimicola

98
Leucostoma persoonii

Cryphonectria parasitica

Cryphonectria radicalis

Endothia gyrosa

Cryphonectria cubensis

63 Cryphonectria havanensis
Pseudohalonectria falcata

Ophioceras leptosporum
Magnaporthe grisea

Papulosa amerospora

Sporothrix schenckii
Ophiostoma stenoceras
Ophiostoma ainoae
Ophiostoma europhioides
Graphium album
Ophiostoma cucullatum
Pesotum erubescens
Ophiostoma floccosum
Ophiostoma piceae
Ophiostoma ulmi
Ophiostoma piliferum
Ophiostoma piliferum
Ophiostoma bicolor
Ophiostoma penicillatum
Pesotum fragrans

Geosmithia lavendula

T)O:: Geosmithia putterillii

97 Geosmithia putterilli
Spicellum roseum
Trichothecium roseum
Tritirachium sp.
Paecilomyces tenuipes
Paecilomyces tenuipes

Cordyceps sp.

Cordyceps militaris
Beauveria bassiana
Cordyceps brongniartii

Nectria cinnabarina
Metarhizium anisopliae
] Mycoarachis inversa
100!

Nigrosabulum globosum
Fusarium merismoides
Fusarium oxysporum
Nectria haematococca
Gibberella avenacea
Gibberella pulicaris
Fusarium culmorum
Fusarium equiseti
Gibberella pulicaris
Fusarium cerealis
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
— Chaetopsina fulva

Nectria aureofulva
100, Bionectria ochroleuca
66 Nectria ochroleuca

Hypomyces chrysospermus
Hypomyces chrysospermus
Hypocrea lutea

Hypocrea lutea

Taphrina deformans
Trichoderma koningii
100 Trichoderma viride
Cordyceps ophioglossoides
Cordyceps tricentri

Balansieae sp.

Cordyceps inegoensis
Cordyceps prolifica

Cordyceps sobolifera
Cordycepioideus bisporus
Cordyceps capitata

Cordyceps coccidiicola
Cordyceps cochlidiicola
Cordyceps kanzashiana
Cordyceps ramosopulvinata
Cordyceps paradoxa
Cordyceps japonica
Cordyceps jezoensis
Cordyceps sp.

Cordyceps konnoana
Cordyceps heteropoda
Hamiltonaphis styraci

Fig. 8. Arbol filogenético a partir de las secuencias del gen 18S del ARNr, donde se encuentran

incorporados los principales representantes de la clase Sordariomycetes (modificado de Tehler y col.,

2003).
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La morfologia de las ascosporas tiene poco valor taxonémico ya que se encuentra
especialmente sujeta a la seleccion natural y ambiental (Hawksworth y Mouchacca, 1994). En
cambio, otros caracteres como el numero de células, la ornamentacion, la presencia de linea o
poros germinativos, la ornamentacion y presencia de vainas o apéndices mucilaginosos se han
considerado Utiles para delimitar familias, géneros y especies. Sin embargo, estudios
moleculares recientes en Ceratostomataceae, Lasiosphaeriaceae y Sordariaceae han
demostrado que la morfologia y la ornamentacién de las ascosporas no son caracteres
filogenéticamente informativos a nivel genérico (Dettman y col., 2001; Zhang y Blackwell, 2002;
Huhndorf y col., 2004). Zhang y Blackwell (2001) demostraron que en los géneros Melanospora
Corda, Sphaerodes Clem. (Ceratostomataceae, Hypocreales) y Syspastospora P. F. Cannon &
D. Hawksw. (Hypocreales) la forma y la estructura del poro germinativo tienen mayor valor
filogenético que la ornamentacién de las ascosporas. Dettman y col. (2001) demostraron que la
ornamentacion de las ascosporas en los géneros Neurospora y Gelasinospora Dowding tiene
escaso valor taxonémico.

Recientemente con la introducciéon de las técnicas moleculares, la taxonomia de muchos
grupos se ha clarificado, y con la incorporacién de un mayor numero de especies en los
andlisis filogenéticos se han solucionado algunas de las problematicas que se plantearon en la
década de los noventa. Algunos ejemplos son los estudios realizados en las familias
Ceratostomataceae y Coniochaetaceae. Spatafora y Blackwell (1994 b) sugirieron la ubicaciéon
de Melanospora (Ceratostomataceae, Sordariales, Sordariomycetidae) en Hypocreales, pero
no fue hasta que Zhang y Blackwell (2002) publicaran un nuevo estudio con un mayor nimero
de especies de este género, que se aceptd su ubicacién dentro de la subclase
Hypocreomycetidae. La familia Coniochaetaceae fue aceptada dentro del orden Sordariales por
numerosos autores (Alexopoulos y col., 1996; Barr, 1990; Checa y col., 1988), hip6tesis que
fue respaldada por los resultados obtenidos a partir del andlisis del gen 18S del ARNr (Lee y
Hanlin, 1999). En cambio, Rogers (1994) consideraba a esta familia con una clasificacion
taxonémica dudosa y aislada del resto de los ascomycetes del orden. Una aproximacién mas

reciente a la problematica de este grupo fue realizada por Weber y col. (2002) y Huhndorf y col.
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(2004). Finalmente fue propuesto el orden nuevo Coniochaetales para agrupar a los miembros
de la familia Coniochetaceae (Huhndorf y col., 2004).
Sin embargo, algunos de estos grupos aun precisan nuevos estudios. Muestra de ello son

las relaciones filogenéticas entre los géneros Neurospora y Gelasinospora y entre los

miembros de la familia Coniochaetaceae.
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Tabla 2. Clasificacion de la clase Sordariomycetes (Eriksson y col., 2005)
CLASE SORDARIOMYCETES
SUBCLASE SUBCLASE SUBCLASE
HYPOCREOMYCETIDAE SORDARIOMYCETIDAE XYLARIOMYCETIDAE

Orden Halosphaeriales Kohim. 1986.
Halosphaeriaceae E. Miill. & Arx ex
Kohlm. 1972.

Orden Coronophorales Nannf. 1932.
Bertiaceae Smyk 1981
Chaetosphaerellaceae Huhndorf, A.N.
Mill. & F. A. Fern. 2004.

Nitschkiaceae (Fitzp.) Nannf. 1932.
Scortechiniaceae Huhndorf, A.N. Mill. &
F. A. Fern. 2004.

Orden Hypocreales Lindau 1897.
Bionectriaceae Samuels & Rossmanm
1999.

Ceratostomataceae G. Winter 1885.
Clavicipitaceae (Lindau) Earle ex
Rogerson 1971.

Hypocreaceae De Not. 1844.
Nectriaceae Tul. & C. Tul. 1844.
Niessliaceae Kirschst. 1939.

Orden Microascales Luttr. ex Benny &
Kimbr. 1980.

Chadefaudiellaceae Faurel & Schotter ex
Benny & Kimbr. 1980.

Microascaceae Luttr. ex Malloch 1970.

CLASE SORDARIOMYCETES, Ordenes inc. sed.

Orden Calosphaeriales M.E. Barr 1983.
Calosphaeriaceae Munk 1957.

Orden Boliniales P.F. Cannon 2001.
Boliniaceae Rick 1931.

Orden Chaetosphaeriales Huhndorf, A.N.
Mill. & F.A. Fernandez 2003.
Chaetosphaeriaceae Réblova, M. E. Barr &
Samuels 1999.

Orden Coniochaetales Huhndorf, A.N. Mill.
& F.A. Fernandez 2003.

Coniochaetaceae Malloch & Cain 1971.
Orden Diaporthales Nannf. 1932.
Diaporthaceae H6hn. ex Wehm. 1926.
Gnomoniaceae G. Winter 1886.
Melanconidaceae G. Winter 1886.
Togniniaceae Réblova, L. Mostert, W. Gams
& Crous 2004.

Valsaceae Tul. & C. Tul. 1861.

Vialaeaceae P.F. Cannon 1995.

Orden Ophiostomatales Benny & Kimbr.
1980.

Kathistaceae Malloch & M. Blackw. 1990.
Ophiostomataceae Nannf. 1932.

Orden Sordariales Chad. ex D. Hawksw. &
O.E. Erikss. 1986.

Chaetomiaceae G. Winter 1885.
Lasiosphaeriaceae Nannf. 1932.
Sordariaceae G. Winter 1885.

Familias inc. sed.
Cephalothecaceae Hohn. 1917.
Annulatascaceae S.W. Wong, K.D. Hyde &
E.B.G. Jones 1998.
Helminthosphaeriaceae Samuels,
Candoussau & Magni 1997.

Papulosaceae Winka & O.E. Erikss. 2000.

Orden Xylariales Nannf. 1932.
Amphisphaeriaceae G. Winter 1885.
Clypeosphaeriaceae G. Winter 1886.
Diatrypaceae Nitschke 1869.
Graphostromataceae M.E. Barr, J.D.
Rogers & Y.M. Ju 1993.
Hyponectriaceae Petr. 1923.
Xylariaceae Tul. & C. Tul. 1861.

CLASE SORDARIOMYCETES, Familias inc. sed.
Apiosporaceae K.D. Hyde, J. Fréhlich, J.E. Taylor & M.E. Barr 1998.
Catabotrydaceae Petrak ex M.E. Barr 1990.

Pleurostomataceae Réblova, L. Mostert, W. Gams & Crous 2004.
Orden Lulworthiales Kohim., Spatafora & Volkm-Kohim. 2000.
Lulworthiaceae Kohlm., Spatafora & Volkm-Kohim. 2000.
Orden Meliolales Gaum. ex D. Hawksw. & O.E. Erikss. 1986.
Meliolaceae G.W. Martin ex Hansf. 1946.

Orden Phyllachorales M.E. Barr 1983

Phaeochoraceae K.D. Hyde, P.F. Cannon & M.E. Barr 1997.
Phyllachoraceae Theiss. & H. Syd. 1915.

Orden Spathulosporales Kohim. 1973.

Spathulosporaceae Kohim. 1973.

Orden Trichosphaeriales M.E. Barr 1983.

Trichosphaeriaceae G. Winter 1885

Magnaporthaceae P.F. Cannon 1994.
Obryzaceae Korb. 1855.
Thyridiaceae O.E. Erikss. & Yue 1987.
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1.2.3. Los géneros Neurosporay Gelasinospora

Los géneros mas representativos dentro de la familia Sordariaceae son Gelasinospora,

Neurospora'y Sordaria Ces. & De Not. (Dettman y col., 2001).

Fig. 9. Caracteristicas morfolégicas de los géneros Gelasinospora y Neurospora. A, tipos de ascomas y
ascos. B y C, ascosporas de Gelasinospora. B, G. endodonta. C, G. calospora. D y E, ascosporas de

Neurospora. D, N. dodgei. E, N. tetrasperma.

La ornamentacion de las ascosporas ha sido considerada de gran valor taxonémico para la
familia y en general para el orden Sordariales (Dowding, 1933; von Arx y Gams, 1967; Jeng y
Krug, 1976; Hawksworth y Manoharachary, 1978; von Arx, 1982). Los géneros Gelasinosporay
Neurospora se diferencian de Sordaria porque esta Ultima presenta esporas con paredes lisas.
A su vez, Gelasinospora y Neurospora difieren entre si por el tipo de ornamentacion que
presentan, alveolada y estriada, respectivamente (Fig. 9). Sin embargo, numerosos estudios
relativos a la formacién de la ornamentacion en estos géneros, coincidieron en sefalar que en
ambos la ornamentacién de las ascosporas involucra a las capas intermedias (episporio y
perisporio) (Gochenaur y Backus, 1962; Sussman, 1966; Lundquist, 1967; Cailleux, 1971). Fue
precisamente Cailleux (1971) el primero en otorgar valor taxonémico a las caracteristicas del

episporio, y definié cuatro tipos en el género Gelasinospora (Fig. 10):
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Grupo l. El episporio se extiende hacia el interior de la ascospora presentando una apariencia

de espinas coénicas.
Grupo ll. El episporio es liso.
Grupo lll. El episporio es ligeramente ondulado. Es un tipo intermedio entre los grupos Il y IV.

Grupo IV. El episporio presenta ondulaciones pronunciadas.

mlE I CAILLTEUE

A
B
C
W
D Retiodocostul
¢ /‘ ,
1' (54
1
"-.-"f a

Fig. 10. Esquema propuesto por Cailleux (1971) para la clasificacion del género Gelasinospora segun el
tipo de episporio. A, G |, episporio endodentado. B, G I, episporio liso. C, G lll, episporio ligeramente
ondulado. D, G IV, episporio con ondulaciones pronunciadas. (Tomado del original, Cailleux, 1971). E,
Gelasinospora endodonta. F, Gelasinospora stellata. G, Gelasinospora cerealis. H, Gelasinospora
retispora (Garcia y col., 2004).
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En el género Neurospora también se pueden diferenciar dos de los patrones bésicos de
Cailleux (1971), concretamente episporio liso y episporio ornamentado. Por ejemplo,
Neurospora terricola Gockenaur & Backus presenta un episporio liso (Gockenaur y Backus,
1962) al igual que las especies descritas por Cailleux (1971) para el Grupo Il (Ej. G. kobi
Cailleux, G. stellata Cailleux), mientras que en Neurospora tetrasperma Shear & Dodge, esta
capa es ornamentada y similar a la que se observa en Gelasinospora retispora (Greis & Greis-
Dengler) Cain, Grupo IV (Cailleux, 1971) (Fig 11). Ademas existen especies que muestran un
patrén de ornamentacién intermedio entre Neurospora'y Gelasinospora, lo que nos indica que

la separacion entre ambos géneros no es muy clara.

Fig. 11. Esporas de Neurospora con diferentes patrones de ornamentacion del episporio. A, episporio

liso (Neurospora dodgei). B, episporio ornamentado (Neurospora tetrasperma).

Dettman y col. (2001) estudiaron diferentes especies de Gelasinospora y Neurospora
demostrando que la ornamentacion de las ascosporas posee escaso valor filogenético. Sin
embargo, las relaciones entre ambos géneros no fueron elucidadas debido al limitado numero
de especies de Gelasinospora que se incluyeron en el analisis (Fig. 12). En consecuencia, se
justificaba la realizacién de un estudio mas completo sobre la taxonomia de estos géneros
incluyendo un mayor niumero de especies y evaluando tanto los caracteres morfol6gicos como

las secuencias del ADN.
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Fig. 12. Filograma producido a partir del analisis combinado de las secuencias de cuatro genes. Algunas
caracteristicas biol6gicas/morfoldgicas se representan junto al filograma. Las barras negras indican la
presencia de los caracteres que se comparan. Las especies heterotalicas o pseudohomotalicas aparecen
subrayadas, y las especies con ornamentacién alveolada aparecen en letra negrita y no cursiva.

(Dettman y col., 2001). N., Neurospora; G., Gelasinospora; S., Sordaria.
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El género Neurospora es considerado la “Drosophila” del reino de los hongos (Kendrick,
1992), pues ha sido utilizado como organismo modelo para mdltiples investigaciones. La
experimentacion con Neurospora ha contribuido al desarrollo de los conocimientos en biologia
celular, genética, sexualidad, en los fenédmenos de regulacion temporal, y de los movimientos
citoplasmaticos de este grupo de organismos. Establecer su relacion taxondémica con
Gelasinospora es imprescindible para poder reevaluar el peso de los caracteres morfoldgicos
en la taxonomia del orden y continuar los estudios sobre la evolucion y la sexualidad de los

hongos filamentosos en general y de los sordariaceos en particular.

1.2.4. La familia Coniochaetaceae

La familia Coniochaetaceae fue establecida para acomodar los géneros Coniochaeta (Sacc.)
Cooke y Coniochaetidium Malloch & Cain (Malloch y Cain, 1971). Se caracteriza por presentar
ascomas periteciales o cleistoteciales, ascos cilindricos o claviformes con un anillo apical no
amiloide, ascosporas con linea germinativa y anamorfos mayoritariamente fialidicos (Barr,
1990) (Fig.13). Inicialmente la familia Coniochaetaceae fue diferenciada de Xylariaceae Tul &
C. Tul (Xylariales, Xylariomycetidae) por la ausencia de tejidos estromaticos (Malloch y Cain,
1971), caracteristica tipica de los miembros de la familia Xylariaceae. Asimismo, la ontogenia
de los anamorfos ha resultado otra diferencia importante entre ambos taxones, enteroblastica
en Coniochaetaceae y hoblastica en Xylariaceae.

Actualmente, ademas de Coniochaeta y Coniochaetidium, la familia Coniochaetaceae
incluye a los géneros Barrina A. W. Ramaley, Coniolaria Seigle-Mur., Guiraud, Seteiman &
Sage (segun Eriksson y Hawksworth, 1998; su publicacion no es vélida ya que carece de
descripcion latina), Ephemeroascus Emden, Poroconiochaeta Udawaga & Furuya vy

Synaptospora Cain.
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Fig. 13. Ascosporas y anamorfos en Coniochaetaceae. A-F, Ascosporas representativas de los géneros
Coniochaeta, Coniochaetidiumy Poroconiochaeta. A, Coniochaeta angustispora. B, Coniochaeta arxii. C,
Coniochaeta malacotricha. D, Coniochaetidium boothii. E, Coniochaetidium ostreum. F, Poroconiochaeta
discoidea. G-H, Lecythophora spp., anamorfos de Coniochaeta. G, Lecythophora anamorfo de

Coniochaeta ligniaria. H, Lecythophora anamorfo de Coniochaeta vetulina.

El género Ascotrichella Valldos. & Guarro es morfolégicamente similar a los miembros de
esta familia. Carece de estructuras estromaticas, los ascos no son amiloides y las ascosporas
presentan linea germinativa. Sin embargo, desarrolla un anamorfo con conidiogénesis
holoblastica, similar al género Humicola Traaen, por lo que se considera perteneciente a la
familia Xylariaceae (Valldosera y Guarro, 1988; Whalley, 1996).

Los géneros incluidos en Coniochaetaceae fueron inicialmente delimitados por el tipo de
ascoma (ostiolado en Coniochaeta, y no ostiolado en Coniochaetidium y Ephemeroascus)
(Malloch y Cain, 1971; van Emden, 1973). La disposicién verticilada de las fialides en el
anamorfo de Ephemeroascus fue el caracter utilizado para segregar este género de
Coniochaetidium (van Emden, 1973). Mientras que la ornamentacién de las ascosporas se
consideré un criterio valido para diferenciar el género Poroconiochaeta de Coniochaeta
(Udagawa y Furuya, 1979). Como hemos expuesto anteriormente, estudios recientes han
demostrado que las clasificaciones taxondmicas basadas Unicamente en criterios morfoldgicos
no guardan en general, correlacion con las relaciones filogenéticas inferidas a partir de las
secuencias del ADN (Réblova y Winka, 2000; Réblova y Seifert, 2004). En consecuencia

consideramos que la delimitacion genérica actual en Coniochaetaceae es artificial.
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Como hemos referido anteriormente, Coniochaetaceae fue incluida en un orden nuevo,
Coniochaetales, (Huhndorf y col., 2004). Sin embargo, aun persisten algunos de los problemas
histéricamente mas discutidos. Estas situaciones confusas estan esencialmente relacionadas
con la presencia de anamorfos holoblasticos en algunos de los taxones aceptados en
Coniochaetaceae (Coniochaeta nodulisporiodes D. Hawksw., Coniochaeta emodensis
Udagawa & Y. Horie y Coniolaria murandii Seigle-Mur., Guiraud, Seteiman & Sage)

(Hawksworth, 1978; Udagawa y Horie, 1982; Seigle-Murandi y col., 1995) (Fig.14).
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Fig. 14. Anamorfos holoblasticos en Coniochaetaceae. A, tipo Geniculosporium, anamorfo de
Coniochaeta emodensis. B, tipo Nodulisporium, anamorfo de Coniochaeta noduliporioides. C, tipo
Dactylaria, anamorfo de Coniolaria murandii.

En este sentido, numerosos autores han sugerido que las especies de Coniochaeta con
anamorfos tipo Geniculosporium o Nodulisporium deberian ser excluidas del género [Barr,
1990; Laesswe, 1994; Hawksworth, y Rogers (en: Barr y Cannon, 1994)]. Coniolaria murandii
fue descrita sobre la base de un aislamiento morfolégicamente similar a Coniochaeta pero que
presentaba un anamorfo tipo Dactylaria. Algunos autores teniendo en cuenta las caracteristicas
del anamorfo relacionaron este taxon con C. emodensis y C. nodulisporiodes (Eriksson vy
Hawksworth, 1998; Kirk y col., 2001) sugiriendo que deberia crearse un nuevo género que las

englobara, y que estaria mas relacionado con Xylariaceae que con Coniochaetaceae.
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En consecuencia, queda demostrada la necesidad de emprender nuevos estudios en la
familia Coniochaetaceae, tanto a niveles morfolégicos como moleculares, que nos permitirian
delimitar las relaciones filogenéticas entre sus integrantes y definir la posicion taxonémica de

los taxones con anamorfos holoblasticos.

1.3. LOS ASCOMICETOS DEL SUELO

1.3.1. Introduccion

El suelo es uno de los principales reservorios fungicos y abarca una gran variedad de micro
habitats, o que propicia que las comunidades de hongos del suelo sean muy diversas. El suelo
es un ecosistema dinamico donde las fuentes de materias organicas e inorganicas son
transformadas y renovadas continuamente como consecuencia de la actividad biolégica de los
microorganismos (Ingold y Hudson, 1993; Kendrick, 1992). El suelo estd compuesto por
minerales, en Ultima instancia, derivados de las rocas y por compuestos quimicos organicos
complejos provenientes de los organismos vivos. Los hongos se desarrollan en los espacios
existentes entre las particulas que lo conforman, donde los restos de materia organica o las
raices de las plantas son utilizados como sustratos. Las especies fungicas que se aislan de
este ecosistema se denominan hongos del suelo (Watanabe, 2002). Las especies fungicas del
suelo desempenan un papel clave en la degradacion de restos ligno-celuldsicos o quitinosos
(exoesqueletos 0 escamas de animales) que se acumulan en el lecho de los bosques. La
actividad metabdlica de los hongos propicia la redistribucién de los nutrientes, contribuye a la
formacion del humus, a inmovilizar grandes cantidades de nitrégeno y de este modo a
mantener la fertilidad y la propia estructura del suelo (Hawksworth, 1993; Kirk y col., 2001;

Watanabe, 2002).
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La variabilidad observada entre las poblaciones fungicas que se desarrollan en diferentes
tipos de suelos esta condicionada por diferentes factores, entre los que podemos, citar el pH,
las propiedades fisico-quimicas, el contenido de materia organica y las plantas que componen
el ecosistema (Dix y Webstter, 1995; Kirk y col.,, 2001; Watanabe, 2002). Aunque las
caracteristicas poblacionales estdn condicionadas por el tipo de suelo, algunos géneros son
cosmopolitas y estan presentes en muchos de ellos (Ej. Aspergillus Link, Chaetomium Kunze,
Fusarium Link, Gliomastix Guég., Gymnoascus Baran, Memnoniella Hohn., Penicillium Link,
Stachybotrys Corda y Trichoderma Pers.). Los hongos siguen la distribucion de la materia
organica, por tanto son mas numerosos en el lecho y en los horizontes A,, y A, (Dix y Webstter,
1995). En los suelos agricolas la diversidad fungica esta reducida, justamente porque la capa
vegetal que conforma el lecho, los hongos y los animales que en ella se desarrollan estan
ausentes. Sin embargo, los suelos cultivados han sido tradicionalmente mas estudiados que los
suelos de los ecosistemas naturales (Carlile y col., 2001).

En el suelo, los hongos establecen relaciones complejas entre ellos y con el resto de los
microorganismos que habitan este ecosistema (bacterias, algas, protozoos, helmintos,
artrépodos). Muchos ascomicetes del suelo y sus anamorfos producen compuestos con
actividad inhibitoria sobre otros organismos, como los antibiéticos, diéxido de carbono, etileno o
amonio. Los antibiéticos son sustancias derivadas de su metabolismo secundario, y se
producen cuando las fuentes de carbono son abundantes pero el crecimiento esta limitado por
la carencia de otros nutrientes esenciales (Carlile y col., 2001). Muchos de los metabolitos
producidos por los hongos son muy téxicos para el hombre, pero otros han resultado de gran

valor terapéutico.

37



UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI

TAXONOMIA DE LOS HONGOS ASCOMICETOS DEL SUELO

Dania Garcia Sanchez A
DL: T-322-2010 / ISBN: 978-84-693-0724-3 INTRODUCCION

1.3.2. Fendmenos de micostasis y latencia

Las esporas generalmente se forman cuando los nutrientes se agotan, en estas condiciones
medio ambientales desfavorables las esporas pueden permanecer en el suelo en estado de
latencia (Kendrick, 1992; Carlile y col., 2001). Para los hongos gedfilos, el suelo constituye un
reservorio de sus esporas latentes (Carlile y col., 2001). La latencia es la fase que usualmente
precede a la germinacion de las esporas y durante este periodo no ocurren cambios
morfolégicos y se mantienen con un metabolismo basal. En Neurospora, por ejemplo, las
ascosporas latentes tienen tasas de produccion de diéxido de carbono y de consumo de
oxigeno que representa entre el 1 y 4% del de las células somédticas. El periodo de latencia
depende de varios factores y puede limitarse a unas pocas horas o mantenerse por varios
anos.

En algunos organismos el periodo de latencia estd controlado principalmente por el
ambiente y sus esporas germinan en cuanto las condiciones se hacen favorables. Pueden
estar influenciados por cambios en la temperatura, la disponibilidad de nutrientes o la
humedad. A este tipo de latencia se le conoce como exdgena.

En condiciones naturales, el suelo también puede provocar la inhibicion de la germinacion
de las esporas fungicas. Este fenbmeno se conoce como micostasis, y se produce
principalmente por la actividad de algunos microorganismos del suelo (Carlile y col., 2001). En
el suelo los azucares y otras fuentes de carbono son consumidos rapidamente por los
microorganismos, lo que provoca el agotamiento de los nutrientes necesarios para la
germinacion las esporas. Pero ademas, estos microorganismos pueden producir metabolitos
que inhiben la germinacién. La micostasis puede ser interpretada como una adaptacion
ventajosa, ya que retrasa la germinacion de las ascosporas hasta que la actividad de los
microorganismos del ecosistema sea reducida, o bien hasta que las condiciones nutricionales
se restablezcan (Carlile y col., 2001).

La latencia enddégena o constitutiva, es consecuencia de la estructura y del metabolismo de

la espora. En la latencia constitutiva estan involucrados mecanismos de naturaleza diversa,
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como la permeabilidad de la pared celular, la produccién de inhibidores metabdlicos o de auto-
inhibidores de la germinacion (Kendrick, 1992), y requiere condiciones concretas e inusuales
para su interrupcién (Carlile y col., 2001). La diferenciacion entre latencia exégena y endégena
no es clara, y probablemente en muchas esporas ambos mecanismos estén presentes.

La germinacion de las esporas implica el inicio de la actividad bioquimica (ausente o
reducida al minimo en los estadios de latencia), el aumento gradual de la tasa metabdlica y
cambios morfolégicos como el aumento de tamafo y la emisién del tubo germinativo. Las
circunstancias que condicionan la suspensién de los estados de latencia de las esporas
fungicas varian entre especies, y entre los tipos de esporas que puede producir una misma
especie (ascosporas, macro o microconidios y clamidosporas) (Carlile y col.,, 2001). No
obstante existen algunos requerimientos generales que influyen en la germinacion de las
esporas, como son la presencia de agua o de elevados niveles de humedad, la existencia de
oxigeno o diéxido de carbono, y las variaciones de temperatura. Para algunos hongos
saprofitos la aparicion de nutrientes de bajo peso molecular, y solubles en agua (azucares,
aminoacidos) es indispensable para su germinacion. Hidrocarburos, alcoholes, cetonas,
aldehidos y terpenos producidos por las plantas son capaces de activar la germinaciéon de un
gran numero de especies fungicas. Por otra parte, las esporas de las especies coproéfilas se
activan mediante el paso por el tracto digestivo de los animales herbivoros, donde son

expuestas a diferentes sustancias quimicas (enzimas y acidos) y a elevadas temperaturas.

1.3.3. Metodologia de estudio

En las ultimas décadas, la importancia de los hongos del suelo se ha extendido mas alla de
su protagonismo en el equilibrio de este ecosistema. Actualmente, el aislamiento y estudio de
las especies fungicas del suelo, es la finalidad de muchos de los programas de investigacion a
escala industrial para la obtencion de metabolitos secundarios biol6gicamente activos. Los

hongos del suelo tienen como ventaja afadida que requieren esfuerzos y gastos minimos para
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su aislamiento, cultivo y conservacién. Son precisamente los métodos utilizados para el
aislamiento y la obtencion de cultivos de especies fungicas los que condicionan nuestros
conocimientos sobre la diversidad de la micobiota del suelo.

En general, las metodologias para obtener especies fungicas del suelo se dividen en dos
grandes grupos, los aislamientos directos y los indirectos. En las técnicas de aislamiento
directo, muestras de suelo son transferidas a medios de cultivos mas o menos selectivos. Este
método produce numerosas colonias fungicas, y permite recuperar sobre todo, organismos
saprofitos. Las técnicas indirectas de aislamiento se basan en “atrapar” a los hongos del suelo
con la ayuda de sustratos vivos o inertes. La recuperacién de las especies fungicas se realiza
desde este sustrato a partir de sus estructuras reproductivas o del micelio. Al igual que en el
método anterior se obtienen en cultivo organismos saprofitos. No obstante, si las especies que
se pretenden recuperar solo se desarrollan como parasitos obligados, este procedimiento
también puede ser aplicable, pero el tipo de sustrato que se utiliza como “cebo” es especie-
especifico.

Por ultimo, aunque son técnicas mas complejas y dificiles de aplicar, no dejaremos de
mencionar los procedimientos de extraccion directa. Como su nombre indica, los aislamientos
se realizan directamente del suelo, sin que medien cultivos previos o sustratos incorporados en
él. Su aplicacién se limita a los hongos que poseen hifas, clamidosporas, esporas, 0
esclerocios facilmente separables de las particulas del suelo. Este procedimiento se basa en
las diferencias de tamaro y de densidad de los propagulos fungicos para separarlos de las
particulas del suelo y de otros microorganismos a través de la centrifugacion, la decantacién o

la flotacion en gradientes de densidad (Davet y Rouxel, 2000).

1.3.3.1. Métodos de aislamiento directos.

Dilucién seriada y siembra en placa (Rapilly, 1968; Garrett, 1981; Johnson y Curl, 1972). Se

realiza una suspension de la muestra de suelo en agua estéril, posteriormente se efectuan
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diluciones seriadas y subsiguientemente un volumen de la dilucién final (0.5-1 mL) es
depositado sobre medios de cultivo agarizados.

Siembra directa de suelo (Warcup, 1950; Johnson y Curl, 1972; Davet y Rouxel, 2000). Este

método consiste en mezclar una pequena cantidad de la muestra de suelo (5-15 mg), seca y
homogenizada, con una alicuota de medio agarizado en estado liquido (37-40 °C).
Posteriormente se homogeniza por agitacion y se vierte en placas de Petri.

Estos procedimientos tienen el inconveniente de que los hongos asociados a las particulas
del suelo de mayor tamafo no pueden ser recuperados, pues precipitan junto con ellas cuando
se preparan las suspensiones. Para superar este inconveniente Parkinson y Williams (1961)
introdujeron una variacion que se basa en el cribado del suelo con el objetivo de separar las
particulas y los propagulos segun su tamafno. Con todo, estas metodologias desestiman a los
hongos de crecimiento lento o que tienen una esporulacién pobre. También estan
competitivamente desfavorecidas aquellas especies que se encuentran en forma miceliar, que
no esporulan en el suelo, o que sus ascosporas se encuentran en estado de latencia y por
tanto raramente son recuperadas en cultivo.

El estudio de los ascomicetes del suelo recibié un mayor interés cuando Warcup y Baker
(1963) describieron dos nuevos métodos de aislamiento basados en la activacion de las
ascosporas por la accién del calor y del etanol que permitieron recuperar especies hasta
entonces inéditas. Otros métodos de aislamiento, que tienen como principio la activacién de las
ascosporas por la accion de compuestos quimicos, fueron propuestos por Furuya y Naito
(1979, 1980), fundamentados en los efectos del acido acético y de los compuestos fendlicos

sobre la interrupcion de la latencia.

1.3.3.2. Métodos de aislamiento indirecto.

El método indirecto mas difundido es el de “cebo o anzuelo” (Payen, 1965; Barnett y col.,

1974; Davet y Rouxel, 2000). La técnica estd basada en la utilizacion de un sustrato que

estimula el crecimiento de una o varias especies y limita 0 suprime el crecimiento de sus
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competidores. Por tanto, el éxito de la técnica radica en la eleccion del sustrato adecuado (vivo
o0 inerte, y su grado de selectividad). Los sustratos utilizados como cebos son muy variados asi
como las técnicas empleadas, las cuales estan en funcion de las caracteristicas bioldgicas de
los hongos.
Payen (1965) y Davet y Rouxel (2000) reconocen tres categorias generales para agrupar los
cebos que se aplican en esta técnica:
1.- inertes (papel, madera, pelos, uias, escamas o exoesqueletos de insectos, etc.)
2.- partes de plantas, vivas o muertas (hojas, porciones de tallos o de raices, semillas, pétalos
de flores, frutos, etc.)
3.- plantas o plantulas enteras
Para hacer que los cebos sean mas especificos y sensibles suelen sumergirse en agentes
antimicrobianos o en sustancias quimicas. Ademas, para los cebos organicos, pueden
realizarse esterilizaciones (de semillas o de partes de plantas, etc.) y posteriormente
someterlos a tratamientos enriquecedores en soluciones nutritivas combinadas con antibiéticos

que elevan su selectividad (Davet y Rouxel, 2000).

1.3.4. Importancia del estudio y de la conservacion de los hongos del suelo

Los hongos causan inmensas pérdidas econdmicas debido a su elevada capacidad
saprofitica, provocando biodeterioro y enfermedades de postcosecha. Como parasitos son aun
mas devastadores, ya que provocan numerosas enfermedades en plantas, animales y en el
hombre. Sin embargo, los hongos comestibles han sido explotados por el hombre durante
milenios, y otros han sido continuamente empleados en la elaboracion de alimentos y de
diferentes tipos de bebidas. Los productos que se obtienen a partir de la actividad fangica se
han incrementado notablemente como consecuencia del desarrollo de la industria fermentativa.
Los antibiéticos representan la aplicacion mas extendida de los metabolitos secundarios

producidos por los hongos, y su comercializacion por las grandes compafias farmacéuticas
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genera cuantiosas ganancias que exceden los 13 billones de délares anuales (Tabla 3). Los
hongos o sus metabolitos se emplean hoy en dia en la industria alimenticia y cosmética
(coloracion y aromatizacion de numerosos productos) y en la obtencién de enzimas con un
amplio espectro de aplicaciones (celulasas, glucoamilasas, pectinasas, lactasas, proteasas,
etc.). En la agricultura son aplicados como bioinsecticidas y agentes para el control biolégico
(Tabla 4). La sintesis de vitaminas, de antibiéticos de nueva generacion y de numerosos

farmacos de origen fungico son de extendido uso en medicina (Tabla 5).

Tabla 3. Ganancias econémicas resultantes de las ventas de farmacos derivados de metabolitos
fungicos (EE.UU., afo 1998) (Carlile y col., 2001)

Productos Valor [billones (10°) de délares]
Penicilinas, cefalosporinas, amoxicilina-acido clavulanico 13.6
Estatinas 7.5
Ciclosporinas 1.2

Una retrospectiva realizada por Wildman (1997), basada en los resultados publicados por la
revista Journal of Antibiotics, constituye un ejemplo claro del creciente interés en el estudio y en
la aplicacion de los metabolitos producidos por los hongos. Su estudio demuestra que en los
ultimos 20 afos los compuestos obtenidos a partir de los hongos se incrementaron en un 77%,
y afade que la mayor parte de las especies fungicas productoras de nuevos metabolitos fueron
aisladas del suelo.

Segun Fox (1993), el 25% de los farmacos que se prescriben provienen de especies
vegetales, pero para entender el alcance que pueden tener los hongos en este campo,
tomemos como punto de partida dos de las hipétesis méas difundidas sobre la diversidad de las

especies fungicas (Hawksworth, 1991; Hyde y Hawksworth, 1997):

10

12, Los hongos se encuentran en una proporcién 6:1 con respecto a las plantas vasculares

N
o

Solamente se han descrito el 5% de las especies que se estima que existen para el reino

de los hongos

43



UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI

TAXONOMIA DE LOS HONGOS ASCOMICETOS DEL SUELO

Dania Garcia Sanchez A
DL: T-322-2010 / ISBN: 978-84-693-0724-3 INTRODUCCION

Podemos entonces especular sobre las multiples posibilidades que nos quedan por
descubrir en el campo de la aplicacion de los hongos y de sus metabolitos secundarios, y he
aqui uno de los principales incentivos para acometer el estudio de los hongos del suelo. El
primer paso en la investigacion de sustancias biolégicamente activas o de organismos Utiles
para el control biolégico es la recolecta amplia de organismos su identificacién y su
conservacion. La identificacion de los hongos tiene ademdas gran importancia practica en
fitopatologia, micologia médica y veterinaria y en la biotecnologia. La conservacién a través de
cultivos puros, es necesaria para el estudio y la aplicacién de sus metabolitos secundarios,
para conocer los rasgos de variabilidad dentro de las especies de importancia clinica y
fitopatolégica, para entender los fendmenos de resistencia, y para disefiar nuevos métodos

para su control.
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Tabla 4. Algunos ejemplos de hongos ascomicetos (anamorfos o teleomorfos) utilizados en la
agricultura para el biocontrol de plagas y enfermedades (Kendrick, 1992).

Especies aplicadas en el biocontrol

Alternaria tenuissima (Kunze) Wiltshire

Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill.

Chaetomium globosum Kunze

Cladobotryum amazonense C.N. Bastos,
H.C. Evans & Samson

Fusarium roseum Link

Gliocladium roseum Bainier

Hirsutella thompsonii F.E. Fisher

Metarhizium anisopliae (Metschn.)
Sorokin

Nomuraea rileyi (Farl.) Samson

Phialophora radicicola Cain

Talaromyces flavus (Klécker) Stolk &
Samson

Trichoderma hamatum (Bonord.) Bainier

Trichoderma harzianum Rifai

Trichoderma viride Pers.

Organismo diana
Alternaria zinniae H. Pape (manchas foliares)

Leptinotarsa sp. (escarabajo de la patata, coledptero)
Carpocapsa sp. (polillas, lepidoptero)

Blissus leucopterus (chinche de la raiz del arroz, chinche de los pastos,
hemiptero)

Fusarium roseum Link (podredumbre en semilleros de maiz)

Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer (enfermedad “escoba de bruja” del
cacao)

Claviceps purpurea (Fr.) Tul. (ergot: enfermedad “cornezuelo del
centeno”, gramineas)

Botrytis cinerea Pers. (moho o podredumbre gris de las fresas)
Phyllocoptruta sp. (acaro del citrico)

Cercopidae sp (larvas chupadoras en cafa de azucar y pastos)
Anopheles sp., Aedes sp., Culex sp. (mosquitos)

(varias especies de lepidopteros)

Gaeumannomyces graminis (Sacc.) Arx & D.L. Olivier (podredumbre de
la raiz del trigo)

Verticillium dahliae Kleb. (marchitez de la berenjena)

Pythium spp. (damping-off en semilleros)

Sclerotium rolfsii (Welch) Boerema & Hamers (podredumbre del tallo en
cacahuetes)

Rhizoctonia solani (Welch) Boerema & Hamers
Armillaria mellea (Vahl) P. Kumm.

Stereum purpureum Pers.

Heterobasidion annosum (Fr.) Bref.

(damping-off, podredumbre de raices, etc. en numerosos cultivos)
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Tabla 5. Algunos ejemplos de la aplicacion en medicina de los metabolitos secundarios
producidos por los hongos (Kendrick, 1992; Wildman, 1997; Carlile y col, 2001).

Compuestos

Acido fusidico

Alcaloides de la ergotamina:
ergometrina
metil-ergometrina
dihydroergotamina

bromocriptina

Cefalosporinas

Ciclosporinas (a-z)

Fumagilina
Griseofulvina

Lovastatina

Antidiabéticos orales
Mevastatina
Penicilina G
Penicilina V

Sordarina

Hongos que se utilizan en su
produccioén

Fusidium coccineum Fuckel

Claviceps fusiformis Loveless

Claviceps paspali F. Stevens & J.G.
Hall

Claviceps purpurea (Fr.) Tul.

Cephalosporium acremonium Corda

Tolypocladium spp.
Beauveria sp.
Fusarium sp.
Neocosmospora sp.

Stachybotrys sp.
Aspergillus spp.
Penicillium griseofulvum Dierckx

Monascus ruber Tiegh.

Aspergillus terreus Thom
Pseudomassatria sp.
Penicillium citrinum Sopp
Penicillium notatum Westling
Penicillium chrysogenum Thom

Sordaria araneosa Cain

Aplicacion

Antibidtico (bacterias Gram-positivas)

Vasoconstrictores:
estimulantes de
la musculatura lisa del Utero

tratamiento de la migrana

Supresor de la prolactina
Antibiético

(bacterias grampositivas y gramnegativas)

Inmunosupresores

Antibiotico (protozoos)
Antibiotico (dermatofitos)

Hipolipemiante

Tratamiento de la diabetes
Hipolipemiante

Antibiético

Antibiético

Antibiotico (antifingico)
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Debido a la rapida destruccion de los ecosistemas, muchas especies se encuentran
amenazadas de extincion, lo que implica la pérdida de todos sus potenciales beneficios. Un
paso importante para concienciar sobre la necesidad de preservar los ecosistemas terrestres

consiste en promover el descubrimiento, la caracterizacién, y el empleo de los hongos del suelo

(Rossman y col., 1998).
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La amplia gama de potencialidades biolégicas de los hongos ha incrementado el interés de
estos organismos para la medicina, la veterinaria, la fitopatologia, la industria quimica y la
farmacéutica. Su aplicacion por las grandes compafias se ha traducido en notables
rendimientos econémicos. Tan solo por citar un ejemplo, en los EE.UU., las ganancias anuales
obtenidas a partir de la aplicacién industrial de los hongos exceden los 32 billones de dolares.
En consecuencia, las ultimas décadas han estado marcadas por un creciente interés en el
estudio de estos organismos.

Ademas de sus aplicaciones, los ascomicetos filamentosos constituyen el grupo de mayor
importancia en investigacion basica. Al ser organismos eucariotas poseen una estructura
génica y una organizacion metabdlica similar a la de las plantas y los animales. Estas
caracteristicas, unidas al hecho de que son facilmente manipulables, han convertido a los
hongos filamentosos en modelos para estudiar los aspectos basicos de la regulacion celular.
Los estudios basados en el género Neurospora merecieron un Premio Nobel en Fisiologia y
Medicina (afno 1958), los cuales abrieron un nuevo campo de investigacion, la bioquimica
génica.

Hasta el presente, los hongos anamorficos han sido los mas estudiados, la mayoria de ellos
estan ubicados en la phylum Ascomycota (Hanlin, 1993). Sin embargo, los teleomorfos han
sido escasamente investigados y esto es debido a que solamente un 10 % de los géneros han
podido ser aislados en cultivo (von Arx, 1981). La principal dificultad para su aislamiento radica
en que es necesario interrumpir el estadio de latencia constitutiva de sus ascosporas. El
numero de hongos descritos hasta el momento se cifra en aproximadamente 250000 especies,
el 75% de las cuales son ascomicetos (Nelson y col., 2001). Las estimaciones sefalan, sin
embargo, que el niumero de especies de este grupo que quedan por descubrir excede las
669000 (Hawksworth y Mouchacca, 1994).

La taxonomia de los ascomicetos, hasta hace unos pocos anos, estaba basada
exclusivamente en criterios morfoldégicos. En la actualidad disponemos de métodos mas
objetivos, entre ellos la inferencia de las relaciones filogenéticas a partir de secuencias del ADN

ribosémico. Estos métodos han permitido redisenar la taxonomia, y proponer sistemas de
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clasificacién mas naturales. Sin embargo, aun quedan numerosas interrogantes por responder.
Dentro de la subclase Sordariomycetidae, dos familias, Sordariaceae y Coniochaetaceae,
presentan problemas taxonémicos pendientes de resolucién.

En Sordariaceae encontramos uno de los géneros mas significativos, Neurospora. Este
género esta siendo estudiado desde hace mas de 60 afos y sobre Neurospora se han
publicado mas de 5000 articulos en los ultimos 30 afos. Sin embargo, su circunscripcién
genérica aun no ha sido elucidada. Esto es debido a que los criterios morfologicos utilizados
para su delimitacién con Gelasinospora han resultado de poco valor filogenético.

Las relaciones filogenéticas de la familia Coniochaetaceae con los miembros de la subclase
Sordariomycetidae fueron resueltas recientemente. Sin embargo, varias problematicas

taxonémicas dentro la familia y dentro del género Coniochaeta continGian sin ser dilucidadas.

En nuestro trabajo nos propusimos tres objetivos principales:

v Contribuir al conocimiento taxonémico de los miembros de la clase Sordariomycetes,

utilizando técnicas morfoldgicas y moleculares.

e Utilizar diferentes técnicas de aislamiento de hongos del suelo y de activacion de

ascosporas latentes.

e Estudiar cepas de referencias procedentes de diferentes colecciones de cultivos

puros representativas de los diferentes grupos taxonémicos de la clase.

v Determinar las relaciones filogenéticas entre los géneros Gelasinospora'y Neurospora.

v Determinar la filogenia molecular de la familia Coniochaetaceae.
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3.1. TECNICAS DE CAMPO

3.1.1. Origen de las muestras

Las muestras de suelo se recolectaron durante diferentes campanas llevadas a cabo por el
personal de la Unidad de Microbiologia de la Facultad de Medicina y Ciencias de la Salud
(Universidad Rovira i Virgili). Las recolectas se realizaron, por lo general, en paises de clima
tropical o subtropical (Argentina, Australia, Cuba, India, México, Nepal, Nigeria, Peru,
Venezuela, y Tailandia), y se seleccionaron como zonas fitogeograficas de interés los bosques
lluviosos, reportados como las areas geograficas de mayor biodiversidad del planeta
(Hawksworth, 1993). También se incluyeron en el estudio regiones de clima templado (Chile y
Espana), semiarido continental (India y Nepal) y continental frio (Noruega y Rusia). El periodo

de recoleccién abarc6 desde 1995 hasta 2002.

3.1.2. Muestreo y conservacion de las muestras

La recoleccién de las muestras se realiz6 tomando, aproximadamente, 50-100 g de suelo
proveniente de la capa mas superficial del suelo, libre de materia organica forme (estratos u
horizontes A-A,, 1cm de profundidad). Las muestras eran colocadas en bolsas de polietileno
estériles. Una vez en el laboratorio, las muestras se conservaban en camara fria a 4-7 °C hasta

su estudio.
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3.2. TECNICAS DE LABORATORIO

3.2.1. Método de aislamiento mediante la activacion de las ascosporas presentes en el

suelo.

3.2.1.1. Activacion mediante la accion del fenol.

Aproximadamente, 1-2 g de suelo eran introducidos asépticamente en un tubo de ensayo de
10 mL, al cual se le agreg6 fenol al 2% (p/v) (Phenol crystal, Panreac, Barcelona, Espafa). La
muestra era homogenizada manualmente por agitacion. Pasados 10 min de incubacién, el
sobrenadante era eliminado por decantacién y el residuo sélido era resuspendido en 10 mL de
agua destilada estéril. Posteriormente se procedia a una nueva homogeneizacion y su
contenido se dispensaba en 6 placas de Petri (1.6 mL/placa, aproximadamente). A cada placa
se le adicionaban entre 10-15 mL de agar-patata-zanahoria (PCA, ver acapite 3.2.5.1.) fundido
(40-45 °C) con cloranfenicol y dieldrin (SIGMA-ALDRICH CHEMIE, Steinhe, Alemania) para
prevenir el desarrollo de bacterias y acaros, respectivamente. Para homogenizar el contenido
de las placas éstas eran agitadas con movimientos circulares y se dejaban solidificar a
temperatura ambiente. Las muestras asi procesadas eran incubadas a 15 °C, temperatura

ambiente (22-25 °C) y 30 °C. Fueron utilizadas dos placas para cada temperatura.

3.2.1.2. Activacion mediante la accion del etanol

Aproximadamente 1-2 g de suelo eran introducidos asépticamente dentro de un tubo de
ensayo de 15-20 mL al que se le adicionaban 5 mL de solucién de etanol al 60 6 70% v/v.
Pasados 10 min de incubacion, el sobrenadante era eliminado por decantacion y el residuo
solido era resuspendido en 10 mL de agua destilada estéril. A partir de este paso se procedia

de igual forma que en la técnica de activacion por fenol.
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3.2.1.3. Modificacion del método de Furuya y Naito (1979).

Alrededor de 1-2 g de suelo eran colocados en un tubo de ensayo de 10 mL, se les
adicionaban 5 mL de solucién de acido acético al 5% v/v, se agitaban vigorosamente durante 1
min, y se incubaban durante otros 9 minutos. El sobrenadante era eliminado por decantacion y
el residuo solido era resuspendido en 10 mL de agua destilada estéril. Luego se procedia de

igual forma que en la técnica de activacion por fenol.

3.2.2. Método de aislamiento mediante la técnica de “cebo o anzuelo”

(Payen, 1965; Barnett y col., 1974; Davet y Rouxel, 2000).

Las muestras de suelo eran colocadas en placas de Petri estériles, de manera que el suelo
ocupara la mitad del volumen de la misma (aproximadamente 100 g de suelo). Como cebo se
utilizaban pequefas piezas de madera estéril (3-4 x 2 x 0.5 cm) obtenidas a partir de
depresores linguales de uso médico (Depresores esterilizados, Betik S.A. Gipuzkoa, Espana),
que se colocaban sobre la superficie de la muestra o parcialmente hundidas en ella. El suelo
era humedecido con agua destilada estéril, repitiendo esta operacién semanalmente para evitar
el desecamiento de las muestras. Las placas eran incubadas a temperatura ambiente (22-25

2C), en condiciones de alternancia de luz-oscuridad.

3.2.3. Examen de las muestras. Aislamiento y obtencion de cultivos puros.

Las colonias de hongos que se desarrollaban eran examinadas mediante un microscopio
estereoscopico Carl Zeiss. Los ascomas eran extraidos mediante agujas hipodérmicas

estériles, y eran depositados sobre una gota de agua destilada estéril, lactofenol o lactofenol
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azul de algodén previamente colocada sobre un portaobjetos. Si la observacion de las
estructuras flungicas (ascomas, ascos, ascosporas) confirmaba la presencia de un espécimen
interesante procediamos a su aislamiento.

Con una aguja hipodérmica estéril se recogian las ascosporas liberadas del ascoma y se
inoculaban en placas de Petri de 5 cm de diametro las que contenian diferentes medios de
cultivo (ver acapite 3.2.5.1.): agua-agar (AA), agar-avena (OA), o agar-patata-zanahoria (PCA).
Las placas eran rotuladas e incubadas a la misma temperatura que la placa a partir de la cual
fue recuperado el espécimen. Si la especie en cuestion no presentaba ascosporas libres se
procedia a la siembra directa de los ascomas previa descontaminacién. La descontaminacién
era realizada por inmersién en una solucion 1% de hipoclorito de sodio (NaClO) durante
diferentes periodos de tiempo (1, 2 6 5 min), posteriormente se sembraban en los medios de
cultivos ya citados y en las mismas condiciones de incubacién que la placa original.

Para estudiar las caracteristicas morfolégicas y culturales, los cultivos puros de las especies
interesantes eran transferidos a placas de Petri de 10 cm de didmetro con diferentes medios de
cultivo (agar extracto de malta-MEA-, OA, y PCA). La incubacion se realizaba a diferentes
temperaturas (generalmente a 15, 22-25, 35-37 °C, excepcionalmente a 40-42 6 45-47 °C) con

periodos de 12 h de alternancia luz-oscuridad.
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3.2.4. Identificacion de los ascomicetos aislados en cultivo puro.

Los taxones obtenidos en cultivos puros eran identificados de acuerdo con los criterios

establecidos para cada género mediante el estudio de las caracteristicas de la colonia y la

morfologia microscopica de sus estructuras somaticas y reproductivas.

1. Caracteristicas de la colonia (por lo general, a los 14 dias de incubacién)

Las colonias eran examinadas con la ayuda de un microscopio estereoscopico y se

consideraban las siguientes caracteristicas:

@

e ® @ @ @ @® @ @ @

Diametro de la colonia

Color de la superficie y del reverso (Kornerup y Wanscher, 1984)
Textura

Topografia

Bordes

Zonas de crecimiento

Presencia de pigmentos hidrosolubles

Presencia de exudados

Presencia de ascomas fértiles

Localizacion de los ascomas en la colonia

Las colonias eran descritas segun los caracteres culturales observados a temperatura

ambiente (25 + 2 °C). Para el resto de las temperaturas ensayadas se anotaba su tasa

de crecimiento y de maduracién (formacién de ascomas fértiles).

2. Morfologia microscépica.

Las descripciones microscépicas incluian las siguientes estructuras y sus

caracteristicas:

@ Hifas: color, forma, diametro y presencia de septos.

@ Ascomas: tipo, color, forma y tamano; presencia de pelos (setas) peridiales,

su color, forma, ornamentacién y tamafo; grosor, numero de capas Yy textura del
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peridio; color, forma, tamano y ornamentacion de las células peridiales;
presencia de paréfisis y perifisis, su forma, color, presencia o no de
ramificaciones y disposicion de los septos.

@ Ascos: nimero de ascosporas, forma y tamario, tipo de pared (evanescente
o persistente), presencia de estructuras apicales y su afinidad por determinados
colorantes (amiloides, no amiloides o dextrinoides), presencia y tamafno del
estipite.

@ Ascosporas: disposicion dentro de los ascos, presencia y nimero de septos,
forma, tamafo y color, tipo de ornamentacién de la pared, nUmero y posicion de
los poros 0 surcos germinales; presencia de capa o vaina mucilaginosa;
presencia, disposicién, forma y tamafno de apéndices mucilaginosos.

@ Anamorfo: presencia, tipo, color, forma, ornamentacion y tamafno de los
conidioforos; tipo, color, forma, ornamentacién y tamafio de las células
conidiégenas; tipo de conidiogénesis; color, forma, ornamentacién, disposicion,
nuamero de células y tamano de los conidios.

@ Clamidosporas: presencia, color, forma, ornamentacion, disposicion y

tamano.

3.2.5. Medios de cultivo y medios de montaje utilizados

3.2.5.1. Medios de cultivo

@ Agar harina de avena (OA) (Kirk y col., 2001)

Harina de avena..........ccccceeeuneeen. 3049
Agar DifCo.......ccvviiiiiiieceiiiece 209
Agua destilada..........cccceeeennnn. 1000 mL
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Se colocaba en un recipiente apropiado la harina de avena y 500 mL de agua destilada
y se calentaba hasta ebullicién durante una hora. Posteriormente se filtraba el caldo a
través de una gasa estéril desechando el residuo sélido, se adicionaban 20 g de agar
previamente disuelto en 500 mL de agua y se agregaba mas agua hasta completar
1000 mL. Se dispensaba en frascos de vidrio que se esterilizaban durante 20 min a 121

°C.

@ Agar patata-zanahoria (PCA) (Kirk y col., 2001)

Patatas.........ccooeeeiiiiiiciiees 209
Zanahoria.......cccoccveeeeniiieeeene 209
Agar DifCo......cccovveeiiiiiecciiee, 209
Agua destilada...........ccceeeeenn. 1000 mL

Las patatas y las zanahorias se cortaban en porciones, se colocaban en un recipiente
apropiado con 500 mL de agua, se llevaban a ebullicion manteniéndola durante una
hora. Posteriormente se filtraba el caldo a través de una gasa desechando el residuo
solido, se le adicionaban 20 g de agar previamente disuelto en 500 mL de agua y se
agregaba mas agua hasta completar 1000 mL. Se dispensaba en frascos de vidrio y se

esterilizaban durante 20 min a 121 2C.

@ Agar extracto de malta (MEA) (Kirk y col., 2001)

Extracto de malta..........ccccvvveiiiiieinninen. 20.0¢
AQar DifCO....ccoiiieieeeeeee e 20.0¢
Agua destilada.........ccoeeeiiiiiiiiiniieeees 1000 mL

Los componentes eran mezclados y dispensados en frascos apropiados, se

esterilizaban durante 20 min a 121 2C.

@ Agar, agua y celulosa (AA+C)

Celulosa....cueeeeiiiiee 15.09
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AQar DifCO.....cooiieieieee e 20.0¢
Agua destilada..........cooeeeiiiiiiiiniiees 1000 mL

Los componentes eran mezclados y dispensados en frascos apropiados, se

esterilizaban durante 20 min a 121 °C.

3.2.5.2. Medios de montaje

@ Lactofenol (Barnett y col., 1974)

Acido I1ACtICO. ..o, 20 g
Fenol.......coi e 209
Glicerol......oooviieiiiieiiee e 409
Agua destilada..........cccceeeeiineennne 20 mL

@ Lactofenol-azul de algodén (Barnett y col., 1974)

ACIdO JACHCO. . ... 20 g
Fenol.. ..o 209
GliICErol...cuiiiiieeeee e 40 ¢
Agua destilada.........ccooeeeiiieiiiiiieen. 20 mL
Azul de algodon.........ccceeeviveeenne 0.05-0.10 g

@ Reactivo de Melzer (Barnett y col., 1974)

Hidrato de cloral...........cccccveveennennn. 100 ¢
Kl 59
ettt 1.5¢g
Agua destilada..........cccceeeeeiiiiinns 100 mL

Para observar la ornamentacion del episporio, las ascosporas se colocaban con ayuda de

una aguja hipodérmica en una gota de hipoclorito de sodio concentrado depositada sobre un
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portaobjetos. Pasados 5 min se colocaba el cubreobjetos y se observaban las caracteristicas

de esta capa de las esporas (Cailleux, 1971).

3.2.6. Conservacion de las cepas

3.2.6.1. Conservacion en tubos con medio de cultivo inclinado (“agar en pico de flauta’)

El medio de cultivo estéril y licuado (por lo general OA 6 PCA) era introducido asépticamente
en tubos de polietileno estériles con tapa del mismo material. Antes de dejar solidificar el medio
a temperatura ambiente, los tubos eran inclinados para obtener un “pico de flauta”. Una vez
solidificado, y pasado el control de esterilidad, se inoculaban las cepas. Se incubaban a
temperatura éptima durante el periodo de tiempo necesario para la formacion de ascomas
maduros. Posteriormente, se almacenaban en camara frigorifica a 4 °C. Se realizaban
siembras periédicas (usualmente cada 3 meses). Para garantizar la conservacion durante
periodos mas prolongados, se cubria totalmente el cultivo con aceite de vaselina o parafina

liquida estéril.

3.2.6.2. Conservacion en agua

Las cepas de interés se sembraban en un medio de cultivo adecuado para la produccion de
ascomas. Se incubaban en condiciones Optimas. Las colonias obtenidas sobre el medio
agarizado se cortaban con hojas de bisturi estériles formando cubos de agar de unos 10 mm
de lado. Estos se introducian de forma aséptica en viales de cristal con agua destilada estéril,
se cerraban herméticamente (con tapa de rosca o tapon de caucho sintético) y se almacenaban

a temperatura ambiente.
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3.2.6.3. Conservacion de cultivos secos

Los cultivos destinados a la micoteca se desecaban en una estufa de secado a 45-55 °C, y
se almacenaban en sobres de papel encerado, con todos los datos de referencia
convenientemente anotados. Los holotipos eran remitidos para su depésito al International
Mycological Institute (IMI, CABI), Egham, Gran Bretana. Los isotipos eran depositados en la

coleccion de cultivos puros de la Facultad de Medicina y Ciencias de la Salud (FMR), Reus,

Espana.

3.2.6.4. Preservacion de los cultivos vivos

Los cultivos vivos de los taxones nuevos o interesantes fueron depositados en las siguientes

colecciones:
¢ Biological Resource Center (NBRC), Chiba, Japén
e Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS), Utrecht, Holanda
e Coleccion de cultivos de la Facultad de Medicina de Reus (FMR), Tarragona,
Espafna
e [nternational Mycological Institute (IMI, CABI), Egham, Gran Bretana

e University of Alberta Microfungus Collection and Herbarium (UAMH), Alberta,

Canada

3.2.7. Estudios microscopicos

3.2.7.1. Microscopia dptica

Para el estudio morfolégico se utilizaron los siguientes microscopios:
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e Leitz Dialux 20 EB con contraste de fases

e Olympus CH 2

e Olympus BH2 con contrastes de fases e interferencia de Nomarski
Para realizar las ilustraciones se utilizé una cdmara clara Olympus acoplada a un microscopio
Olympus BH2, empleando los oculares Olympus NFK 6.7 X LD y Leitz Wetzlar Periplan GF 25
X M. Para los dibujos en tinta se empled papel vegetal DIN A4, rotuladores Staedtler Marsmatic
con punto de 0.1 y 0.2 mm de didmetro, tinta china negra Rotring GMBH, plantillas de dibujo
Faber-Castell 972 A, B, y C, y compas Forcel. Para realizar las microfotografias se utilizé6 una
camara digital Olympus DP10 acoplada a un microscopio Leitz Dialux 20, el sistema de
captacion de imagenes y procesamiento de las mismas es el del programa Soft Imaging

System GMBH (Alemania)

3.2.7.2. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las muestras para microscopia electronica de barrido (SEM) fueron procesadas segun el

método de Figueras y Guarro (1988 a, b), el cual incluye las siguientes fases:

@ Fijacion

Mediante el empleo de la lupa estereoscépica se seleccionaban las areas de las
colonias con desarrollo 6ptimo y se cortaban dichas zonas utilizando una hoja de bisturi
estéril. Las muestras eran sumergidas en una solucion fijadora de 2-glutaraldehido 2%
v/v en tampén fosfato de concentracion 0.1 M y pH 7.3-7.4 (Sabatini y col., 1963),
dispensada en viales de cristal. Para evitar que las muestras flotaran libremente y para
aumentar la superficie de contacto entre la muestra y el fijador, se agregaban unas
gotas de Tween 80 (Carrol y Carrol, 1973). Los viales se colocaban dentro de un
desecador y eran sometidos a la accion del vacio generado por una bomba acoplada

durante 1 hora (Campbell, 1972; Hanlin, 1982; Rosing, 1982). Transcurrido este tiempo
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las muestras eran separadas del fijador por decantacién cuidadosa y lavadas durante

15 minutos con solucién de tampoén fosfato 0.1 M. La fijacidon secundaria se realizaba

mediante una solucion de tetradxido de osmio (0,0s) 1% p/v en solucién de tampoén

fosfato 0.1 M (Palade, 1952).

& Deshidratacion

Las muestras eran deshidratadas progresivamente mediante concentraciones

crecientes de etanol. A continuacién se indican dichas concentraciones y el tiempo de

exposicion:
1. S0olucion 30 Y% V/V.....oooiiiiiiiiiee e 15 minutos
2. SOIUCION 50 Yo V/V..eviiiiiiiieeeieeeee e 15 minutos
3. SOoluCION 70 Yo V/V..eeeiiiiiiiiiiieee e 15 minutos
4. SoluCiOn 80 Yo V/V....cooiuuieiiiiiiieeeieiee e 15 minutos
5. SoluCion 90 Yo V/V...cccoeeiiiiiiiiiiiiieeee e 15 minutos
6. SOIUCION 96 Yo V/V...cciiiiieeiiiiiiie e 15 minutos
7. Solucion 100 Yo V/V.....oeeiieeiiieeiiieeeiee e 60 minutos

(renovando el alcohol absoluto cada 20 minutos)

El siguiente paso consistia en la sustitucién secuencial del etanol por acetato de amilo,

por lo que se empleaban soluciones de concentracion creciente de este, en etanol

absoluto.

A continuacién se describen las concentraciones y el tiempo que se empleaba para

lograr dicha sustitucion de solventes:

1.

2.

Solucion de acetato de amilo en etanol absoluto, 1:3 v/v
Solucién de acetato de amilo en etanol absoluto, 1:3 v/v
Solucion de acetato de amilo en etanol absoluto, 1:1 v/v
Solucién de acetato de amilo en etanol absoluto, 2:1 v/v
Solucion de acetato de amilo en etanol absoluto, 3:1 v/v

Solucién de acetato de amilo en etanol absoluto, 4:1 v/v

15 minutos

15 minutos

15 minutos

15 minutos

15 minutos

15 minutos
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7. Acetato de amilo PUO.......cooueeiiiiiiiiieeie e 60 minutos

@ Secado
Para secar las muestras se utilizaba la técnica de punto critico, sustituyendo

previamente el acetato de amilo por CO, (Anderson, 1953; Bartlet y Burstyn, 1975).

@ Montaje y metalizacion.

Las muestras secas, eran pegadas a un porta-muestras de aluminio (u otro metal
conductor de la electricidad) mediante plata coloidal o pegamento de secado rapido.
Las muestras asi acondicionadas se introducian en un metalizador Polaron Sputter
Coater (Bal-Tec, Liechtenstein), se sometian a una atmésfera de gas argon y siguiendo
la técnica de sputtering (Echlin y Kaye, 1979), se cubrian con una capa de oro de 100-
200 um de espesor.

Algunas especies interesantes que no formaron ascomas en cultivo puro fueron
sometidas simplemente a este procedimiento. Los ascomas y las ascosporas fueron
directamente extraidos de los cebos o0 anzuelos, y colocados sobre los portamuestras.

Las estructuras fungicas fueron secadas al aire a temperatura ambiente.

@ Observacion y fotografia de las muestras

Las muestras ya procesadas se examinaban en el microscopio electrénico de barrido
Jeol JSM-6400 del Servicio de Microscopia Electrénica de la Facultad de Medicina y
Ciencias de la Salud (Universidad Rovira y Virgili, Reus, Espafna). La distancia de
trabajo empleada variaba entre los 8 y 39 mm. El voltaje aplicado estaba comprendido
entre 10 y 20 kV. Las primeras microfotografias se obtenian empleando la pelicula de
35 milimetros Kodak Tri-X Pan 400 ASA, posteriormente se acopl6 un ordenador al
microscopio electronico y a partir de este momento las imagenes se obtuvieron en

formato digital (jpg, tiff, etc) y eran impresas en el laboratorio.
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3.2.8. Técnicas de biologia molecular

3.2.8.1. Extraccion del ADN.
Para la extraccién del ADN fangico fueron utilizados dos métodos:

@ Pipette tips

El ADN total fue obtenido segun la técnica descrita por Estruch y col. (1989), con
algunas modificaciones realizadas por Cano y col. (2002). Las cepas eran sembradas
en 0.8 mL de caldo Sabouraud dispensado en tubos de microcentrifuga (eppendorfs) de
1.5 mL de capacidad. Eran incubadas a 28 °C en un agitador orbital a 250 rpm durante
el tiempo suficiente como para obtener una biomasa apreciable (7-12 dias). La pureza
de los cultivos era verificada antes de la extraccion del DNA y era realizada a partir de
una pequena suspensién de micelio que era inoculado sobre placas de OA o PCA. El
micelio obtenido a partir de los cultivos liquidos era recogido por filtracion, y lavado dos
veces con agua destilada estéril para eliminar restos del medio de -cultivo.
Posteriormente la masa miceliar se sometia a liofilizacién (Advantage Freeze Dryer, The
VirTis Company, NY). El producto resultante era triturado con la ayuda de puntas
estériles, las cuales se adaptaban perfectamente a la forma de la base del eppendorf
(Pipette tips). Con este paso se garantizaba la obtencién de un polvo muy fino, el que
se resuspendia en 500 uL de tampoén de extraccién (50 mM Tris HCI pH 7.2, 50 mM
EDTA, 3% SDS) y era incubado durante 1 h a 65 °C. A continuacion, el producto de la
lisis era extraido con una solucion de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y el
ADN era recuperado por precipitacion con isopropanol. El precipitado resultante era
lavado con solucion de etanol 70% v/v, secado al vacio y resuspendido en solucién

tampén TE (10 mM Tris HCI pH 8.0, EDTA 0.1 mM).

@ Fast DNA® Kit (Bio 101® Systems, Q BlOgene)
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Las cepas eran sembradas en placas de Petri sobre medios de cultivos convencionales
(PCA, OA, o MEA). EI DNA fungico era extraido y purificado utilizando el Fast DNA kit
(Bio101® Systems, Q BIOgene). Cuyo protocolo general era el siguiente:

La muestra fungica era obtenida mediante el raspado de la colonia, y era introducida en
un tubo de microcentrifuga de 2 mL. Estos tubos contenian diminutas cuentecillas, una
esfera de ceramica y una soluciéon que funciona como tampén de lisis y componentes
estabilizadores del ADN (CLS-Y). Los tubos eran centrifugados durante 5 min en el
FastPrep® Instrument (centrifugacién y oscilacién), para provocar la lisis celular.
Posteriormente, se realizaba una centrifugacion a 13 000 rpm durante 7 min para
separar los restos celulares y las proteinas. 600 uL del sobrenadante eran transferidos
a otro tubo de microcentrifuga, se le agregaban 600 pL de una solucion que funciona
como matriz de fijacién para el ADN (Binding Matrix) y se incubaba durante 5 min a
temperatura ambiente. A continuacién se centrifugaba durante 1 min y el precipitado
resultante (matriz + ADN) era resuspendido cuidadosamente en 500 pL de una solucion
de lavado (SEWS-M). A continuacién eran realizados dos pasos consecutivos de
centrifugacion (1 min y 10 seg.), en cada caso el sobrenadante era eliminado
cuidadosamente con una pipeta y el procedimiento se continuaba con el precipitado
(matriz + ADN). Para recuperar el ADN fijado en la matriz, eran afadidos 100 yL de una
solucién de aclarado (DES) que se dejaba actuar entre 2-3 min, transcurrido este tiempo
se procedia a una nueva centrifugacién de 1 mina 13 000 rpm. El sobrenadante era
transferido a un tubo de microcentrifuga de 1.5 pL y a continuacion, para eliminar los

restos de particulas procedentes de la matriz, era nuevamente centrifugado.
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3.2.8.2. Amplificacion de los genes y de las regiones de los espaciadores intergénicos (ITS) del

ARNr

@ Amplificacion del gen 18S del ARNr

Para la amplificacion del fragmento correspondiente al gen 18S del ARNr se
emplearon los cebadores NS1 y NS24UCB descritos por White y col. (1990) y Gargas y
Taylor (1992) respectivamente (Tabla 6).

Cada reaccién de PCR se desarrollé en un volumen final de 50 yL. La mezcla de
reaccion estaba compuesta por 100 mM Tris HCI, 500 mM KCI, 2.5 mM MgCl,, 10 pmol
de cada cebador, 2.5 mM de cada desoxirribonucle6tido (gene Amp dNTP Mix con
dTTP, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 0.1-10 ng de ADN y 2.5 unidades de
Taq polimerasa (AmpliTaq DNA polymerase, Applied Biosystems). Para cada reaccion
de PCR se realizaban controles negativos que contenian agua destilada estéril en lugar
del ADN fangico.

El protocolo utilizado para la amplificacion fue el descrito por Henrion y col. (1994)
con algunas modificaciones descritas por Gené y col. (1996).

La reaccién de PCR estaba constituida por los siguientes pasos:
1. Desnaturalizacion inicial de 5 min a 94 °C
2. 30 ciclos, cada uno de ellos constituido por tres fases:
e Desnaturalizacion, 1 min a 94 °C
¢ Anillamiento, 1 min a 42 °C
e Elongacion, 3 mina 72 °C
3. Extension final, 7 min a 72 °C

Las reacciones de amplificacién se realizaban en un termociclador Perkin Elmer
2400 (Perkin-Elmer Cetus Co., Emeryville, CA). Con el objetivo de visualizar y analizar
el resultado de la amplificacion, se tomaban 2 L de la reaccién y eran sometidos a

electroforesis en gel de agarosa al 1% (Boehringer Mannheim). Para comprobar el
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tamano de los amplificados se anadia en el primer y ultimo pocillo el marcador de peso
molecular 100 bp Ladder (Invitrogen, Groningen, The Netherlands).

Los productos finales eran purificados mediante el kit GFX™ PCR DNA and gel
band Purification (Amersham Biosciences, NJ. U. S. A.), y subsiguientemente

almacenados a —20 2C hasta su secuenciacion.

@ Amplificacion de las regiones ITS y del gen 5.8S del ARNr
Para la amplificacién de las regiones de los ITS (ITS1 e ITS2) y del gen 5.8S del
ARNr se usaron los cebadores ITS 5 e ITS 4 (Tabla 6), descritos por White y col. (1990).
El protocolo usado para la amplificacién fue el descrito por Gené y col. (1996). El
programa de amplificacion fue el siguiente:
1. desnaturalizacion inicial de 5 min a 94 °C
2. 30ciclos de 30 seg. a 95 °C
3. 1Tmina50°C
4. 1mina72°C
5. extension final, 7 min a 72 °C
Los productos finales se analizaban por electroforesis en geles de agarosa al 2%
(agarose MP; Boehringer Mannheim). En la comprobaciéon del peso molecular de los

amplificados y la limpieza de los mismos se siguio el protocolo descrito anteriormente.

@ Amplificacion del gen 28S del ARNr
Los cebadores utilizados para la amplificacién de los dominios D1, D2 del gen 28S
del ARNr fueron los descritos por O’'Donnell (1993), NL1 y NL4.
La reaccion de PCR constaba de los siguientes pasos:
1. Desnaturalizacién inicial de 5 min a 94 °C,
2. 30 ciclos, cada uno de ellos constituido por tres pasos:
e Desnaturalizacién, 45 seg. a 94 °C

e Anillamiento, 1 min a 51 ¢C
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e Elongacién, 3 mina 72 °C

3. Extension final de 10 min a 72 °C.
Los productos finales se analizaban por electroforesis en geles de agarosa al 2%
(agarose MP; Boehringer Mannheim). En la comprobacién del peso molecular de los

amplificados y la limpieza de los mismos se siguié el protocolo descrito anteriormente.

3.2.8.3. Secuenciacion, alineamiento y analisis filogenético

@ Secuenciacion de los productos de PCR
Para la secuenciacion se utiliz6 el protocolo recomendado en el kit Taq DyeDeoxy
Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems. Gouda, Holanda). En la Tabla 6 se
muestran los cebadores utilizados en las reacciones de secuenciacion de los genes 18S
y 5.8S, de las regiones de los espaciadores intergénicos (ITS1 e ITS2), y de los dominios
D1 y D2 del gen 28S. La secuenciacion se realiz6 empleando un secuenciador capilar
ABIPrism310 DNA sequencer (Applied Biosystems). Las secuencias consenso se

obtenian utilizando el programa Autoassembler (Applied Biosystems).

Tabla 6. Cebadores utilizados para la amplificacion y la secuenciacion de las diferentes
regiones del ADN ribosémico.

Regiones Cebadores Secuencias 5 — 3’ Referencias
NS1 GTAGTC ATATGC TTG TCT C White y col., 1990
NS19UCB CCG GAG AAG GAG CCT GAG AAAC Gargas y Taylor, 1992
NS20UCB CGT CCC TAT TAATCATTA CG Gargas y Taylor, 1992
18S NS21UCB GAA TAA TAG AAT AGG ACG Gargas y Taylor, 1992
NS22UCB AAT TAA GCA GAC AAATCACT Gargas y Taylor, 1992
NS23UCB GAC TCA ACA CGG GGA AACTC Gargas y Taylor, 1992
NS24UCB AAA CCT TGT TACGAC TTT TA Gargas y Taylor, 1992
ITS5 GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAGG  White y col., 1990
1Py ITS4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC White y col., 1990
NL1 GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AA O’Donnell, 1993
285 NL4 GGT CCG TGT TTC AAG ACG G O’Donnell, 1993
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@ Alineamiento de las secuencias y analisis filogenético

Las secuencias se alineaban utilizando el programa Clustal W (version 1.5)
(Thompson y col., 1994) y Clustal X (Thompson y col., 1997). Los alineamientos eran
corregidos visualmente mediante un procesador de texto (Microsoft Word 2000).

Las relaciones evolutivas fueron reconstruidas utilizando el método de las distancias
geneéticas o Neighbor-joining. Los alineamientos fueron analizados mediante el
programa MEGA 2.1 (Kumar y col., 2001), utilizando el modelo de Kimura 2 parametros
(Kimura, 1980), incluyendo las transiciones y transversiones. Los valores de confianza
para cada agrupamiento se determinaron mediante el analisis de bootstrap, (1000

réplicas) (Felsenstein, 1985).

3.2.8.3. Deposito y obtencion de secuencias

Las secuencias derivadas de nuestro trabajo fueron depositadas en la base de datos del
European Molecular Biology Laboratory (EMBL). Otras secuencias incluidas en nuestros
andlisis fueron adquiridas de dicha base de datos y del GenBank a través de la pagina de

Internet: http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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D. Garcia, A. M. Stchigel and J. Guarro. 2002. A new species of Syspastospora from

tropical soils. Mycologia 94: 862-865.
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A new species of Syspastospora from tropical soils

Dania Garcia
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Habana, Cuba
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J. Guarro!
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Universitat Rovira i Virgili, C/ Sant Lloreng 21,
43201, Reus, Tarragona, Spain

Abstract:  Syspastospora tropicalis sp. nov. isolated
from soil samples from different tropical regions is
described and illustrated. The fungus can be easily
separated from the other species of the genus by its
setose perithecial ascomata with a short papillate
neck.

Key Words:
borne fungi

Ascomycota, Ceratostomataceae, soil

INTRODUCTION

The genus Syspastospora was erected by Cannon and
Hawksworth (1982) to accommodate S. parasitica
(Tul.) P. F. Cannon & D. Hawksw. (1982), which was
removed from Melanospora Corda mainly on the basis
of the neck structure. In Syspastospora the neck is
long and formed by more or less parallel hyphae with
remote septa, and in Melanospora it is short and com-
posed of pseudoparenchymatous cells. The ring of
hyaline setae around the ostiole, which is universally
present in Melanospora, is lacking in Syspastospora.
Another distinctive feature is the shape of the asco-
spores, which in Syspastospora are cylindrical to doli-
iform, with truncate ends and with large terminal cra-
teriform germ pores, while in Melanospora they are
usually ellipsoidal to citriform, and with small, slightly
sunken germ pores (Cannon and Hawksworth 1982).
The second species of the genus, S. boninensis Horie,
Udagawa & P. F. Cannon (1986), is characterized by
non-ostiolate ascomata and wider ascospores.
During a survey of soil-borne ascomycetes in trop-
ical forests of different countries numerous strains of
an interesting species of Syspastospora were isolated.
This species proved to be sufficiently different from
those previously described to warrant the proposal of
a new taxon.

Accepted for publication February 08, 2002.
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MATERIALS AND METHODS

The soil samples were collected in Argentina, Cuba, Nepal,
and Nigeria in different forays (1995-2000). In Argentina,
soil samples were collected in areas of the Las Yungas rain-
forest with average monthly temperatures between 11 and
30 C and an annual precipitation of 2500 mm. Samples
from Cuba were collected from four localities with average
monthly temperatures ranging from 24 to 26 C and an an-
nual precipitation of approximately 1400 mm. Soil samples
from Nepal were collected at a site 1440 m above sea level
and with a subtropical climate (average monthly tempera-
ture 2-32 C, annual precipitation 1570 mm). Soils from Ni-
geria were collected at a site 300 m below sea level with a
tropical hinterland climate (temperatures usually higher
than 27 C, annual precipitation 2000-3000 mm).

Soil samples were collected from the A, horizon using
sterile polyethylene bags. These were then sealed with a
rubber band and labeled. Material was stored in a refrig-
erator at 4-7 C. A soil bait technique was used for recov-
ering the fungi. Petri dishes were half-filled with the soil
samples and moistened with sterile distilled water. Several
pieces of sterile wood (approx 1 X 2 cm) were placed on
the soil surface or partially buried in it. Petri dishes were
incubated at room temperature, in darkness, and checked
weekly. Axenic cultures of the growing fungi were obtained
from masses of mature ascospores ejected from the ascom-
ata. Isolates were grown on oatmeal agar (OA; Difco, De-
troit, Michigan, USA), potato carrot agar (potatoes 20 g,
carrot 20 g, agar 20 g, tap water 1000 mL) and malt extract
agar (MEA, Difco, Detroit, Michigan, USA) and incubated
at 15, 25, and 35 C. Colorunotations in parentheses are from
Kornerup and Wanscher (1984). Measurements were made
from slide preparﬁﬁons mounted in water and lactophenol.
Photomicrographs were obtained with a Leitz Dialux 20EB
microscope. Scanning electron microscopy techniques were
described previously by Figueras and Guarro (1988).

Syspastospora tropicalis D. Garcia, Stchigel & Guarro,
Sp. nov. Fics. 1-10

Coloniae in agaro cum decocto tuberorum et carotarum
expansae, 70-86 mm ad 14 d, effusae, floccose, reversum
albidum vel pallidum flavae. Mycelium ex hyphis hyalinis
vel dilute flavo-brunneis, ramosis, septatis, levibus, 2-5 pm
diam compositum. Chlamydosporae 7-10 pm diam., glo-
bosae vel ovoideae, primo hyalinis deinde atro-brunneae.
Ascomata superficialia vel immersa, dispersa vel in catervis-
parvis aggregata, pyriformia vel globosa, (71-) 90-109 (-
220) X 45-85 (-156) wm, nigra in ascosporis acervulantis,
setosa; setae rectae vel parum curvae, 30-80 wm longae,
1.5-4 pm latae ad basim, pallide brunneae, septatae, cras-
situnicatae. Collis nullis vel brevibus, 0-30 wm longis, 20—
30 wm latis ad basim. Peridium membranaceum, pilosum,
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2

Fics. 1-3.  Syspastospora tropicalis FMR-7301. 1. Ascoma
2,3 =5 pum.

2-3 stratiorum compositum, translucidum, textura angular-
is compositum. Paraphysis nullis. Asci in fasciculati ad cen-
trum dispositi, 8-spori, obovati vel late clavati, 12-19 X 6-
12 wm, superne rotundati, brevistipitati, celeriter evanes-
centi. Ascosporae cum irregulariter dispositionis, primo hy-

3

. 2. Ascus with ascospores. 3. Ascospores. Scale bars: 1 = 20 pum,

alinae et gutulatae, deinde brunneae vel atro-brunneae,
doliiformes vel cylindraceae, 4-5 (-6) X (3-) 3.5-4 (-4.5)
pm, unicellulares, cum parietibus laevis, utrinque trunca-
tae; poris germinationibus terminalibus duabus, 1-1.5 (-
2.5) pm diam, in utroque apice instructo.
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Soil ascomycetes from Spain. XIII. Two new species of Apiosordaria

Dania Garcia
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Abstract: Apiosordaria hispanica sp. nov. and Apio-
sordaria globosa sp. nov. isolated from soil samples col-
lected in Tarragona, Catalonia, Spain, are described
and illustrated. Both species are morphologically
close to A. otanii. The ascospores of A. hispanica have
tuberculate walls, while those of A. otanii have small
warts. Apiosordaria globosa differs from those species
by the globose upper cell of the ascospores, which
has a small apical protrusion with sub-apical germ
pore when young. In A. hispanica and A. globosa the
lower cells of the ascospores are slightly warted, while
in A. otanii the lower cell of the ascospores is smooth-
walled.

Key Words:  Ascomycota, Lasiosphaeriaceae, Med-
iterranean region, soil borne fungi

INTRODUCTION

The genus Apiosordaria Arx & Gams (Lasiosphaeri-
aceae, Ascomycota) is characterized by dark ascoma-
ta, non-amyloid asci and two-celled ascospores (Arx
and Gams 1967). These are composed of a dark and
ornamented upper cell and a hyaline lower cell
(Krug et al 1983). The presence of spines, warts or
pits in the upper cell of the ascospores is the prin-
cipal character that differentiates this genus from
other related genera of the Lasiosphaeriaceae. Trian-
gularia Boedijn and Zopfiella Winter both have a
smooth upper cell, although they also have unequal
two-celled ascospores (Guarro and Cano 1988). The
genus Apiosordaria comprises 21 species, including
mainly soil-borne and coprophilous species (Krug et
al 1983, Stchigel et al 2000).

Accepted for publication June 17, 2002.
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During a continuous survey of soil ascomycetes
from Spain, two interesting species of Apiosordaria
were isolated. Their morphological characteristics
differentiate them from all previously described spe-
cies of the genus (Krug et al 1983, Guarro and Cano
1988, Stchigel et al 2000). In the present report these
species are fully described, illustrated, and proposed
as new.

MATERIALS AND METHODS

The soil samples were collected from several places in Els
Gorgs de la Febr6, Tarragona, Spain. The vegetation is
mostly composed of Quercus ilex L. and Pinus halepensis
Mill. The area has a Mediterranean climate with an annual
average temperature of 15-36 C and an annual precipita-
tion up to 600 mm. Soil was mainly collected from the A,
horizon with sterile polyethylene bags. These were sealed
with a rubber band, and labeled. On returning to the lab-
oratory samples were stored at 4-7 C until used. Approx 1
g of the sample was treated with 2% (p/v) phenol (Phenol
crystal, Panreac, Barcelona, Spain) for 10 min. The super-
natant was discarded and the solid phase resuspended in
10 mL of sterilized water. The suspensions were cultured on
potato carrot agar (PCA, potato 20 g, carrot 20 g, agar 20
g) at 15 C in the dark. Strains were grown on oatmeal agar
(OA; Difco, Detroit, Michigan, USA), PCA and malt extract
agar (MEA, Difco, Detroit, Michigan, USA). Cultures were
made and structures were measured as described previously
by Stchigel et al (1998). Color notations in parentheses are
from Kornerup and Wansher (1984). Photomicrographs
were obtained with a Leitz Dialux 20 EB microscope. Scan-
ning electron microscopy techniques were described previ-
ously by Figueras and Guarro (1988).

TAXONOMY

Apiosordaria hispanica D. Garcia, Stchigel et Guarro,
Sp. nov. Fics. 1-9
Mycelium ex hyphis dilute brunneis vel dilute olivaceo-

brunneis, septatis, ramosis, anastomosantibus, laevibus, 1-6

pm diam composito. Coloniae in agaro cum decocto tub-

erorum et carotarum (PCA) expansae, planae, ex mycelio
vegetativo submerso et aereo, brunneae; reversum brun-
neum. Ascomata superficialia vel immersa, dispersa vel in
catervis parvis aggregata, ostiolata, brunnea vel atrobrun-
nea, pyriformia vel subglobosa, 350—-420 X 265-330 wm, pi-
losa; pilis laxis, longis, flexuosis, dilute flavo-brunneis, sep-
tatis, 2-3 wm diam composito. Collum conicum, nigrum,

78-88 (-113) pm longum, 127-137 pm latum ad basim

papilliforme. Peridium membranaceum, pilosum, 6-9 stra
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FIGS. 1-2. Apiosordaria hispanica FMR 7398. 1. Ascus with ascospores. 2. Ascospores. Scale bars: 1= 20 pm, 2= 10. um.

tiorum compositum, 17-20 wm crassitunicatum, ex textura
intricata vel textura angularis. Asci in fasciculo ad centrum
dispositi, 8-spori, cylindrici, stipitati, 146-232 X 15-22 wm,
cum muris tenuibus. Paraphyses numerosae, hyalinae, fili-
formes, septatae, 0.5-2 wm diam. Periphyses hyalinae, fili-
formes, septatae, 0.5-1 pm diam. Ascosporae uniseriatae,
primum unicellulares, clavatae, hyalinae, deinde transverse
septatae ad bicellulares; cellula superior obovoidea cum ap-
ice acuminato, brunnea, crassitunicata, 23-28 (-30) X 18—
22 (-23) pm, tuberculata, cum foramine germinali singu-
lari, apicali vel sub-apicali, 0.5-2 wm diam praedita; cellula

inferior hyalina vel sub-hyalina, conica, 1-5 (-6) pm longa.
Status conidialis nullus.

Mycelium composed of pale brown to pale olive-
brown, septate, branched, smooth-walled hyphae, 1-
6 pm diam. Colonies on PCA growing rapidly, attain-
ing 84-86 mm diam in 14 d at room temperature
(22-25 C), flat, thin, consisting of submerged myce-
lium and sparse aerial hyphae, zonate and slightly
radiate, brown (M. 5E6); ascomata produced after
one mo; reverse brown (M. 5F5). Ascomata immersed
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Fics. 3-9.  Apiosordaria hispanica FMR 7398. 3. Ascoma. 4-6. Asci. 7. Detail of ascospore wall. 8, 9. Ascospores. Scale bars.
3 =200 pm, 4 = 40 pm, 5-7= 20 pm, 8,9 = 10 pm.
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al W79y, Apsewsnidang siana Udagawa  [Udagawa
VRN aned Apsiosarrdlavin sicrocano Udagmwn & Moo
(Udagawa and Muroi 1921, All have Sspored asci
anad thee wpper cell of the ascospores more or les
spinulose. Aprasordarnia sersicndors can e easly dif
feremtioed from A dispanice by s ponastioliie e
comia and lsnger lower cell of the ascospores (12—
20 pm). which is frequently Lseprate (Morinagn e
al 1978). Apnswmdana mirrecarpa and A, WY AT
have ostinlsie ascomaia, bui ibe apper cell of the as
cospores is smaller (1519 = 1128 pm and Bi-
125 = b8 jam, vespeciivelvy (Ldagawa and Muiod
14981, Morinaga o al 1979 In Apeosermdana otanm,

the upper cell of the ascospores has very small wars
arved the boawer oell s soosoibewalled (el 19690,
while: A, kuipaescn has ascospores with the wpper cell
ornamcenied with large wubesckes and the lower cell
sligrhly waarged,

Aplosordaria globosa 1), Carcia. Swchigel en Guarma,
5P T Fizs, 10=2i)
Mycetrerm ox biyphis diloe brunneis vel diliee ol-

\'ill.'ﬂ'l'-hl'lll'lnl:'i!. H‘F:uiiﬁ. LRI s, “I!J\tl”'lllh\:.""]l]l,["-,

Bvibus, =6 pm diam composito, Cofoirae i POA

expansac. planac, ox myoclio vegetainn submerso ef

awrea, brunmeac; reversum brunmeumn. Ascomala su-
perlicialia vel immers, dispersa vel m catervs parvis
agpregls, ostiolats, brunmes vel aoobewomes, pyn-
formia vel sulgglobasa, EE-T70 = 3540 em,
dense pilosac, pilis Laxis, longis, fexeosis, dilue (la-
virhrunnens, sepiatis, 1=3 pm diametrn UM,

Codhuwm comicums, nigrue, ZH-280 wm longum, 210-

250 pm latom ad basim, papillifrmes, Pendoem

membriem, pilosom, G- sIraBorim compses-

wum, =19 pm coasamumicatem, ex testura intricaia
vel textura angularis. Ase Sspon i Gscicale ad cen-
trumm dispesini, cvlindricy, stpitan, 195=260 = 24=28

. o ks el Poraghyses numerosae. hv-

alirwar, Aliformes, sepatie, 0.05-2 wm dinm, Perfiie

hvalinae, fililormes, septatae, 0.5-1 pm diam. Asoos-
porme uniseriatee, primonm wnicellulares, claovatse, by
aline, demnde mnserse sepratae ad bicellubares cel-

Iula suipeeriaor ghobosa, atrobiunnes vl g, onssi-

mnicata, 2527 (=200 # (224297 wm, verrucubosa,

cum foraimine germmall simgulan ot subeagicali, 1-2

pm diam pracdita; cellida infenor hvalina vel sub-

Feyalinw, comica, (V=) d=0 um longgn. St eosidinfis

il
Muerlivm composed of pale brown o pale olive-

Bromsm, seplate, branched. smootb-walled byphae, 1<

B pim fliam, Colvnie on PCA growing rapidly, aicain-

inyg B-50 mm diam in 14 d @ room lemperaiore,

M, thin, comsmting of submerged  mveelivm anil

sparse acrial bvphae, somue and dighttv radiace,

v (M SEG) ascomata prosluced alies one mes

reverse brown (M. 3F5), Ascemata immersed po su-

prrficial, ostiolate, subglolwse o pyriform, dark
broswm 1o black, GOO-T70 = 35400 pam, sameniose,
coneredl with g, slender, pale brownbh-yelow,
smooth, seprate. hvphaike hais, 1-3 pm diam, un-
Feavina Fieel aor diia rlll:[.n: lIIlLl'l"!f Twaiie I'I.t"!l'l, with w woE-
spicwons neck; neck 220=2581F pm long, 210-250 pm
witde at the base, with brown, papillste cells around
the astinle. ferdiem membranaceous, pilose. 604y
cred, =19 wm thick, brownsh orange o brow,
ourter laver with textura infricatn. composed of brown
irvegulin cells, 2<0 pm diam; nner lver com posed
of thin-walled polvgonal cefls, 9=17 pm diam, Asd 8-

81



UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI
TAXONOMIA DE LOS HONGOS ASCOMICETOS DEL SUELO
Dania Garcia Sanchez

DL: T-322-2010 / ISBN; 078-84-693-0724-3 RESULTADOS

138 MYCOLOGIA

Fics. 10-11.  Apiosordaria globosa FMR 7400. 10. Ascus with ascospores. 11. Ascospores. Scale bars: 10= 20 um, 11 =

10 pm.

spored, fasciculate, cylindrical, thick-walled when
_young becoming thin-walled when mature, 195-250
X 24-28 pm, rounded at the apex, with a thin apical
ring, stipitate, evanescent. Paraphyses hyaline, fili-
form, septate, unbranched, 0.5-2 pm wide. Periphyses
hyaline, filiform, septate, 0.5-1 wm wide. Ascospores
uniseriate, broadly fusiform, hyaline and I-celled
when young, becoming two-celled by the formation
of a transverse septum; upper cell globose, dark
brown to black and opaque, with a small subapical
protuberance, which disappears when ascospores ma-
ture, thick-walled, 25-27 (-29) X (22-) 23-27 pm,
uniformly ornamented with small warts; lower cell

sub-hyaline, conical, (1-) 4-6 um long, slightly wart-
ed; germ pore sub-apical, 1-2 wm diam. Anamorph
unknown.

Colonies on OA growing rapidly, attaining 80-86
mm diam in 14 d at room temperature, zonate and
slightly radiate, cottony, with immersed and sparse
aerial mycelium, olive-brown (M. 4E5); reverse dark
brown; ascomata produced after one mo. Colonies
on MEA restricted, elevated, cottony and radiately
wrinkled, olive-brown (M. 4Eb); reverse olive-brown
(M. 4EB), ascomata not produced. At 15 and 35 C,
the growth rate is similar to that at room temperature
on all media used; ascomata not produced.
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FiGs. 12-20.  Apiosordaria globosa FMR 7400 12. Ascoma. 13. Asci. 14, 15. Detail of ascus. 16. Detail and optical section of
ascospored wall. 17, 18. Ascospores. 19, 20. Ascospores (SEM). Scale bars: 12 = 200 pm, 13 and 15= 20 wm, 14 and 16-20
= 10 pm.
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Specimen examined. SPAIN, TARRAGONA: Vilaplana, Els
Gorgs de la Febro, from soil, 25-1X-1996, col. AM Stchigel,
M Calduch (HOLOTYPE: FMR 7400).

Apiosordaria globosa is very similar to A. otanii
(Udagawa 1990). Both have cylindrical, 8-spored asci
and small warts on the upper cell of the ascospores.
However, they can be differentiated by the shape and
size of the upper cell of the ascospores, which are
broadly ellipsoidal with a truncate base, 20-24 X 15—
18 pm in A. otanii, and globose, measuring 25-27
(-29) X 23-27 wm in the new taxon. In addition, A.
otanii produces a Chrysosporium-like anamorph,
which is lacking in the new species, and the lower
cell of the ascospores is smooth, while in A. globosa
it is slightly warted.
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A new species of Poroconiochaeta from Russian soils

Dania Garcia
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Agricultura Tropical, Alejandro de Humboldt, calle 1
esq. 2, Santiago de las Vegas, Boyeros, C. de La
Habana, Cuba

A. M. Stchigel
J. Guarro!
Facultat de Medicina i Ciéncies de la Salut,

Universitat Rovira i Virgili, C/ Sant Lloreng 21,
43201, Reus, Tarragona, Spain

Abstract:  Poroconiochaeta tetraspora sp. nov., isolated
from soil of Russia, is described and illustrated. The
new taxon differs from P. discoidea in its four-spored
asci (eight-spored in P. discoidea) and from P. punc-
tulata in the pattern of ascospore ornamentation,
which is conspicuously pitted in P. tetraspora (punc-
tulate in the other species). The new combination
Poroconiochaeta savoryi is proposed and discussed.

Key words:  Ascomycota, Coniochaetaceae, soil-
borne fungi

INTRODUCTION

The genus Poroconiochaeta Udagawa & Furuya was in-
troduced to include two new species, P discoidea
Udagawa & Furuya and P. punctulata Udagawa & Fu-
ruya, characterized by ostiolate ascomata and one-
celled, dark, ornamented ascospores, with an equa-
torial to lateral germ slit (Udagawa and Furuya
1979).

During a study of ascomycetes from Russia, an in-
teresting fungus was isolated. It is characterized by its

globose to pyriform, nonostiolate or ostiolate ascom-

ata, and ellipsoidal, conspicuously pitted ascospore
with a longitudinal germ slit. Based on these features,
this fungus was identified as Poroconiochaeta. Howev-
er, it shows a combination of characters not seen in
the previously described species and is described
here as a new species.

Accepted for publication November 25, 2002.
! Corresponding author. E-mail: umb@fmcs.urv.es
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MATERIALS AND METHODS

Soil samples were collected in Chujonskoye, near Bubenize,
Toropetskiy district, Tverskaya region, Russia. The area is
characterized by a continental climate, with a temperature
range of —31 to +25 C and annual precipitation of 550—
750 mm. The region belongs to the taiga, with cultivated
areas and boreal southerly woods, composed mainly of Al
nus spp., Betula pendula Roth, B. pubescens Ehrh., Picea abi-
es (L.) H. Karst., Pinus spp., Populus tremula L., Salix spp.,
and Sorbus aucuparia L.

The methods used for sampling have been described by
Stchigel et al (1998). Approximately 1 g of soil was treated
with 2% (p/v) phenol (Phenol crystal, Panreac, Barcelona,
Spain) for 10 min. The supernatant was discarded and the
solid phase was resuspended in 10 mL of sterilized water.
The suspensions were cultured on potato-carrot agar (PCA,
potatoes, 20 g; carrot, 20 g; tap water, 1000 mL) at 15 C in
the dark. Isolates were grown on oatmeal agar (OA; Difco,
Detroit, USA), PCA, and malt-extract agar (MEA, Difco, De-
troit, USA) at room temperature (22-25 C), or incubated
at 15, 25 and 35 C. Measurement of the fungal structures
and photomicrographs were made as described by Stchigel
et al (1998). Color notations in parentheses are from Kor-
nerup and Wansher (1984).

TAXONOMY

Poroconiochaeta tetraspora D. Garcia, Stchigel et
Guarro, sp. nov. Fics. 1-8
Mycelium ex hyphis hyalinis vel flavo-brunneis, septatis,

ramosis, anastomosantibus, laevibus, 1-6 um diam compos-

ito. Coloniae in agaro cum decocto tuberorum et carotarum

(PCA) expansae, planae, tenues, granulosae, ex mycelio ve-

getativo submerso, olivaceo-brunneae; reversum olivaceo-

brunneum. Ascomata superficialia vel immersa, dispersa vel
in catervis parvis agreggata, ostiolata vel non ostiolata, tran-

slucida, brunnea, pyriformia vel globosa, 146200 X 80-120

wm, glabra. Peridium brunneum, 3-5 stratiorum composi-

tum, ex textura angularis. Asci in fasciculo ad centrum dis-

positi, 4-spori, cylindrici, brevistipitati 55-70(-77) X 10-14

pm, superne rotundati. Paraphyses numerosae, hyalinae, fil-

iformes, septatae, ramosae, 1-2 pm diam. Ascosporae unis-
eriatae, primum hyalinae, deinde olivaceo-brunneae, late
fusiforme (18-)20-24 X 9-13 wm, cum fissura germinali
aequatoria vel lateri praeditae. Status conidialis ignotus.
Mpycelium composed of hyaline to pale yellowish-

brown hyphae, becoming dark in the immediate vi-

cinity of the ascomata, septate, branched, frequently

anastomosing, smooth-walled, 1-6 pm diam. Colonies
on PCA growing rapidly, attaining 71-86 mm diam

86



UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI
TAXONOMIA DE LOS HONGOS ASCOMICETOS DEL SUELO

Dania Garcia Sanchez
DL: T-322-2010 / ISBN: 978-84-693-0724-3 RESULTADOS

526 MYCOLOGIA

2

Fics. 1, 2. Poroconiochaeta tetraspora FMR-7401. 1. Ascus with ascospores. 2. Ascospores. Scale bars: 1, 2 = 10 pm.
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Fics. 3-8.  Poroconiochaeta tetraspora FMR-7401. 3. Perithecial ascoma. 4. Cleistothecial ascoma. 5. Ascus. 6, 7. Ascospores.
8. Ascospores (SEM). Scale bars: 3, 4 = 20 pm, 5-8 = 10 pm.
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Two new species of Sphaerodes from Spanish soils

Dania Garcia', Alberto M. Stchigel” and Josep Guarro™
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Lioreng 21, 43201, Reus, Tarragona, Spain.
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Abstract: The two new species, Sphaerodes guadrangularis and Sphaeredes tenuissima, 1solated from setl i Spain, are
described and illustrated. The former can be easily distingmished from the other species of the genus by the peculiar polyzo-
nal section of their ascospores. The most noteworthy feature of Sphaerodes tenuissima 1s the smooth-walled appearance of its
ascospores, which 15 uwnusual i the genus. The new combinations Sphasrodes ellipsozpora, Sphaerodes levita, and
Sphaeroder singaporensis are proposed and a key to the accepted species of the genus is provided.

Taxonomic novelties: Sphaerodes guadrangulariz D. Gareia, Stchigel & Guarre sp. nov.. Sphaerodes tenuissima D. Garcia,
Stchigel & Guarroe sp. nov., Sphaerodes elliprospora (Takada) D. Garcia, Stchigel & Guarro comb. nov., Sphaerodes levita
(Udagawa & Cain) D. Gareia, Stchigel & Guarro comb. nev., Sphaerodes singaporensis (Morinaga, Minoura & Udagawa) D.

Gareia, Stchigel & Guarro comb. nov,

Key words: Ceratostomataceas, Microthecium, soil-borne fimgi, Sphasrodes.

INTRODUCTION

The genera Melanospora Corda, Microthecium Corda,
and Sphaerodes Clem. of the family Cerarostomara-
ceae (Hypocreales) are morphologically very close to
each other. They have been differentiated by the
presence of not of ascomatal ostioles, the ornamenta-
tion of the ascospores, and the structure of the germ
pores. Cannen & Hawksworth (1982) reviewed these
genera and considered the smooth-walled ascospores
with depressed germ pores as exclusive features of
Melanospora.  Consequently, Microthecium  was
considered as syvnonym However, the species of
Microthecium with reticulate ascospores were trans-
ferred to Sphasrodas. According to this point of view,
the genus Sphaerodes would currently comprise eight
species, characterized by non-ostiolate ascomata (if
they are osticlate thev have a short neck surrounded
by a crown of hyaline setae) and reticulate ascospores,
umbonate at both ends, and with mwberculate germ
pores, whose walls support a net-like growth (Cannon
& Hawksworth 1982). Eecently, Zang & Blackwell
(2002) studied the molecular phylogeny of Melano-
spora and related genera; their results showed that
Melanospora and Sphaerodes have a common phy-
logenetic origin, forming a basal clade within the
Hypocreales. However, we agree with Eriksson ef al.
(2003) in that further studies are required to decide if
both genera should be accepted as different or not.
The reduced number of strams included i the analy-
ses by Zang & Blackwell (2002) does not allow us fo
make a more general conclusion.

During a continuous survey of soil asconrycetes
from Spamn, two interesting species of Sphaerodes
were found. Their morphological characteristics
differentiated them from all kmown species of the
genus, and therefore they are described here as new.
In addition, three new combinations are proposed and
discussed.

MATERIAL AND METHODS

The seoil samples were collected in different foravs
(1998-2001) in two Spanish nature reserves. One was
in the Valle Tejerua, in the Mumniellos Biosphere
Feserve, th Asturias Provinee. It 15 at 680 m above sea
level and surrounded by mountains of more than 1400
m The anmal temperature range is 6-10 °C and the
anmial precipitation 1400-1700 mm Oakwoods,
composed mainly by Quercus pefrasa (Matthuschka)
Liebl, Quercus robur L., and Quercus = rosaceqe
Bechst., are the predominant vegetation; the arboreal
levels are represented also by Corvins avellana L.,
Fagus sylvatica L., Iex aquifolium L., and Populus
spp. The second area studied was the Umbria de Pefia
Apartada ™ Sterra de Espudia, Murcta Province,
located at 700-1400 m above sea level. This region is
a humudity island in the middle of the half-desert
climate, the annual temperature ranges from 13-18 °C
and the annual precipitation ranges from 310-500
.
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Figs 1-9. Sphaevedss gquadvangularvic (FME 3049} 1.
Ascoma. 2. Detail of the neck. 3. Mature asci. 4-9. Ascos-
pores. 5, 6. Ascospores observed in transversal section. 8
9. Ascosperes (SEM). Scale bars: 1 =100 pm, 2= 30 pm,
3,3.6.8.9=20 um. 4. 7=10 pm.

The vegetation 15 dominated by pinewoods composed
mainly of Pinus halepensis Mill, Pinus pinaster
Aagton, and Pinus nigra Link. In addition. Quercus
rofundifolia Lam, Quercus fagines Tenore. and
Sorbus aria Crantz are frequently interspersed with
the pinewoods. The methods used for sampling,
isolation and merphological study of the fungal
isolates were described previously (Garcia er al
2002). Colour notations in parenthesis are from
Komerup & Wanscher (1984) (M. = MNMethuen).
Reference strains included in the study were provided
by WBRC (Biological Resource Centre, National
Institute of Technology and Evaluation; Chiba.
Japan).

TAXONOMY

Sphaerodes quadrangularis D. Garcia, Stchigel
& Guarro, sp. nov. MycoBank MB300012. Figs
1-11, 29.

Enmology: guadrangularis (L) quadrangular; refer-
ring to the most frequent shape of ascospores in
transverse section.

64

Mycelium ex hyphis hyalinis vel dilute flave-brunneis,
septatis, ramosis, anastomosantibos, laevibus, 2-6 um
diam compositum. Ascomata superficialia vel immersa,
dizpersa vel in catervis parvis aggregata, pyriformia vel
subglobosa, esticlata, flave-brunnea, 190-220 num longa,
135-180 pm diam. Collum conicum, (40-)530-60 pm
longum, 6390 pm latum ad basim, setosum. Peridium
membranacenm. 3-10 stratis compositom. 40-33 pm
crassunl, textura angulari, setosum. setae rectae vel parum
curvae, hyalinae vel dilute flavae. crassitunicatae, 82-130
um lengae, 6-10 pm latae ad basim. septatae. Asci S-spori,
ovorder vel clavat, 70-90 »« 20-22 pm. superne late
rotundati, brevistipitati. tenwitunicati, evanescentes. Parap-
Iivsis nullis. Ascosporae vnicellulares, irregulariter biseria-
tae, primum hyalinae, deinde brunneae vel atrobrunneae,
crassifunicatae, fusifermes, 23-28(-30) =« 10-12 num,
reticulatae, costis protrudentbus, & pelo visae polygonales,
utringue umbonatae, foramine germinali praeditae. Status
conidialis nullus.

Muycelium composed of hyaline to pale vellowish
brown, septate, branched, smooth-walled hyphae. 2—6
um diam. Ascomata superficial to unmersed, scat-
tered or apgregated in small groups. pyriform to
subglobose, ostiolate. with a conical neck, yellowish
brown to black due to mass of mature ascospores,
190-220 high um 135-180 um diam. Neck short,
conical (40-)50-60 pm long, 65-90 um wide at the
base, surrounded by an vpright crown of setae, 45—
200(=300) x 5-7 um Peridivm membranaceous, 5—
10-layered, 4055 pum thack, translucent, pale vellow
to vellowish brown with revtura angularis, com-
posed by polvgonal cells of 15-25 um diam, setose;
setae straight, hyaline to pale yellow, thick-walled,
82-150 « 6-10 um dsci 8-spored. ovoid to clavate,
70-90 « 20-22 um rounded at the apex, without
apical structures, short stipitate, tlun-walled and
evanescent. Paraplyses absent. dscospores 1-celled,
uregularly biseniate, at first hyaline becoming brown
to dark brown, thick-walled, fusiform 23-28(-30) «
10-12 pum reticulate, with 46 pronunent longimdi-
nal ribs, polygonal i transversal section, with a

strongly umbonate germ pore at each end. dnamarph
unknown.

Cultural characteristics: Colonies on PCA growing
rapudly, attammng 50 mm diam after 14 d at room
temperature (22-25 °C), flat, consisting of submerged
mycelium and sparse aerial hyphae, granulose and
dark brown (M. 6F7) due to production of abundant
ascomara; reverse brown (M. 6E5). Colonies on OA
and MEA growing rapidly, attaining 85-90 mum diam
after 14 d at room temperature, granulose and dark
brown due the production of abundant ascomata (M.
6F7). At 15 °C restricted growth on PCA. bur grow-
ing rapidly on OA and MEA attamung 76-90 mm
diam after 14 d in both media. ascomata abundantly
produced. At 35 °C no growth.
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Specimen examined: Spain. Asturias, Muniellos Biosphere
Feserve, Valle Tejerua, soil. 25 Jun. 1998, A M. Stchigel
& M. Calduch, holotype FME 8049, culture ex-tyvpe CBS
112763.

Nores: Sphaerodes quadrangularis 1s morphologi-
cally sinular to S fimicola (E.C. Hansen) P.F. Can-
non & D. Hawksw. and S micropertusa Y. Horte,
Udagawa & PF. Cannon. The two latter species also
have ostiolate ascomata and coarsely reticulate asco-
spores with strongly umbonare germ pores (Cannon
& Hawlsworth 1982, Horte ef al. 1986). However, S.
quadrangularis 1s easily distingmshed by its polygo-
nal section. which 1s circular in the other two species.

Figs 10-11. Sphaerodes quadrangularis (FME 80497, 10.
Asci. 11. Ascospores. Scale bars = 10 pm

Sphaerodes tennissima D. Garcia, Stchigel &
Guarro, sp. nov. MycoBank MB300013. Figs
12-20, 32.

Enmology: tenuis (L) fine; referring to the mcon-
spicuous ornamentation of the ascospores wall.

Mycelium ex hyphis hyalinis wvel dilute flavo-brunneis,
septatis. ramosis, anastomosantibus, laevibus, 2-8 pm
diam compositum. Ascomata superficialia vel immersa,
dispersa vel in caftervis parvis aggregata, globosa vel
subglobosa, non-osticlata, pallide flavo-brunnea, 52-120
um alta, 30-93 um diam. Peridivm membranaceum, e 3-5
stratis compositum, 10—20 pm crassum, textura angulari,
glabrum vel leniter setosum; setae rectae vel parum curvae,
60-125 pm longae, 3—7 um latae ad basum. hyalinae vel
dilute flavo-brunneae, distanter septatae, crassitunicatae.
Asci S-spori, clavati, 40-55 = 20-25 pm, superne late
rotundati, brevistipitati, tenuitunicati, evanescentes. Parap-
hysis nullis. Ascosporae nmcellulares. wregulanter biseria-
tae, primum hyalinae, deinde brunneae vel atrobrunneae,
crassitunicatae, leniter compressae, 19-23 = (12-)14-13
{(—=17) » 10-13 pm, cirriformes, e latere visae ellipsoideae,
tenuiter reticulatae, uingue umbonate, foramine Zerminali
utringue praeditae. Status conidialis nullus.

LWL MDY DALY WA P TLALNUALADS DOASIVE DAL WAL

Figs 12-17. Sphaeroder temuiszima (FME 8048). 12
Ascoma with asci 13, 14, Ascospores. 15-17. Ascospores
(SEM). 17. Detail of a pore of an ascospore. Scale bars: 12
=50 pm, 13, 15, 16 =10 pm, 14, =20 pm, 17 =5 pm.

Muveelium composed of hyaline to pale vellowish
brown, septate, branched, smooth-walled hyphae, 2-8
um diam. Adscomata superficial to immersed, scat-
tered or aggregated m small groups. globose to sub-
globose, non-ostiolate, pale vellowish brown to black
due to ascospores mass, 52-120 um lugh, 50-95 um
diam. Peridium membranaceous, 3—5-lavered, 10-20
um thick, translucent. pale wvellow to vellowish
browm with rextura angularis, composed by polyvgo-
nal cells of 16-30 um diam glabrous to slightly
setose, setae upright to shightly curved, 60-125 um
long, 3-7 um diam at base, hyaline to pale vellowish
brown. remote septate of non-seprate, thick-walled.
Asci 8-spored, clavate, 40-55 x 20-25 num rounded
at the apex, without apical structures, short stipitate,
thin-walled and evanescent. Paraplyses absent.
Ascaspores 1-celled, iuregularly biseriate, at first
hyaline becoming brown to dark brown, thick-walled,
slightly bilaterally flattened, 1923 = (12-)14-15
(—17) = 10-13 pm citriform ellipsoidal in lateral
view, apparently smooth under light microscopy,
finely reticulated under scanning electron micros-
copy; with termunal, strongly apiculate germ pores at
each end. Anawmarph unknown.
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Cultural characteristics: Colomes on PCA growing
rapidly, attapung 90 mm diam 1n 14 d at room tem-
perature (22-25 °C), consisting of submerged miyce-
lmm and aerial hyphae, granulose and brown (M.
G6E6) due to production of abundant ascomata; re-
verse grevish brown (M. 6D4). Colonies on OA and
MEA growing rapidly, attaimng 90 mm diam m 14 d
at room temperature, dark brown due to the produc-
tion of abundant ascomata (M. 6E7). At 15 °C grow-
ing rapidly on all media, attaining 65-90 mm diam in
14 d. with abundant aerial mycelia, ascomata abun-
dantly produced. At 35 °C no growth.

Specimen examined: Spain, Murcia, Sierra de Espuiia
Watural Reserve, Umbria de Pefia Apartada, soil, 10 Oct.
2001, G. Siso, holotype FMR 8043, culture ex-type CBS
112764.

Additional cultures examined: Sphaerodes compressa
NBRC 8627, NBRC 8659, and NERC 30249

Notes: Sphaerodes tenuissima 1s morphologically
similar to Microthecium ellipsosporum Takada, M
levitum Udagawa & Cain, and Melanospora singa-
porensis Monnaga, Minoura & Udagawa. They all
have smooth ascospores with strongly umbonate
ends. Microthecium ellipsosporton can be easily
differentiated from 5. renuissima, because M. ellipso-
sporum has fusiform ascospores (Takada 1973).
Microthecium levitum and M. singaporensis have
citriform ascospores, but they are smaller (10-17 x
8—12 um and 16-18 x 6—7 um, respectively) (Uda-
gawa & Cain 1969, Morinaga er al 1978) than those
of 5 tenuissima. The inconspicuous ornamentation of
the ascospores of S. tenuissima 15 similar to 5 com-
pressa (Udagawa & Cain) PF. Cannon & D.
Hawksw. However, the ascospores of the latter are
bilaterally flattened and their narrower sides are
coarsely reticulate (Udagawa & Cain 1969, Cannon
& Hawksworth 1982). In addition, 5. compressa has
a phialidic anamorph wlile in 5. remuissima the
anamorph 1s absent.

Several species of Ceratostomataceae, such as M
levitum, M. ellipsosporum, and M. singaporensis,
have smooth ascospores with tuberculate germ pores,
which can be considered as intermediate between
Melanospora and Sphaerades. In spite of this, Can-
non & Hawksworth (1982) have maintained them in
their original genera. We agree with Zhang & Black-
well (2002) who on the basis of molecular studies
concluded that in Ceratostomatacese ascospore
shape and the structure of the germ pores are more
informative characters than wall ornamentation.
Therefore, the presence of reticulate walls i1s not
considered a distinctive character of Sphaerodes.
This 1s corroborated by the fact that within a given
species, e.g. S perplexa, both types of ascospores,
smooth and reticulate, are present (Fig. 28). Accord-
ingly, and emphasising the presence of tuberculate
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germ pores as a key feature in Sphaerodes, the fol-
lowing new combinations are proposed:

Figs 18-20. Sphaerodes tenuiszsima (FMR B048). 18.
Detail of peridium. 19. Asci with ascospores. 20. Asco-

spores. Scale bars 18, 19=20 um, 20 =10 pm.

Figs 21-18. Ascospores of Sphaerodes. 21. 5. beatonii. 22.
5. compressa. 23, 5. ellipsospora. 24. 5. episphaeria. 253. 5.
fimicola. 26. 5. levita. 27. 5. micropertusa. 28. 5. perplexa.
Scale bar = 10 um.

95



UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI

TAXONOMIA DE LOS HONGOS ASCOMICETOS DEL SUELO
Dania Garcia Sanchez

DL: T-322-2010 / ISBN: 978-84-693-0724-3

RESULTADOS

Sphaerodes ellipsespora (Takada) D. Garcia,
Stchigel & Guarro, comhb. nov. MycoBank

MB500014. Fig. 23.
Basionym: Microthacium ellipsosperum Takada, Bull. N.
5. Museum. 16: 527. 1973,

Culture examined: NBRC 31376 (culture ex-holotype).

Sphaerodes levita (Udagawa & Cain) D. Garcia,
Stchigel & Guarre, comhb. nov. MycoBank
MB500015. Fig. 26.

Basionym: Microthecium levitum Udagawa & Cain. Can. J.
Bot. 47: 1917. 1969

Culture examined: NBRC 8204 and NBRC 33029.

Splaerodes singaporensis (Morinaga, Mimoura
& Udagawa) D. Garcia, Stchigel & Guarro,
combh. nov. MycoBank MB300016. Fig. 32.
Basionym: Melanospora singaporensis Merinaga, Minoura
& Udagawa Trans. Mycol. Scc. Japan 19: 142, 1978,

Culture examined: NBRC 30863 (culture ex-holotype).

Key the species of Sphaerodes

TWONEW SPECIES OF SPHAERODES FROM SPANISH SOILS

Figs 20-33, Ascospores of Sphaerodes. 29. 5 quadrangu-
lariz. 30. 5 retispora var. vetispora. 31. 5. retispora var.
inferior. 32. 5. tenuissima. 33. 5. singaperensis. Scale bar
=10 pm.

1. Ascomata ostiolate 2
1. Ascomata non-ostiolate e
2. Ascospores coarsely reticulate .. . 3
2. Ascospores smooth-walled, 5tr0ngh umbouate at bol‘h Ends 15 18 ® 9—] l pm. S' singaporensis (F1g_ 33)
3. Ascospores fusiform 4

3. Ascospores citriform, 14—26 * 10 1? LUIL. ..

...S. fimicola (Fig. 25)

4. Ascospores delicately pitted, circular in 2 x transverse section, 13—22(—28) % 9-1 ].{ 13) % 89 um. ..

S8 rmcroperrma {Flg. 27)

4. Ascosporcs renculate pol}gonal m 2 % transvere section, 23—'38 ® 10 12 ® B 10 pum.

5.
5.
6.

7. Ascospores coarsely reticulate, 25-34 % 12-18 um ..

Ascospores longer than 20 um
Ascospores shorter than 20 wm

BB T« AU U
L T = OO

8 qnadmugnfam {Fig. "9)

...5. episphaeria (Fig. 24)

7. Ascospores with indistinet retlculanon 19-23 « 12— 17" . e S tenmissima (Fig. 32)

8. Ascospores (25-)28-34 « 14-16(—18) um; coarsely reticulate .. reeereeeeeie e eneeenenenn. 5, Deatonii (Fig. 21)

8. Ascospores 22-28 x 12-15 x 9-11 pm; both types of ascospores, smooth

and reticulate, present in a single strain ..

.. 8. perplexa (Fig. 28)
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9. Ascospores smooth. umbonate, and with a tuberculate germ pore ateachend.........ocoooooiiieiiieeeeeee 10
9. AsCOSPOres TEIEULATE ..ot e e st e e nen st emeseeme s eae e nemneasennesnaneenensensersenn b L

10. Ascospores citriform, 10-17 » 812 » 9—10 poy phialidic anamorphpresent
10. Ascospores fusiform. 16—18 « 6—8 pm; anamorph absent

11. Ascospores reticulate

11. Ascospores smooth and wuh A NATTOWer 51dcs rehculatc
12. Ascospores promunently reticulated. ..
12. Ascospores inconspicuously reticulated ...
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4.5. Coronatomyces cubensis gen. et. sp. hov., un nuevo ascomiceto de

Cuba

D. Garcia, A.M. Stchigel, J. Cano, and J. Guarro. 2004. Coronatomyces cubensis gen. et.

sp. nov., a new ascomycete from Cuban soil. Studies in Mycology 50: 143-148.
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Coronatomyces cubensis gen. et sp. nov., a new ascomycete from Cuban
soil

Dania Garcia'”. Alberto M. Stchigel’, José Cano' and Josep Guarro'

;Facn'a'!qr de Medicing 1 Ciéncies de la Salut, Universitat Rovira 1 Virgili, O Sant Lloveng 21, 43201, Reus, Tarragona,
Spain; “Institute de Investigacione:s Fiumdamentales en Agviculura Tropical “dlgjandro de Humbsold:”, calle I esg. 2,
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Abstract: The new ascomycete Coronatomyces cubensis gen. et sp. nov., 1solated from Cuban soil and characterized by
osticlate or non-ostiolate, setose ascomata and one-celled, flhuck-walled, dark brown, and ellipscidal ascespores, with a single
germ pore at the umbeonate base, is described and illustrated. Melecular studies were performed en the mternal manseribed

spacer (IT51, IT52) and the 5.85 gene to investigate the relationships of this new taxon with other members of Sordariales.

Taxonomic novelties: Coronatomyces D. Garcia, Stehigel & Guarro gen. nov., Coronatomyces cubensis D. Garcia, Stchigel

& Guarro sp. nov.
Key words: Ascomycota, soll-borne fiung, Sordariales.

INTRODUCTION

During the course of a survey of soil ascomrycetes in
Cuba, an undescribed ascomycete was 1solated from a
soil sample from Ciénaga de Zapata (Matanzas prov-
ince). This fungus 1s characterised by ostiolate or non-
ostielate ascomata and thick- and smooth-walled, dark
brown, opaque, ellipsoidal ascospores, which have a
wide germ pore at the wmbonate base. This taxon was
easily recognized as belonging to the Sordariales,
although its inclusion in any particular family was
difficult. This fungus is described here as a new genus
and compared with morphologically sinular taxa.

MATERIAL AND METHODS

Sample origin and fungal isolation
Soil samples were collected i Cuba, Ciénaga de
Zapata region, UNESCO Biosphere Reserve. This is a
peculiar region due to its high percentage of endemic,
rare and endangered organisms. The reserve is located
South of Matanzas, at —2 to 10 m above sea level. The
ammual average temperature 15 24-26 °“C. The major
ecosystem types are mangrove and swamp forest.
Fepresenfative species in the mangrove forest are
Avicenmia germinans L., Comocarpus erscius L,
Lagumenlaria  racemosa Gaertn. and Rhizephora
mangle L. The swamp forest 1s dominated by Bucida
buceras L., Calophyvilum antillamon Britton, Raw-
wolfia cubana A. DC. and Tabebuia angustata Brit-
ton.

The methods used for sampling, isolation, and for
morphological study were previously described (Gar-

cia er al. 2002). Colour notations in parentheses are
from Kornerup & Wanscher (1984).

Molecular methods

Techniques to isolate genomic DNA were as de-
scribed by Seolé er al (2003). Brefly, DNA was
extracted and purified directly from fungal colonies
using the Fast DNA kit™ (Bio 101. Joshua Way,
Vista California, TS A). Fungal suspensions were
vortexed with a FastPrep FP120 Instrument (Thermo
Savanf) to disrupt the fungal cells. The ITS-regions
and 5.85 rDINA gene were amplified as described by
Gené af al. (1996). The protocel used for sequencing
was performed according to Sole ef al. (2002). The
sequence obtained was compared with those in the
GenBank DINA database by using the BLAST pro-
gramme (Altschul ef ol 1997). A total of 17 strains
representing  Chaetomiaceae, Chaetosphaeriacese,
Lasiosphaeriaceae, and Sordariaceas were used in the
molecular study. These stramns and their EMBL acces-
sion numbers are shown in Table 1. Melanespora
pascuensiz Stchigel & Guarro (Ceratostomiataceas,
Hupocreales) was used as out-group. Phylogenetic
analyses using the Neighbour-joming (NI} method
(Saitou & Nei 1987) were performed with the MEGA
2.1 computer programme (Kumar er al. 2001} with the
Kimura two-parameter distance model (Kimura 1980),
mcluding transitions and transversions and with pair
wise deletion for the treatment of the handling
gaps/missing data. Confidence values for individual
branches were determined by bootstrap analyses (1000
psendoreplicates).
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Table 1. Strains used m the molecular study.

Strains © EMBL No.
Apiosordaria nigeriensis FME 6363 AJ458184
sordaria tenerifae IMI 303078 ATE30460
Cercophora appalachionensis AF177135°
Chaetomium nigricolor EMPB. 5737 AT458185°
Corgnaronryces cubenzis FME 7132 AJ438184
Corynascus sepedonium FME. 3303 AT458186°
Gelasinospora bonaerensis IMI 37 3099 AJ002029°
Gelasinospora nigeriensis FME 5963 AT002400°
Melanocarpus thermaophilus FME. 6190 AT271586°
Melanopsammella chloraconia AF178542°
Melanospora pascuensis FMR. 6367 AJ011312°
Neurospora afiicana FGSC 1740 AF388013°
Neurospora crassa M13006°
Sordaria alcing IMI 267236 AJE30439
Sordaria macrospora AF246293°
Striatesphaeria codinasephora AF178546"
Thielavia hyrcaniae CBS 773.83 AT271581°

‘CBS, Cenmraalbureau voor Schimmelcultures. Utrecht:
G3C, Fungal Genetic Stock Center. Kansas; FME, Culture
Collection Facultat de Medicina, Reus; IMI, CAEBI Biosci-
ence Genetic Resource Collection, Egham. “Obtamed from
GenBank. *Previously sequenced by us.

TAXONOMY

Coronatomyces D. Garcia, Stchigel & Guarro,
gen. nov. MycoBank MBS500037.

Envmolagy: coronanus (Latin) crowned; mykes (Greek)
fungi, referring to the crown of straight and short
setae, which surrounding the neck.

Ascomata pyriformua vel globosa, ostiolata wvel non
osticlata, setosa. Ascl uninmicati, clavati vel cylindrci,
brevistipitati, fasciculati, structira apicalis  absens,
evanescentes.  Paraphvses  evanescentes.  Ascosporae
unicellulares, unisenatae vel biseriatae, atrobrimmeae wel
nigrae, glabrotunicatae, obovatae vel late ellipscideas, cum
foramine germinali basilari. Status conidialis ignotus.

Typus: Coronatomyces cubensis D. Garcia, Stchigel &
Guarro sp. nov.

Ascomata pyriform to globose, ostiolate or non-
ostiplate, scattered to aggregate, superficial to
immersed, non-stromatic, setose. Peridion membra-
naceous, composed of several lavers of cells. Adsci
unitunicate, clavate to cylmdncal, short-stipitate,
fasciculate, without distinct apical structures, evanes-
cent. Paraphyses filiform thin, vnbranched, evanes-
cent. Ascospores 1-celled, vmseriate to biseriate, dark
brown to black, opaque at maturity, smooth-walled,
obovate to broadly ellipsoidal, slightly pointed at the
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apex and with a wide germ pore at the umbonate base.
Anamorph unknown.

Coronatomyces cubensis D. Garcia, Stchigel &
Guarro, sp. nov. MycoBank MBS500038. Figs
1-15.

Enymology: cubensis = from Cuba; referring to the
origin of the 1solate.

Mycelium ex hyphis hyalmis, simplictbus wvel ramesis,
septatts, anastomosantibus, 0.5-3 pum diam Coloniae in
agare cum decocto tuberum et carotarum (PCA) planas,
granulosae. radiatae, brumnese. Ascomata dispersa wvel
aggregata, superficialia wvel immersa, pyriformia  vel
globosa, estiolata vel non osticlata, 180-240 = 125-210 um
(non ostiolata 70-80 um diam), translucida, amobnmneas
vel nigra propter ascosporas acervatas, sefosa. Setae atro-
brunnea, rectae vel late curvae, septatae, crassifunicatae.
Collum atro-brunnenm, papillatum, subcontcum, 20-45 nm
longum, 40-34 pm lamm ad basim setis coronatum.
Pendinm membranaceum, e 3-5 strafis compositum,
griseo-bnmmeum  vel brumeum, Tanslucidum, textura
mimncata. Asci 2- vel B-spori, umtumcat, clavati wel
cylindricl, brevistipitatt, 39-69(-75) = 11-25 pm,
fasciculati, supeme rotundati, structura apicalis absens,
evanescentes.  Paraphyses  evanescentes.  Ascosporae
unicellulares, umiseriatae vel biseriatas, primum hyalinae,
deinde brunneae vel nigrae, crassitunicatae, glabrotunicatae,
cbovatae  wvel late  ellipsoidese, 13-17(-19) =
(10-)111-13(-15) = (7-)8-11(-13) pm, foramine germinale
basilari, 1.5-3 pm diam. Status conidialis ignotms.

Mycelitgm mainly submerged, composed of hyaline,
branched and unbranched, septate, anastomosing,
0.5-3 um broad hyphae. Ascomata scattered or aggre-
gated, superficial to immersed, pyriform to globose,
osfiolate with a short comcal neck or non-cstiolate,
180-240 = 125-210 pm (70-80 pm diam if non-
ostiolate), transtucent, appearing dark brown to black
due to the mass of ascospores, setose. Ssfoe dark
brown, straight to slightly curved, septate, thick-
walled, 30-83(-104) pm long, 2-4 um wide at the
base. Neck dark brown, papillate, sub-conic, 2045
pm long, 40-34 um wide at the base, surrounded by a
crown of upright setae; setae septate, dark brown,
11-23 pm long, 2—4 pm wide at the base. Peridinm
membranaceous, 3-5-layered, grevish brown to
brown. translucent, outer layer of fexiura infricaia:
wnner layer of rextura angularis, composed by polygo-
nal cells of 5-10 pm diam Ascf 2- to 8-spored, umi-
funicate, clavate fo cylindnical. short-stipitate, thin-
walled, 39-69(-75) = 11-25 pm, fasciculate, rounded
at the tip and without apical structures, evanescent.
Paraphyses filiform thin, 3540 = 0.5-1.5 pm un-
branched, evanescent.
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CORONATOMFCES CUBENSIS GEN. ET SP. HOV.

Figs 1-10. Coronatomyees cubensiz (FME 7132). 1. Ascomata. 2. Ascoma (SEM). 3. Detail of the neck. 4. 3. Asci and
ascospores. §—9. Ascospores. 10. Ascospores (SEM). Scale bars: 1 =50 pym, 2 =20 pm, 3-8 =10 pm. 10 =3 pm.

Ascospores 1-celled, uniseriate to biseriate, at first Cultural characteristics: Colonies at room tempera-
hyaline, becoming brown to black and opague at ture (22-25 °C) were incubated under 12 h of darkness
maturity, thick-walled, smooth, obovate to broadly alternating with 12 h of cool white fluorescent light.

ellipsoidal, 13-17(-19) = (10-)11-13(-15) = (7-) Colonies on PCA attaining a diam of 45-46 mm in 14

8-11(-13) pm slightly apiculate at the apex and d at room temperature, flat, granulose due to produc-

umbonate at the base, with a protruding, basal germ tion of abundant ascomata, appearing slightly radiate

pore; 1.5-3 pm diam. due to the disposition of the ascomata, dark brown
(5F3); reverse brown (3ES).

Anamorph absent.
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Figs 11-15. Coronaromyces cubensis (FME 7132). 11. Ascoma. 12. Detail of the neck. 13. Detail of the peridinm. 14. Asci.

15. Ascospores. Scale bars: 11, 12 =20 pum, 13-13=10 pm.

Colonies on oatmeal agar (OA) attaining a diam of
40-41 mm in 14 d at room temperature, flat, myce-
livm mainly submerged, brown (5F3). granulose,
zonate and slightly rachate because of the uneven
production of abundant ascomata; reverse brown
{3F4). Colonies on QA attaining a diam of 13 mm in
14 d at 15 °C, flat, colourless; reverse colourless;
ascomata not produced. Colonies on malt-extract agar
(MEA) attaining a diam of 20-24 mm in 14 d at room
temperature, composed of aerial and submerged
mycelmm, cottony, vellowish-brown (3D3); ascomata
not produced. Colonies on MEA attaining a diam of
5—6 mm in 14 d at 15 °C; ascomata not produced.
Colonies growing slowly at 35 °C on all media tested;
ascomata not produced.
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Specimen examined: Cuba, Matanzas Province, Ciénaga de
Zapata, soil, 7 Dec. 1995, coll. R.F. Castafieda, holotype
IMI 385316, isotype FME 7132, culture ex-type CBS
109268

Coronatomyces possesses several oufstanding
morpholegical features that make this faxon easy to
ideniify. These are the setose, ostiolate ascomata
(although non-ostiolate ascomata are also observed in
culture) with a papillate neck, surrounded by a crown
of short setae; a membranous peridium with an outer
layer formed by closely interwoven hyphae; and
opagque ascospores, with a wide, basal, protmding
germ pore. These features are typical of members of
Sordariales, although this combination of features ina
single taxon has not previously been described 1n this
order.
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CORONATOMYCES CUBENSIS GEN. ET SP. MOV,

" Sordana alcina AJG30455

G871 Sordariz macrospora AF246293

Asordaria tenenfas AJS30450

gg|—Gelasinospora nigeriensis AJ002400

Neurospora afficana AF388513

- 6 Geiazinospora bonaerensis AJOD2029
= Neurospora crassa M13906
59 | — Coronatomyces cubensis AJ458154
Chastomium nigricolor AJ458185
= Carynascus sepedanium AJ455186
[ | % &0 Melanocarpus thermaphilus AJ271586
75 Thielavia hyrcaniae AJ2T71581
Apiosordana nigerisnsis AJ455184
Cercophora appaiachiananis AF1TT155
gg Striatosphasria codinaeophora AF1TB548
Melanopsammelia chloroconia AF178542
Melanospaora pascuensis AJ0112312
—

0.03

Fig. 16. Neighbour-jeining tree based on nucleotide sequences from the nbosomal intemal transeribed spacer (ITS) region and
5.85 IDNA gene of the 17 strams hsted in Table 1. Branch lengths are proportional to distance. Bootstrap replication frequen-

cies are indicated 1o the mtemodes.

A BLAST search comparison of the ITS sequences
of the new taxon with the GenBank sequences showed
that the closest species was Sirattonia insignis (E.C.
Hansen) Lundg. (Lasiosphaeriaceae) (97 %% homol-
ogy), although Straffonia Cif. emend Lundg. 15 un-
doubtedly a very different genus characterized by 2-
celled ascospores, with a hyaline lower cell. By con-
trast, Coronatoniyces cubensis showed more morpho-
logical similarities with other members of the Sordari-
aceae and the Lasiosphaeriaceae.

The genera of Sordariaceae morphelogically most
similar to Coronatonmiyces are Apodus Malloch &
Cain, Asordaria Arx. Guarro & Aa, and Sordaria Ces.
& De Not. All three have dark. smooth ascospores
with a basal germ pore. However, in the latter three
genera the ascomata have an outer layer of tfexmura
amgularis, the asci are cylindrical with an apical ring
and the ascospores are viclently discharged (Udagawa
& Ueda 1981, Guarro & von Arx 1987, von Arx er al.
1987, Barr 1990). Moreover, in Sordaria, the asco-
spores are swrounded by a gelatinous sheath.

Some members of the Lasiosphasriaceae also have
some morphological features stmilar to Coronatomy-
ces. These are Apodespora Cain & Mirza, Amiella
Jeng & 1.C. Kmg, Bombardioidea C. Moreau ex N.
Lundg, Armiwm Mats., Emblemaspora Jeng & J.C.
Kmg, Fimerariella Lundg., and Periamphispora J.C.
Krug. Similar to the new genus, all of them have 1-
celled, darkly pigmented and opaque ascospores with
one or more germ pores. However, they are differenti-
ated from Coronatomyces by the presence of a bom-
bardioid peridial wall or an outer layer formed by
angular cells, and ornamented, sheathed or append-
aged ascospores (Lundgvist 1972, Jeng & Kmg 1976,
1977, Krug 1989, 1093). Perigmphispora is the most
sinilar to Coronatonnices, but the former has a cen-
trum formed by abundant and septate paraphyses,
which are longer than the asci and ascospores sur-
rounded by a hyaline gelatinous sheath that can occa-
sionally show irregular striations and rarely 1-2 apical
pores (Kmg 19897
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To confirm our proposal and in order to clarfy the
taxonomic position of the new taxon, we performed a
phylogenetic study based on sequences of the ITS
regions. Fig 16 shows the free inferred from the
analysis of the sequences of the 16 stramns of
Sordarinles. Two main clades were observed. The
first, which received a bootstrap support of 99 %
grouped the two members of Chaetosphasriaceas
(Siriatosphaeria codineaphora Sammels & E. Mill
and Melanapsammella chioroconia (W. Gams & Hol -
Jech) Reblova, ME. Barr & Samuels]. Tlus clade was
very distant from the other one that comprised mem-
bers of the three families of Sordariales mcluded in
the study and the new genus, which received a boot-
strap value of 75 %. The four genera representing the
Chaetomiaceae [Chaetomiim nigricolor L. M. Ames,
Corynascus  sepedonivm (C'W. Emmons) Arx
Melanocarpus thermophilus (Abdullah & Al-Bader)
Guarro, Abdullah & Al-Bader, and Thislavia Ipr-
canige Micot] formed a well-supported subclade (84
% bootstrap support), while the two members of the
Lasiosphaeriaceas (Apiosordaria nigeriensis Stchigel
& Guarro and Cercopfiora appalachianensis O. Hilber
& R. Hilber) did not cluster together. Coronatomyces
was closer to the members of the Sordariaceqe
(Asordaria. Gelasinospora Dowdmg, MNeurospora
Shear & B.O. Dodge, and Sordaria) (96 % bootstrap
suppert) than to the Chaetomigcese or to the two
members of the Lasiosphasriaceae mcluded in the
study. However, the new genus was placed in a sepa-
rate branch very distant from members of the Sordari-
aceae. Although these data confirmed our proposed
new gemus ity placement in a given famuly of the
Sordariales was not resolved. It is probably due to the
fact that the delineation of these fanulies based erther
on meorphelogical or on molecular criferia remamns
confused.
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4.6. Estudio morfoldgico y molecular de los géneros Neurosporay

Gelasinospora.
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circumscription of Neurospora (syn.Gelasinospora) based on ultrastructural and 28S rDNA

sequence data. Mycological Research 108: 1119-1142.
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A synopsis and re-circumscription of Neurospora
(syn. Gelasinospora) based on ultrastructural and
28S rDNA sequence data
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Newrasporg and Gefaxinospora are traditionally distinguished by the ormamentation pattern of the surface of their
uscospores. which are ribbed in the former and pitted in the latter. However, a detailed cxamination of the morphology
of numerous strains of most of the species of both genera confirm the hypothesis that there are not enough criteria 1o
distinguish them from each other. The names Newrospora and Gelasinospora are synonymized and the circumscription of
the genus Newraspara amended, Partial sequences of the 285 rDNA gene from 27 species of hoth genera were analyvsed 1o
infer their phylogenetic relationships. Species of the two genera were interspersed in the different clades and confirmed that
they are geneticully very similar. The grouping obtained demonstrates that the morphology of the episporial-laver of the
ascospores is an informative phylogenetic character. Two recent isolates from soils of Nigeria and Spain, which could not
b classified as any known species of Newragpora are described, illustrated, and recognized as new: N. miveriensis and A
tnipreata spp. nov. A synopsis and key to the 49 species of Newrospara now recognized in the genus is presented, and the new
genus Piewdogelusinospore described o accommodate P amerphoporcata isyn, Gelasinespora divterpiaporeaia comb. nov ).

INTRODUCTION Huang & Backus 1969, von Arx 19%1, Perkins &
Raju 1986, Krug & Khan 1%91) and so far 12 species
have been accepted, These fungi show three different
mating stralegics: homo-, pseudohomo-, or hetero-
thallic. The latter have developed a distinctive ana-
morph, Chrvsonilia Arx 1981, which predominates in
culture and m nature. Gelasinospora was proposed by
Dowding (1933) to accommodate two species with
ascospores similar (o those of Newrospora, but with
a pitted wall. Further species were added by Maoreau
& Morean (1949), Cain (1930), Udagawa & Tukada
(1967), Cailleux (1971}, Udagawa, Furuya & Horie
(1973). Horie & Udagawa (1974), Furuya & Udagawa
(1976}, Khan & Krug (1989, b), Krug. Khan & Jeng
(1994), and Sichigel, Cano & Guarro (1998), Some
of these species were initially included in Aniviella Saito
& Minoura ex Cain 1961, the non-osticlate counterpart
of Gelasinospora (Cain 1961). However, Amiviella was
not accepted by von Arx (1982) in the most recent
revision of the genus.

Ornamentation of the ascospore wall has been tra-
ditionally considered an important taxonomic charae-
* Corresponding wuthor, ter o Sordariales (Dowding 1933, von Arx & Gams

The Sordarivoeae (Ascomyeoia) encompasses approxi-
mately [0 genera (Eriksson e af. 2003) which are co-
prophilous, soil borne or grow on plant debris. They are
characterized by ampulliform or conical and usually
ostiolate ascomata; asci are commonly cylindrical with
an apical ring; and the ascospores are generally asep-
tate, with the surface smooth, pitted. reticulate or stri-
ate, sheathed or unsheathed, darkly pigmented. and
with one or several germ pores. The largest genera are
Gelasinosporg Dowding 19330 Newrospore Shear &
B. O, Dodge 1927 and Sorduria Ces. & De Not, [863,
The main difference between them lies in the ornamen-
Lation of the ascospore wall,

The generic name Newrosporg was introduced by
Shear & Dodge ( 1927) for four species characterized by
durk ascospores, with a grooved surface with longitudi-
nal ribs. Later, numerous species were added (Tai 1935,
Gochenaur & Backus 1962, Nelson, Novak & Buckus
1964, Frederick, Ueccker & Benjamin 1969, Mahoney,
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Synopsis ol Newrospora 1120

Epispore endodentate

Epispore smooth

Fig. 1. Types of ascospore wall. (A) Gelasinospora endodonta: (B) G. retispora; (C) Newrospora nigeriensis: (D) G. indica:
(L) N. dodgel. a. endospore: b, epispore: ¢, perispore: d, exospore, Bars= 10 um.

1967, Jeng & Krug 1976, Hawksworth & Manohar-
achary 1978, von Arx 1982), and several genera such as
the two mentioned above are distinguished only on this
basis. It has been demonstrated that the ornamentation

in both genera involves the two intermediate lavers of

the ascospore, the epispore, which is darkly pigmented
and may be ornate or not. and the perispore, which is
lightly pigmented and always ornate (Gochenaur &

Backus 1962, Sussman 1966, Lundquist 1967, Cailleux
1971) (Fig. 1). On the basis of the type of epispore,
Cailleux (1971) recognized four groups in Gelasinos-
pora: Group L. endodentate: Group L, slightly verru-
culose: Group III. smooth; and Group IV. folded.
Preliminary studies with the SEM in 1978-79 (D.L.H..
unpubl.) showed the value of this approach in studying
ascospore ornamentation in the complex., as it revealed
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furrows with pits along their lengths, but this was not
pursued further at that time. The existence of species
with an ornamentation pattern intermediate between
Newrosporg and Uelasinespora seemed 1o indicate that
the separation of the genera was not clear-cut. Recent
molecular studies in Lasiosphacriaceae, Melunospora
(Hypocreales) and Onvgenafes also suggested that gen-
eric distinction only on the basis of this character does
not correlate with phylogenetic relationships inferred
from DNA sequences (Cano et af. 2002a, Miller &
Huhndorf 2002, Solé er gf, 2002, Sugivama, Summerbell
& Mikawa 2002, Zhang & Blackwell 2002).

The phylogenetic relationships between members
of Gelasinospora and Newrospora were recently investi-
gated by Dettman er af (2000) analysing the four
genes: ITS/5.88 rRNA, glveeraldehyde 3-phosphate
dehydrogenuse {gpel). mating-type A-7, and mating-type
a1, Although only five species of Gelasinospora were
included in that study, they concluded that pitted vs
ribbed ascospores 15 not an useful criterion for the
separation of these genera.

In order to evaluate the morphological and genetic
relationships between Newrospora and Gelasinospora,
we studied the morphological features of numerous
fresh isolates and some reference strains (including
numerous types). We have also analysed the nucleotide
sequences of D1 and D2 domains of the 285 rDNA
gene of a representative number of species of both

ZENETH,

MATERIALS AND METHODS
Sampling and fungal isolation

Sail samples from various geographical regions in-
cluding arcas with different climates and vegetation
were studied. Technigues used for sampling and iso-
lation were descnbed previously (Stchigel er af. 1998,
Guarcia, Stehigel & Guarro 2002),

Strains studied

105 strains. mostly from soil, including 18 reference
and wvpe strains from different culture collections
{CBS. FGSC, IMI and NBRC), were included in this
study,

Movphological study

The macro- and microscopic morphological character-
istics of the fungi were studied on oatmeal agar (OA;
oat Hakes 30 g, agar 20 g), malt extract agar (MEA;
Difeo) and potato-carrot-agar (PCA; potato 20 g, car-
rot 200 g, agar 20 gy at 15, 25, 35, 40, and 45 “C. Colour
notation in parenthesis follow Kornerup & Wanscher
(1984). The measurements of the fungal structures were
taken in cold lactophenol. Scanning electron mi-
croscopy was used 1o examine the ornamentation of the
ascospore wall.

Molecalar study
Stratng wsed

The strains sequenced in this study and their EMBL
accession nos. are listed im Table 1.

DNA extraction

The DNA was isolated as described by Cano et al.
(2002b).

FPCR amplification

The D1-D2 regions of the large-subunit rDNA from
the strains tested was amplified using the NL1 and NL4
primers (" Donnell 1993). PCR conditions consisted of
pre-denaturalisation at 94 °. 5 min; 30 cycles at 94,
455517, | mun and 72 °, 3 min; and a final incubation
at 727 for 10 min. The final products were eleciro-
phoresed in 2% agarose gel stained with ethidium
bromide. A 100-bp DNA ladder marker (Gibeo, Bar-
celona) was used as the size standard. The products
were purified using the GFX™ PCR DNA purification
kit {Pharmacia Biotech, Barcelona) and stored at
— 20 until used in sequencing.

Sequencing and phyvlogenetic analysis

The protocol used for sequencing was the Tag Dye-
Deoxy Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, Gouda). The reactions were performed
using the NLI1, NL4 primers and were run on a 310
DNA sequencer {Applied Biosystems), The consensus
sequences were obtained using the Autoassembler
program (Applied Biosystems). The sequences were
aligned with the CLUSTALX (Thompson ef @/, 1997)
followed by manual adjustments with a text editor,

Phylogenetic analvses of the D1-D2 domains were
performed using the neighbour-joining method {Saitou
& Ner 1987) with the MEGA 2.1 computer program
(Kumar er al. 2001). The trees were constructed using
the Kimura-2-parameter distance model (Kimura
1930} with the pairwise deletion of gaps option. The
rebusiness of branches was assessed by boolstrap
analysis with LO0D replicates.

RESULTS AND DISCUSSION
The molecular analysis of the 288 rDNA sequences
of the 35 strains included in the study confirmed that
Gelasinospora and  Newrospora can no longer be
separated from cach other. The length of these se-
quence regions ranged from 493 bp (G, nigeriensis FMR
3963) to 320 bp (. cevealis FMR 7271). The number of
variable sites was 54, 30 of them being parsimony-
informative.

In the neighbour-joining tree (Fig. 2), using Xvlaria
curta and Chaetomium globosim as oul-groups, two
main branches were shown. One included the only
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65 G. indica IMI 212194
-I G. hapsidophora CBS 408.82T

G. stellata TFO 30242
G. stellata CBS 561.72T

G. kobi CBS 560.727
;IS_ G. micropertusa IMI 212194

G. bonaerensis FMR 59627

s mooth

G. cerealis CBS 177.33
G. reticulata IMI 0800357

G. reticulata FMR 5979

N. lineolata CBS 502.707

N. dodgei FGSC 1692

Epispore

N. africana FMR 7370
98

G. pseudoreticulata CBS 556.727
9 G. uniporata FMR 7283

9 |
G. uniporata FMR 72737

- N. crassa

N. crassa MUCL

1 N. tetrasperma FMR 5545

e G. retispora FMR 7510

G. dictyophora CBS 529.95
G. dictyophora FMR 7511

G. retispora FMR 5513

ornate
Group IV*

53 |— G. novoguineensis FMR 7269

8, G. retispora FMR 7276

5 RV
98 54 G. retispora CBS 275.50T
U L G. santi-florii FMR 5556 : )
G. calospora FMR 5508 |
8 G. éndodonta IMI 1493697 y
v
N. sublineolata IMI 223881

ﬁl— N. terricola CBS 298.637
G. nigeriensis FMR 59637

G. amorphoporcata CBS 626.80

Epispore

Group IIT*

Chaetomium globosum D-1U47825 ATCC

Xylaria curta U47840

| |
0.02

Fig. 2. Unrooted neighbour-joining tree of 35 sequences of the D1-D2 regions of the LSU rDNA from Gelasinospora and
Neurospora species. Branch lengths are proportional to genetic distance, indicated by a bar. Bootstrap values of 50 % or
greater (1000 replicates) are indicated above the internodes *Group III and IV according to Cailleux (1971).
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spores of both posses o smilar reticulate patiem
However, m N, rerisparn il pits are browder lup 1o
3 pm dismi

Serafmy eveined: CHS 530095 FMR
FME 7970

Iherwibuvion; Kenya. Spain, and Tanzama. Dang
angd sl

Reforences: Khan & Krug | s,

510, and

Neuroapora discreta Perkins & Raju. Evp. Mool W)
125 (|96, iFig 54)
Asdinpnli : ['.F.-|'_|-1nr|,|.".'q.|' L1LE

Cotries yellow.  Asiewrete ostiolute, W0 i g,
fseospores  ellipsoidal.  (28-)31-33 x (19-)21- 24 pom |
wall with o veriable number of loggiludmul, bronched
mbs, which are indented by mumerous, spherscul
Py, ong germ pore ab cach el Comtilfie yellowash
orunge, vanable in sige (macro amsd meroconidia are
preseni).

Dueeifeesn; Worldwide, Fromm burmt substrala

Roferenves: Perkins & B i 19865, Perkins & Tuine
IPERE and Turmer or of (200

euwrimpora dodpel A Nelson & BK, Novak, Moa-
lenpiee S WS (106 (Figs LE, 10 and 55)

g onmnni ostiolate, J0 00 jum diam, daospores ellip.
sopdud. 29374008 = 1R-2 | wall wath abom 1416
lovngintinal, Broad ks, brancheld wnd anastonmosed,
ong. germ pene at cach end.

Meramin eiapipnsd, FOSL
FAW R Tk

Fivribaesni ) Austvalia, Domimein Republic, Mear-
vaiqiee. Mewwn, Mepal. Puerie Rico. and 17SA. Soil

Meferenpes: Froderek or of {199, Gliss of af, (1955,
. Mabongy o of. (69 Nelson e, (1964, and
Perkims & Turner | |9,

2 FMBE 2507, and
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13, Crarcaa and onhers 1127

Momrospora emdodonts | Malloch & Cam) D Gancias,
Stehigel & Guarro, comb, mav,  {Figs 11 and 56)

tredusinmsporg encksdonta {Malloch & Cam) Arx, Proe,
K. mewd, A&aed. Wer, Ser, © 76 30 {19733,

Y ndello endodenrea Malloch & Cabn, Can, 4. Bor, 49
A (1970

Ascormate non-osteolate. 95230 jim diam. Ascospores
ellipacsidal, 2331« 1522 g wiall with smwardly poro-
jecting pols, one perm pore st cach end,

Noves: N, ewluckonier b Clime to N, caluspord. Bul
N enclafonie can be differentiated by its non-ostiokale
uscomiala

Serevivin e veenineed s [MI 148369 (ex-type), FMR 166,
FMB 395 FMR 7215, FMR TENL and FMR 724,

Disreibusivee: Australa and Spain. Soil

Referendes: von Ars (1971, 1982, Gusirro & Forl
| 1y, anad Malloch & Cam (1970}

Mearospara fallachosa (Caillews) D). Garca, Swchigel &
Ciiarmo, comb, moy, {Fig. 57)

Crekevinnspora falflaciose Cailleus, Bl Soc. ol Fr,
BT 62301971)

Avonyite  ostiolote  or  nom-ostiolile, 200400 um,
Ascospores subglobose to broadly ellipsoidal, 30-3% =
150 jum; wall with lurge, circular 1o angular, some
time irregualar pits, one germ pore at each end.
Ehixiribaiion - Centeial Alvican Ropublic and Souih
Afnea. Dung
Keferences: von Ars (19930 and Caillews {1971

Mewrnsporn Tovenconben (Cuilleus) I3 Garcio, Stchigel
& Cromrro, eomb, mos, iFig. 58)

Creduiipospara foveaconioa Caillleuy, Sufl. Soc. mcod,
Fr. 87- 622 (1971),

Ascornara astiolate, $50-95) x 373600 pm. Ascospores
tarrowly  ellipsoidal with slightly altenuated ends,
IR-52 0 2532 ;. wall with small pits not well de-
linited, 26 germ porves arrunged in apical rings ol each
cnd

Dteifmtion: Central Alvican Republic and Co.
lombia. Dung.

RBeteremees: vor Ars (V925 andd Coilleux (19715,

Mewrosporn  galapagosensin Moboney & Hackus,
W rcmfognio 61 265 {1969) (Fig. 3%

Meweosporn africana L, W Huang & Backus, M yook-
g B 268 [ 19649),

Asetiufa patiolinte, MI0-T00um 18 dism 4 wosgpens
cllipsoidal. 21-320-351 = 118 pmic wall with 15-22
longutudmal,  frequently  branched nbs, epispore
stisth, ong germ pore an each end

Noses: N, galupagoseosiy wmd N, africane have been
truditionally differeatinad only by the kngih of ihe
dsoospones. However, accordmg 1o our ohwerations
they ane indstimgushiabde. Rocent studies based on
et A-10 ITS58RS, and gl sequences demonstrated
that the specss nre penctically sdentical | Pogpeler
I, Denimun. Harbinski & Tavior 2000), N dodgei

and N, lineolote wre dlso close 1o other spedes. bud
wun  be differentimied from N, golipagosmis by
their omamentation pattern, which has wider ribs
i the (ormer and wscdistingl sitercostals velin [ the
lalier,

Strates exemmined. FMR S5887, FMR Ti50, FMRE
T963. FMR 7064, FMR 7965, and FMR 7967

IMstrifansiens: Australia, Cuba, India, Isba Santa Cros
(Gulapugos Islands), Nigema, Papua-Mew Guine,
Peru, il Venceucla. Soil

Referenvey: Fredenck of of, (1969, Glasser af | | 953,
1990y, Maloney er ol (19600, Muosushima (1971,
989}, Perkins & Turnes (19881 Poggeler (1999
Takada (19730, and Turner &1 &f, (0],

Memrospora ol acmsds (Coillou) 1 Gancin, Sichigel
& Gimarro, combe. moy. iFig. B0}

Gilaninospora gowedaensts Cailleus, Bull, Soc. ool
Fr. BT 622 (19710

Ascortia oaliokate, 330- 650 = J-530 pm. {wospores
broadly ellipsoidal with rounded ends, 3438«
24-28 pm: wall with small pits. 2-6 germ pores: dis-
posed af cach end,

Soranr exannmed. FRR 7324,

Disseifuacicir: Central African Bepublic and Migera
Dring and soil.

Refereanee s von Ars {1982) and Callous { [971),

Newrvspora hapsidophora (R S Khon & 1. C. Kogi D
Ciarcia, Sichipel & Guarro, eombe nov, — (Fig. 615
Grelmdnospory Rapadophors Khon & 1, C. Krug
M voedfogdeo 81 233 (1959,
Aveewrata osliolate, SO0 To0 « 350 §%) pem, A scoipioares
broadly eflipsdal to subglobose. rarely ghobose,
P 26w 0416 ey wall relicoluie with angulir 1o
mearly circular pits, @ 5-2.5 pm in diam, ooe germ pore
al eoch emal
Notes: Thiz species resembles N, dicrrophiong dnd
N. retlsporst i its omamentaton patiern. However,
N. hapsidophera can be differentinied from hoth by its
simaller ascospores,
Straimy examited: CBS 40882 jex-typed and FMR
T8
Dintpibantivn ; Coba, India, Tansns, Venerocls, and
Zimbakbwe. Dung and soil.
Referomoes: Khan & Krog (195%0

heterasporn (Cailleus) 13, Gapeii, Stxchigel
& Ciuarro, camb. nov, (Fig, 62)
Gedauiroipora heterasgpara Culleux, Bull. Soc, svead
Fr. BY: 622 | 1971y,

Axcemgiton osteolite, 30| 00 = 280700 jim,  Ases-
spaares broawdly ellipsondud 1o swbeylindrical with roun-
ded ende, 3545048 = 25 10w owall with simall
ndistinct paes, 4-6 perm pores arranged it each end

Seraipr exanimedd, FMR 7520

frisivitwriony: Argentinn, Ceniral African Republc.
and Veneeuela, Dung wnd soil

Refereaces: von Ary (192 and Caillews 11971

M
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Figs =20, Aspmpuiren ool Sneospona speces, Fige D% pdndite. Flg, 8L 3 andion. Flg, 1L %, donyd, Hig, 14,
omem el Figs 1517 & sornpsar. Flgs TB-10 4 anetiade Fig. 2 V. fermoperova Bars = Wpm
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b Cxarcia and others | 2

Menrospora himalavensis Y. Hove & Udagawa) [
Crivrens, Sehigel & Doarre, comb. mwv.  (Fig. 51§

Licldmeaypancr Safavensis Y. Home & Udsgaws.
Feans, el S dopsary 18 300 (19744

Iremrtir osliolabe, 00T = Vb 50 pim. A seiipaves
ellipatichsl, 3786 = 28 Youm wall with angular Lo
wicgmlarly angular-ovate it G 5 jum dhomn, 4K O
prores focated st cach énd

Oesieibstinr; Sepal. Sodl
Refercines vor Ary | 1982 and Horie & Udagaws
| 197dy

NMeurospora hippopetama (14, Krug, B S Khan &

Jemgy D Grarchis, Stchige] of Guarro. comb. soy.

iFig fd)

ey fummnapari fippoperans 5O Krug B S, Khan &
e, Woeologi 86 250 (| 94

Avonmeito osticlate. S00-T30 « 375450 ym. Ascaspaores
ellipmariilis] o subglobeose 1o ilmest phobose, 15 25 «
25 31z walls wath arcular, inwardly projeciing wide
shallow pits 125 jun i, & 8 germ pores which moay
b scnitered or cencentruted near the eid

Winres : This specles B close 10 N, soinad, N sl
and % somdeafor, bt con eusily e differentialed by
the presence of mulliphe geom pores in N fijopopenani,
while the othess hive one germ pore at @h enl

Irispedtpnion s Egypl Malawi, Sedan, and Venessels.
Phoimg cind sl

Noferences: horug, Khan & Jeng | |9d)

Menrvspora fliea (0 N Bal, Wodhwa & PR
Tewan.y [ Garci, Sichigel & Guurro, comb,
nos, iFigs 10, 12, and 65

l'.l:l.'lln:i‘.l-l'l'fllll.'lul-'u falicn (0. N Rai. Wadbwam & 1P,
Il..".l.'llllf A, e |'|, intl, Al -"':'|' caer, L The
20 11973

Iniviefln a3, N, Rii, Wodhwam & 1. " Tewar;
Can, 1 Bor 45,479 (197,

dvvommter. momeoshobate, 173 230 pm.  Aseoigeres
hrieailly I.'"I.l"'!ﬂﬂ,’.l' s 1|,||'|-g]|.l|'u;u.|,'_ -3 = 2 2K e
willl retieutare with aagular pits 3.5 4.3 0m. one germ
i ol inich el

Moo The size and the ornanwnlalwen of the asoo-
aprres af N grelfiern are sitmlur 1o N, bl however,
N, wreflars has Mgger ascomata and shighily broader
HsCONpO e

Frraens exgmiimed: 1M1 120719 fesavpe) amd FMRE
Ly

Dstritton : Ausirals, Indis. Philppimes, Thuland
and Vencroela. Dung and sl

Hefermoes! vom A (19730 1982, Malloch & Cain
TR wrdd L dagaowin 4 1IN

Setirospara intermaedia Bl
1 1435)
Beretamninedtfi s € ey saeilion s

Myvedagio 27 32
iFig ft)

T

oty pokdei-vellow or arange. Avovwmate oslicdale,
M e oy A seosgrares ellipsondal, 19 27 < §2-) 7 pm

wall wath 12-17 longitudingl, oflen branched i,
i germ pre al cawch oend, Conldm golben vellow.
FE=20 = 1611 yum

Priweibution: Waotldwsde, Comimon in burni veg-
cration, wil, and non-humed subs)rites,

Redereacey: Perkms of af, 197, Perkins & Rl.tju
(1986}, Perkins & Turner (1988), Tar 10935 and
Tormer o7 af, (2011 )

Newrospora lmversa (Callleus) 13 Garcla, Sichigel &
Cruprro. comb, noy, 1Fig. 671

Celanninuagnara ey xa Uallbeus, B!, S, movesad, Fe, BT
BX2{1971 %

Arwmnpyver ostiodanc, 201300« |80 3150 e Aseogmires
¢llipsoidal with browdly rounded onds, 13650 47
(49w (27029 3 pm: wall with small arcelar pils
.5 1.5 s diam, 26 germ pores arranged ai euch end

fristechnriony: Central Afncan Repabhc and Migeria
[rumg cined sl

Reterences: von Ao {1982 and Callieux (189710

Nowrospora kebli (Culleun) D Crarct, Siwchiesel &
Crusinrrar, comb, nev. (Figs 13 nad 65

Credusinnsparg Lobl Coilleus, Bl Soc. vived. fr B3
B20 1971k

acammnse ostinlate, 430 800 « 300000 i dvragpones
ellipeiddal with wtleniomied cnds. 34 400 5= 25 1)
| 350 e wall with small, areular phs 1-1.5 pm dem.
ey germ pores distnbuled ol cach wd

Sowmins evamined: UBS 560,72 (ex-type) and FMR
S04

Bistritprion: Cemral Afvican Republic and Spain
[ Fuimg aisd soil

References von Arx (1982), Cllenx (19711 and
Civarro & Fort (1954)

Menrmspors lheeslale Froderick & lecker, Wiclip
LB ELE L {Fiz. ad)

A srimnobu stjolat, SOU-SO0 < 350 SO0 . Ay agpares
ellipsopdal, 22-30 2 1015 18 pm: wall with 18 22
bongrudiml ribs nd moonspicusus inleromsial veins
sioarth cspore, ohe gerin pore :'-_':;|u|,1r|||ll'!. ororud-
2 at each end

Mompn: This species is close o Y, polupagosenas in
the shape and sive of the asvospores. wnd the om-
mentation are similar in both speeies, However, they
Gin be differentimied by il presenee ol compicasus
tnlercostals vems i N pofapagaesi

Strudn exanrined: CBS 302 70 jex-Lvpe).

feareifadnnt ) Pikistan, Soul,

Reforomoes: Fredenck ool (|98, Glass er af {1985,
PR, i Porkions & Turmer ¢ |WR3 ),

b USR] Iulltp'n.pqu'l 1|.5|.f-.l-|l;lhqll- I Chinca Stchipel
S Ciiarro, eomb, noy, (Fig. My

Livdvoivtenporey fmpeiaporg Udagawa, Teus, aevied. 8oy
oy B S0(196 T

daivinmictol oslmolate, SO0 M = 3000 7000 jam

lll.‘l‘
B mw

siveres elhipsoddal, 3243 A7) = 27-33pm; sormetimes
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Synopsis of Nenrospora

Figs =33, Newrowporn oigericans, Fige 21 Petal ol per
whain. Figg. IZ Asous wilh asoospores. Fig: 238 Ascospores,
Hars: Figs 31 and 22 =30 um, Fig 21= U jum.

shghtly pomnted at one end: wall with small. rounded
pats, 105 pm dliam, ome apical germ pore,

Wirter: Thas species resembles AL fobi. but the laner
has 4 e 6 germ pores bocated around the AnCONPT
el

Iisreiteiriens s Australia
Fepderdepis inal sl

Refereces: von Ars 193835, Matsushima (19849), and
Ul pawn & Takada (1967T)

andd Japun. From  farly

Poeurospasra macrispora | Cailleus ) [ Garcia. Sichigel
& Cinnney, coamb. mis., iFig 7h

relusnospora maorospory Canlleux. Badlll Soc. srvced.
Fr BT 6221971},

A cfrantn mom-ostiolilte or rarely with o sessile, porillan
ostiisle, M- o) gy, Ascospores broadly ellipsoidal o
subspherical 4356 x (32-)3K-4 T 50) jim; walls with
pumerous small pats, 0051 pm diam, &3 perm pornes
arraiped ut each eml,
sl Central Afvican Repubbic. Dhung
Referedices: vor A (19820 and Cailleus (1971

Meurospai mcroperioa (Y Hooe & Udagawa) 1
Crarcii. Sichigel & Guarro, comb. mav.  (Fig. 72)

faivacli wenieroperfnin Y. Horse & Udagawa. Frawix
s, Sei, Japoyr 18 197 (19740

1130

Gelaviaespory mucropertuse (Y. Hone & Udagawa)
Ara, Persesmala 11 46 19825

{revemito non-ostiolate, 7505060 pm, A CEARAEL
broadly elhpsoidal, 052 = Y)-42 pm ;. walls wilh small
circular pits, 0.5 | prm diaim, up to 8 germ poces located
al Lthe ends.

Nesbew: N, mibcropertong woclose (0 N, maeroagporg
However. N, nuncrospora has both ostiolare and non-
oslidate asomata, larger as and slighily broasde
AFCOEPOres

Srranin evameined D TWED 202094,

Ersirifstiont: Japun and Nepal Soil.

Referencey: von A (1983) and Hore & Udagawa
i 1974

Neuraspors mirabilis  Furuya & Udagawa) D Gareia,
Stchigel & Giunrro, comb. mos, {Fig. 73)

Gelpsimosparg snrgbiliy Foruyia & Udapawa. Traws,
s, Sere. Sapene U7 303°(1970)

{ sevuimierr ostiolate, S50 HKE < 750 li-lllpm, A oapr ey
broadly elbpsosdal, 32-38 = 22335 m ; wall reticulane,
with sub-angular pilts measurimg 24 pom diam, (2 4i-6)
gerim pores ecoentrically located near ssch end,

Notey: N oirheilin has some  resemblance 1w WV,
dyppplaprengs, bat con be easily distinguished hecause
¥, murahifin has smaller pcospores willh o broader
reticulale ormamentubon paitern.

fgnerifusrion: Thuiland, Sail

Referviies: von Arx (19523 pnd Furove & Udagaws
i 19Thi

Mewrwspora multiforis (Coilleus ) D Garcla, Stehigel &
e, comb. mos. (Fig T4)

l_fr'l'rru.rrm‘mwr naftiforiy Cwllews, Bulf. Soe, mpreod, Fr
K7 622 (1971,

fcummaniar  oaliclate, S50 1000 = 365750 pm,  Adso-
spores broadly ellipsoid 1o broadly ovate, 4052«
L0425 iy wall watly sesall cercular pats. 0051 pm
diam. 612 germ pores located at each end

fgareitnin . Central Almean Republie, Japan, sl
Mepal. Dung and sml

Refercaes: von Ars (1982), Cailleux (1971), and
Horie & Uldiygawa (1974),

Newrespors nigersensis Stchugel & Guomo, sp. nagw,
(Figs 21- W)

Ixrommarny osfilpta vel non-mstiolita. Pecslion &3 et
.mguhm vicl :_l-.l-hub.hu cusmpumiliem Ll Kapon evlmadrsc
wel sub-cylmdrc, 380-350 « M S0 pm, dseparar  @ni-
wallulares, late cllipscidese, wro-brunmen vel nigrae, Wk 4% «
2250 pm. reticolsis, com foveoles angukaciter. 257 pm
e, 2 lerianine germsimslie Stnius comsdialis mallus

Topne ! Migerka. Linow: [heskpu-Awka, 1500 ex solo, 2
Bow, 19, N Gagees| (N 375000 - bolotypus: FMR
903 - |solypus)

A poeliuen compased of hyaling 1o pule brown hyphae,
seploie, branched and anastomoang, smooth, 330 um
wide. Coloaey on PCA attiimmg more than 50 mm
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Fips Zd=M Newrempora sigeoenr. Fig, B Accomn, Figs 2528, Awcospones. Firee 1 Avcomy (SEM L Fig, 00
Wagiamponies ESEME Rais g 24 gl 29 = 00 pens, Fags 35 2% and J0 (ERTSE
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by 1101 [ il Nope TR FMATR

dirm afier 1wk woroom temperatoned 2225 5 Aol thin.
consistmy of submerged mveeliom und sparse serial
hiyphae, grevish brown (M. 3133 1o 3E3); revérse groy-
ish Brown: ascoimatal milmds armang as side brunches
rom the myeelium, isvolving neighbouring hyphoe,
conbed and vonlomed, dvoomgte superficial, scatkered
Lov grogped. pyritorm and ostiolite or globwose wnd nog
valielane. lark B, 250-B50 0w 250650 jim, wah a
sliort. papillste, conical to cylindnenl neck when pres-
and ek 110- 250 i tall omd 130350 g wiile a0 the
s, with scarce setie-like appendapes: seise smonth,
sepale, subbyaline (o light brosmn, ®-050pm long
1 5 pom dewm an the base. theck-walled . Peridium textnra
amgnelenis Loy sewvtamn globutiog, 79 lavered, S0--20 jum
(hick. brawn, outer lovers 12, conssimg of brown,
than=walled cells 7-25 % 1022 pom. 515 pm thiek ; seve
eral inner lavers composed of sublyvahoe, thick-walled
velbs measuring 12-27 = 6= 16 pm. Adsed fascicolste, oyl
indrical 1o sub-cylindrical, thin-walled, 2802500 M
A0 . stipotate, rounded Lo truncate at the apex with
a beoad and distimer apecal ring_, I!'.-.:zpc:lmd, qupﬁm:f_u
il abserved. Aveospores uniserinie, ane-celled, broadly
cliipsondal. 3045 = 17-3] ym, hyaline when  voung,
Pewoming dark brown 1o black | walls ormamented with
angular pils, 2.5-7 wm, which forming a network -
ferm, with Iwe tevminol, civewlar, 1% 2.3 jon dsam germ
pores. Anamorph unknown.

Noden . The species grows mpadly wl 37, bal s
mati wre ned produced : at 42 growih s ml Vo e
Jpanids i relaved o N, dicTyopdierd, N, moveguinecyis
and &, netizporg, All have spore walls wath pats forming
o network and o germ pore ot each end. Howeser,
e ascospores and the dimeter of the pits are clearly
Tigger an N, migessensis,

Sseurosporn noviggeineeosis (Tokoda) 1 Garea, Sichi-
gl & Cruarro. comb. moy, (Fiz. 755

Gelasinmpora dovegpiveenyin Toakada, Bl wor. 5ol
Mo, Tedkper 16: 529 {1973},

Ascowmrata ostiolate  or o mon-ostiolnte, G- 00D =
2E0-A08 pm iwhen nom-ostiokle, 2100300 pm dam).
Asweaspawey cllipsosdal, (263142 x 20-26pm; wall
reticulate, with large pits 2-Spm diaim, one germ pore
ul gach end

Woilea: N, movempuineensiy resembles 1o N, retioalaia,
hoswever the Litler has nof-ostiolate ascomols, smaller
ascospores and a finer reticulate, which is formed by
puts |- 2 jan i

Sevvrine eentivedd; FAWR 132, FMR 3822, FMR
20, FMR 7317, and FMR 7523

fhyreebiirionr:  Papua-MNew Gumen, Singapore, and
Spwiin. Sail

Ritforenees s wom Ars (P9EZL Croareo & Calve (198,
wnal Takada 119735

Moeafosperny panneaiéa | U ko & KB 5 Khan,
M yeodogia B3: 829 (1991 ) iFig. 78}

Awcowignn el ate, 50 T w0 M0 500 . Ase o
broadd Iy ellipsavicial 1o subglobose, secisionally globosg,

iz

J0-400= 24 30z wall with 20-24 Iovingitiichna | mbs,
e germ pore ol esch end,

Notes: This species has a simikay ersmsenlaiion
potterh B0 N odoadeed, bul N peproriiog has broader
Elslies [NFES,

Dixrriuiion: Crrenada and Hungary, Sl

Retereoves: Krug & Khian (1991 )

Newrospors  preudecalospors (Udagiea) 1 Gianca,
Slehgel & Guarro, comb. nov, {Fig. 77

Credasinmngra premdocolospre Udagawa, Bul. mar, 300,
M. Tolivo Da- 517 {1973}

Ascowniara ostodane, 2304300 x | B0-300 jm. Ascospores
clhptical with atienuwitod ends, 27-32 = 1618 yum ;. wall
with numerows. roended piis (| poediam ), one germ
i il ey el

Nares: The closer species s V. peeeadis. which cum be
distinguished by s broader ascosperes with a thicke
CPIEPOTE.

Steabmn ¢ voniucd: FMR 3917, FMR 6188, and FMR
GlEl,

Disprifegtion: Mg, Papun-Mew  Gusmea,  aml
Venezucla, Dung amd soal.

Referenvess von Ars (1982 and Udagaws o af,
[ 1973},

Neuriapora preudoreticalain (Motsshioma) D Coaocw,
Stehegel & Giuarro, cemb. aoy, iFig 78I

Cieiilimignies presadivesivofore. Matsushime, Mol
Stvifemrd, Pl Papug New Guiner: T3 (1971 )

Croas bripear variebiliy Callleus, B!, Soc mveal, Fr,
BT 622 (1971}

Ascanpara ostsolaie. 43508060 < K575 pm. dscospores
hroadly ellipsoidal 1o subghobose, {3537 47 = 27
Yipm: wall reticolate, with irregular pits. 24 serm
perres goceninienlly distnbuied o cach end

Sirgtn examiaed: CBS 35072 (ex-type . varighifi)

Diviribagtion: Central Alvican Republic and Papas-
Pew Gumnes, Dung and soil.

Referomeen; von Arx (19825, Cuilbeus i 19715, Furuva
& Udagawa (1976}, and Muotsushima {1971

Mesrospora relicalata (O, Booth & Ebben) D Garcia,
Stchigel & Guarro, comby, mey.,  (Figs 14 and 79

Tiheluvia revienfarg C. Beoth & Ebben. Trane B
mipeod. S, el TEA 1900,

Anixiefla reticulurg (O, Booth & Ebben) Cum, Can f,
Her, X0 TR6T (1960

Amiviells relicufnspory Saito & Moo, S Fermen),
Tewhmeod, Wik Dh: 4 | 1948

Creknloneipora redicodfora (0. Booth & Ebbeni Coilleus,
Bedl. o, mveal. Fe BY: 334 (1971 )

Azconata non-ostiolate. | 30-350 pm om diam. Aseo-
spovey ellipsoadal 1o brosddly ellipsandil, (24 26 32 «
I6-23 27 pm: wall with cweular 1o ellipasdal pis
micasuning (LE-I pm, one germ pore al cach end,

Srvgerrs ¢ vogined . [ME USOO35 fex-tvpe), FMR §80,
FMEB 166, FMEB 2955 FMR 5400, FMR 5027, FME
ST, FMEB OSSO, FMR SR FME 7515 FME 7324,
ind FME 756
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3. Giarcia and others

Ihsiribrtion:  Argeniing,  Awvsiralin, Cuba, Chile,
Indonesia. Fapan, Nigeria, Papua-New Guines. Spain,
the UK. amd USA. From stems, roats, and ssil,

Roferences ) von A { 1953), Booth & Ebben {19610,

albewx 19TIL Cain (1961 ) Cruarro & Calvo (§98.),
Muolkoch & Cuin (19700, amd Takadi (197 3)

Mewrospora retispora (Camd 130 Giarcin, Stchigel &
Ciigrro, comb, o, (Figs |B. 15-17 and 80

Trelannimioaparg retisprag Can, Con, S, Res,, ser, O 28
ETR (19500

Mrselliie repicalospory. Girels & Cireis-Dengler, Jb,
wiss. Bor, 89 340 (19410

Credesinasporn ceticadoapone (Greis & CGres-Dengler )
C. Moreau & M. Moreaw, Mycotbhogee, Lab,
Crypd. M med, Povin X2 4B (19516

Asemiiiatar onbioskate, TO- | 06N = JANE- SO0 pam, A viapares
ellipsotd, 24 35 = 14- 20 i ; wall broed reioukiie, with
elongate to angular pais measuring 2- % jum, one apical
ROTT eOre

Neranines ecetnimeel CHS 275, S0 (ex-tvpe), FMR 504,
FMR 5186, FMR 551 FME 7276, FMR 73100 and
FMR T827T

Disieiharion:  Ausralia, Cinada, Chile, Coba,
Ciermuny, Jipan, Netherlands, and Spain, Dung, rools,
seeds. and soil.

References: von Ary (19823, Callleus (19715, Can
| sy, Guaree & Forn (19848, Matsushima (1989 and
Mowean & Mowean (1951 )

Mewrospors switol (Ldogawa) 13 Gancw, Sichigel &
Cruarmo. comb, mo, iFig. B}

Aniniefly sevten Udngawn, Bufl, sar. Sl Muos. Tod o
MG 501 (1973,

Ciedmigwira selted (U dligawn ) Ars, Persoomie 11 447
(19828

Avverrgte non-ostiolate, 14023 um m diam. Asen-
speres Broad |y cllipsoddal, 30420 -5 x 24 3N-13) e
witll with mwardly projecting small pais (1 pm dim),
aong pern pore al each end,

Noves: This specis is morphologially similar o
N owmii=Tordd, bt the Kilter has ostiolate wscomiits

Serris exarmined - FMBE 7316,

Maredbwrion . Argeniing and New Gumnea, Soll,

Keferences . von Am (1982 and Udagawy or o
(R TS

Mverospora sati=Goril (Coilleus) IV Garcia, Sichigel &
Cauirren. vomb, nov, iFig 821
Crerfasinvispory sonri-floed Caalleus, Bufl. Soc. myveal, Fr,
KT 20 (1971
Asooeniara ostiolate, 3E-6300x 26450 pm. dscespores
ellipaosclal, 52 380 05 % 22- 28 jm; wall witls inwardly
progecuing. small piis (.51 pm diaml, one germ pore
al each end
Srraing exammed: FMR 3508 FMRB 5%%, FMRE
7524, FMR 7526, FMR TE21, FMR 7533, FMR 7521,
and FME TH26

13

Dispribation . Argenting. Australia, Central Afrecun
Republic, Cuba, Hungury, Mulawi, Singipore. Spain
and Zaire. Dung, wood, ind soil

Referemea: von Arx (1TUE2) wod Cridlleus 11971)

Mewmrisquira seminuda (Caifleayy I3 Garcin, Stehigel &
Lruarmo, comb. mov. (Fig 83}
Giglasingspora serinpeke Canlleus, Ball Soc. myeed Fr
BT 62 (1971
Axvon '||'\-|i1||.III:'. L] HI]"\-':-H]' -I‘i'ﬂ“tﬂ 'I'||:i."|p-||r|'_\
ellipspidal with shightly atsenpare epds, (2512733 %
[8-22 pm; wall with inwardly projectng small pits,
1. 5-1 pm dham. one germ pore at each end
Notwy ) N, sevrmiedis 15 very close to &, ant-foril. The
speecies can be dilferentiated by the lighier coloured and
broader ascospores with rounded ends in the Liler
Sreainy exomied: FMR 5653, FMR 6154, sind FMR
hixs
Disrrifartionr: Australin. Central African Republic.
Migerii, and Papis-New Guinea. Dung and soil
Referomces: von Arx (18821, Cailleux (19713, and
Fakad {19733

Mirospora sitophila Shesr & B O, Dadpe, J. Agric,
Res. 3: 1026 (1927), iFig. 84}

Anigply . Chrvsevifia sitepdite (Monl. ) Ars, Syl
LTINS

Coloeticy orange. Ascomeara ostiolate, 400 500 « 200
300 g, Aseersperes ellipsomiul, (2012326 = {01031 3
14y wall with 16-17 longitudinal, sometimes bran-
ched ribs. one germ pore at each end. Conldils globos
io subglobose, (T-HO-15=5-H0-10pm. smooth,
Gramge in mess,

Drssriberfony; Worldwide, From burnt vegetation and
mon-burnt subsiratn

Foferences: Perkine of ol (1976), Perkins & Turner
| 1%, Shenr & Dodse (19279, wnd Tummer o af, (2000

Nemrospora sphseraspora (Y, Hore & Udaziws) D
Conrcia, Sichigel & Guarro, comb, nov,  (Fig 855)

Aniviella spheerospore Y, Hone & Udnpaowa, Trans
mvnl. Ko, Jupom 15; 197 (1974),

Credepsimoapare spderaspenss 1Y, Home & Udagawa)
ATK, Pergososg T 447 § 19820

Ascemmgia pon-ostiolate, 330-700 jim dsam. Aseogpores
glohose to subghobose, (32 )38 440-46) pm, walls ir-
regularly meticulate with ovate pits, |, 55 om, 6-8 perm
posees scuttered st ench end

Distrebnation: Mepal. Soil.

Roferevices! von Ary (9852} and Hone & Udagswa
{1974

Newrospora soellata (Cailleun) T Garca, Sichigel &
Ciarno, comb, o, iFigs I8, 19, and 86}

Crofmumspor steifora Calllews, B!, Sov, prveed. Fro BT
6221971}

Ascomaty aon-ostiodate, |40-450 um diam, Adsasporey
subspherical, (27336 = (23-27-Mum; wall
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h'l.r|1||hn il \.-..lr..u.fml'.r

i H

Figs A3 Newngmora asnpuansde. Fige 3. Dhejanl ol ihe per-
illmirn. Fige AL Avaus with asompores Fige 1Y, A
Bars: Figs M apd 32=200pan, Fez 33 = 10 pm

retculane with angulan e saskavigeabin piis 4 g ki
o erin poee O ech encd

Strasty  csdried: TFCY SO242 gnd CRS 56) .72
[ R RY Ll

Enspritin: Centeal Afncan Repebln: Dang

Rederenves von Ars (1982 anad Cinallepx (197110

Seurdspora sublimealata | Forova & Uilapgawar A
Prorspenri 11 447 | 1482 (hips 3,4, unad K7)

fniviclla sishiimeedute Furays & Udsgiowa,  Trapee
drvead. Ao dapan 17 317 (1976)
Pwnpery womegeatbinlale, 180200 gm dam. dsen

spewex oval lo etlipsondal, (22024 3130 = 1411520

I, owall waly -3 losgtiBnal  steiatmons,
which de not involve the episporal luver, and with in-
wardly progectimg pits logited on the interoesinl wins,
O permk Pavie il cach end,

S eaanridted ) [N 223881 ex-type) wnd FEGSE
550,

fhiwteahprfony: Lapuin, Saail,

Roforetoess von Ars | 1952, Beany or o (194,
Furuya & Udpgawa (087%5 and Cilass e af. 1988,
1M,

Scurospors berriceln Govh & Backus, M voelegio 54
AT {14962, i Fig. %Ki
bvvomgntirn ostiodaie, 200 b wm dism.  Aseospores
ool 20270280 622 o waall wiik 19 2] bosygg
Vil somctnmes bromch mibs, one upical germ pose.

[RE]

Sevvan ¢ vonned OS5 295 68 (owe-Lype)

f¥isrrifmsionr; USA, Sodl.

Roterenees . Frederick ef o § 9690 Gilass o o, (1985,
1)), Gechenaur & Backus {1962, and Perkins &
Furner 1 98K}

Moeurospory tetraspors 13 Ciarcia, Sichgel & Giuarm,
THBREL 0 iFig. 59}

Cordunfipmngresra fefraripicnnmn oo ing, Can By ey
8 29 (193

Crdefinmngrenrar codloognarg 1 pebeainpseddilo iDhowalingy ©
Muoercau & M. Morcauw, Wioeshcgee Lab Cropr.
W nar. Peoan 30 20 (1951

Ascomarg ostiolate, A3 s YN 30 pm, Asci
dapored  dscospores elbipsosdal of ¢lomgale, 20 13
|2 20 pm, often shightly flattencd on ome sade; sl
with amwcirdly propectioge Corcular or slaghily irregulki
fuls, one germ pore al esch ensd.

vy evaniied VB OS2 gnd FMEBE 750,

Dextezburtion: Camada. Finland, Russa, Spon, UK,
e LISA {Adaskan Dung wod sl

Referemeen: von Ars (1920 Doswding 11933, Forl
g o, (1R, and Malswahima § 19755,

Menrispors ictraspernis Shoar & B OF, Doalpe S deri,
Reo M0 1027 1917 I¥igs 200 and W)

Newwoprdd crvtlieoed Sear & B0 Do, . Agrs
oo 30 102701927

MNewecegpmira foenl L, Tao, Afveobospn XT: 3300 | 915)

fmarmorpe: Chrysedfie rervnipesns (Shear & B.O.
Prondge) Arn. Sovfoiwe M0 |7 19K

Codomics brown or  oninge  Asonsdy  osliokie.
200000 e an i, fsed despored, Ascosgive ellip
soncrl or elompte. (245013680 w12 (W 22 pm:
wall with 16 22 longitwling] somenmes branched oibs
amal ornate eprpore, one perm pore at swh end, Car-
Sder subglobese o obovoul, smaooth, 7O Vi =
811 nm arange 1 TThLEs

Nirerimy  puamured: FWR 373, FMR 95445
TIEH, amd FME 7964

vt Worklwide, From borm vegetaten and
simll

Befreoces: Fredenck o of (196895, Perkms o o
(1976, Porkins & Turner (1988) Shear & Dodpe
CI92 7, Ton (1935), and Taener of wh (2000

M

Movarosporg wlipuwae (K5 Khan & 1.0, Krugs [
Cramuti, Sichipel & Guarre, comb. oo, (Fig 91}

Crediaspangvara g B5 Khan & § O Koeg,
Sorolowcio 41 DRI 4ET),

Ascomaier asisodate, 350 AU = 2504350 . Aseeiifinirgy
elhpandal 1o ovosd, oceasianally  ovead-cybiform,
2022w -1 o wall wich mumerous. small. rownd or
vate pets 008 13 pm diam, one perm pore it each encd
Pipribweson: Pakistin, Soil
Riefprewves: Khan & Krug (19389h)

Mourmspors wnipatats Swchigel (3 Crcia & Guanr,
b W thugs 3144
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13 Coisncnd sl aliers TELR]

Fres 334, Nomereipiora gt e Flg, M, Ascoine B 35, Dadal of the pensbiome Fige 36, Thetinl of ihe awins. Figs 27-J30 A
wally psvompeaies s WA, Ascompoaes, Fles 424, Asconpisnes (SEMD Burs: Pop, 8= X um Fips 3% dl = il pm
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Symopns il Neyragmayy 13K

L1 "l

Fips K| -22, As IR AT B TRUTI TP ERR T e T liu Bl & sain }Ig.i: Ll oMl Wig, WY % sl ILI_I W),
N el Fep. WS, N B O Fig. 86, N cpe i F'il_l|I BT, % sl o, bz BR. Y. rerricalda Fip. 89,

W, Refridameny Fig, B0 Y R L] Fim. 90, N abegini llp Y. N vprdomiv. Mar 1 giin

Ao wnpigptad glolsieg), i oadiss|itg, LA BHI jam diaen, 1y vvEalia-like s, Diciirs sinisetli, el ke lighit Bicvaiy Los
e membranscenm. exton mirincata vl epidemoiden browm, 3-Tpm wide Perifion -9 livernad, brown

ook iem Friy Beapyu wybmaliwi  Masspeyen pdfag

e e A Tran e Lo g "'II'I :||II|- conssling ol brow i
thin-walled hypha-like celis measuring 417 pm dum.
anl irregular Mk -aalled oells measuring 7198 pim

duim. e sesculiate. cvhndrecal, thin-walled, 234

v wmeellubares, globosse, amo Slraesi-hrunmes
B3 V50 e vebicubatis, cumy Tivanmne genmaineli spgular

2208 s e St conslcdis nullis

Fopns: Spdes Divvesarona Proamce . Wansdollis, jud ox sl L1%  3b 32 jum sl iowiicled Bov Eeuncaie ai e
1WA M Swchiged (UBS 112968 halutypos; MR ey il am o apecl nine, which are distinpuished only
TITV markypat 1 3

b airly slapes, K -|I-\.l:..| .f'..l.,'l|l|'- ' d BERRLoMFIEL Ml s &l

Mverlim composed ol Bvaline wo pale heown byphswe,  wie, 2-Gpm tlock, dseospares amsenate, one-celled
seplale, bronchod amd pnastonussing, siousod ), & 17 pm slobwmse, 17 80 35) oy, Daaline when voung, beoom
wide. Colaviies on PCA sttammg of 83 mem diam afler  ing alive-brown and o - walls ormumented wilh

| wk b wowen eerpperafure (X2 25 L o, thin, consase ppular pols, formang a network patier, with a ercualbir
img ol submenged mycelum and sparse serial hyvphoe,  and apacal germ pore, 2225 pm dinme. A namorph wn-
Prcwi 17 Dax alirk Brossa (M GED Lis GEAY ivverse Biow Bk

(8Bl dsennpg superbicial or immersed. scaltered Newiws AL A3 grwing wapsdly. but ascomuts are
liv griviipsed., ;.'-Ii'\lll-u nam=cs ki e, palie o o dark mivl oo i % i et resembles N ra T

brown al matuniy. |40 M pm dome with scaree ¥ sphweerosporg, and N, oeflone, Al have  plobose
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1 Crarcia and others 1139

ascospores af u smmilar size and simak ormamentation
pusttern. Homever, N wmiporany has a single germ pore
amad the vthers have two or multiple germ pones,

“ewrospora varians | Furiva & Udagoasa) [0 Garcn,
Blolingel & Coininro, comb, nov., iFig. 91

Gelasimeporg vorians Furaya & Udagawas, Troms
ipnaed, e, Japaii 1T V141978

fueomigadon osliolaie, 3500 &00 = 200 F0hpm, {sgmpmray
uncicrizte,  broadly  cllipsosdal,  22-3% x [o-20 pm,
romiided at Both cmds; walls with an ircgulan nei-like
patterm. with ovate to clongate ndges. 1.5-4um. one
BEEm i il cuch end

Nerew: N, osarians is chose 1o N paendrediomfusa. bt

the I can be eosily dhfferentuiled by the aumber of

The germ pores. two an ihe former and up a four 10 the
latter

Shvgmr evemined T BT 2235840,

Divreamitioe Thaelind, Sisl

Roforvmces. von Ars (19821 and Furowa & Udagawy
{1576

Exeluded species

Crodisimanspairg  cishid ploperiaetd wins desonibed by
Usdapawa { 19800 om the Basis of o smgle strn isolated
[roum samd 117 Thuland, I ks charscierized by gsospores
with seweral arregular and inostomosed crests that gives
A retioubite apparance o Lher extermil surfaoes, This
peculisr pscospore orpamentation oo typcal either
of Mewrewpory or moany olher lungal genes we seem,
ThereTiome, the Tollowing new genis is progused

Peeudomeurospora 13 Gorcis, Sichigel &  Gioarro,
BETL MY
Eive: pavinledCireel e false, wnbree; referrod 1o

the simidarsy with the redefined species of Newrospvorn,

Awortiatd phynforitua, odecshita, glibea vel lener pilos
Preiafhns pocibransoonm, texiur angularis. dved exlindeci
apsilis non-amiylodom,  Beapaon. | LRI B
erecc Julares, cllipeodea, meticalebe com cnstis irregulanter

CUERT T N TN B

Kew ter the specics of Meurospara

rolmabaris ornats, fomamnne germmalis apilis. Stales con
I~|i|1 li l|||||u1

Fopwe: Piendonewrodfiors drephopar ag.

Pseadoncurospora  amorphoporcata L dagaswoar 12
Crnren, Stchigel & Cuarro, comb, oy, (g, 49)

Crodarimospora e ploponca Udngawa, Travy, mnd
Ko Do B0 15 4 pasi)

Levomstistor superficiad to fimmersed, scatiered e proupsed
pyrform and ostiolate. 400-600 =« 160 N0 pm. A
wylimdrical, 2400 2900w 200 3 pim, rounded at the apes.
with non-amyleisd apreal nng. $-spored. Porapdras
ARLITRCE i L .'I'Hir'illi‘-l.l\h'u wmsermle, ond-cellod, L-||i||..
soldal. 27125340 3w 16 18220 am : hvaline when
voung becoming dark biown 1o black, opague. walls
errabically retieulmie. with irregulor. roumnded epest,
crest I pim widde: one germ pore b cach end

Spevimen oxvernivied: CRS 62680

Nove: Unlvmunately the sirain ¢xamined ol pro-
doed mycelium. Howover, the ongmal description of
ths mason i detaried and sell-illuse e

This spevies has some similiaities wath Gefasiosgrs
varhany, bt in the Bter the resculste ormamentation
pattern as formed by rregulay pots, esbdemegporg Jeng
& 1O Krug 197 s alse morphologics iy sipmkar o
P pmpephoporcara, although in Exshlenagmord ihe o
ternal wall is formed by fne. hvaline fisaies, which
confer e appearance of amall plae-like markings
ieng & Krug 976) Saombarly omamented ascospores
e be fnwnd 10 several genery of the Svdherioceae, .8
Copromyees Lund. 1967, Piplupefmsinaspore Cuin 1961
and B 1% Hawksw & Munobar 1978, bal none o
these combines the charseters seen i P anseeplio-
porceds, Putdossperresporg can be diferentiated Trom
Coyrmmrroes because the asci of the Tater penus lack an
apaal ping | Lamddgvmt | 9723, IHplegriisinsypnrg has
patied and levelled ascospores (Cain 1961, Udagawa
ol gl 19730 and in S the retivulated ornamentaninn of
the aseospares is produced by the compact disposation
of conveah awallen warls iHuwksworth & Manolir-
achary 1978, Udagowa & Sugivama 1952}

|t"d.|'ll'o‘ﬂ.l| ol I | b
Secnspores with lengitpdinal sirsanons T3
T Asoaporgs with insandly pils 1
Rswcpapores without inwandly pas I
i W) Meagiriol . 3
A d-aprored Telraspsr
4y aispores 10 18 pm long i
Ascusparcs marre than 55 pm lomg 'l
hidi Anviualil oatanlase . | i
Ascomuali non-ostiokile: ssompores 73 3 o« 1522 am enibsdita
nik Ancvispirios glohose b Boaclly cllipaomlal, 30 240 270 15 30 bsresisgisra
-h-.'uh{'lurl'-;.'hclhphl-lhh]. o R R i T "W’-
Tids Ascoimenbi ool ji e K
womaki nom-ostEehile ) ascospaeres W47« M 3gm -
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Symipss ol Nevrospors 1 1)
ey io vhe species of Nearospors (0 oar
T AsComporch wilh 1o 2 genm pores i

Asermpores with 3 or more germ pores, 3545« 75-32 um bl pgenguis ami
L Ascosporcs elaprondal : 1
Ascivguores suhglobos: o globose, 31 4%« 26-32 pm cratophei
Wiy Ascospores 3T-33 @ [B-23 0m. wath shehiby attensnied ends sl 1)
AR A3 13- . with rommsled emds =amti-Barii
L] [T Ascivepares wolth an [rrcgu i ormimeen Latson ke 11
Aspospores prtted. fetsoulaie or neardy smaoth 14
A Asporos with b or mong germ pofes 1
Ascospores with 2 gesm poes. 22 "'.F w &2 ||.|'|1 nrians
Piy Ascisipores with 2 4 perm pones, 3747 = 2738 pm pvisdoretivulata
Ascospores upelo 7 germ porcs, 3'h 4 x 238 pm bsnusremis
Ly Asppgpores with 2% 7 pm wids pits 5]
Ascoepores with 072 3 pmy wade pits 13
IS0y Aagisneatis itk calsilsde I
Ascomeitiy oalolnle 0]
1%y Asgpnpsaits with 2 gorm pores 17
Ascoepianes with | germ pore. globose, 27-35 pm - diam unlparata
1304 Ascospores bess than M pm wede, subsplericul [
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4.7. Estudio molecular de la familia Coniochaetaceae

D. Garcia, A. M. Stchigel, J. Cano, M. Calduch, D. L. Hawksworth and J. Guarro. A molecular
approach to the taxonomy of Coniochaetaceae.

(Sometido a publicacion. Mycological Research)
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A molecular approach to the taxonomy of Coniochaetaceae

Dania GARCIA "2, Alberto M. STCHIGEL 2, José CANO 2, Misericordia CALDUCH 2, David L.
HAWKSWORTH 2, Josep GUARRO #

' Instituto de Investigaciones Fundamentales en Agricultura Tropical Alejandro de Humbold,
calle 1 esq.2, Santiago de las Vegas, Boyeros, C. de La Habana, Cuba.

2 Facultat de Medicina i Ciéncies de la Salut, Universitat Rovira i Virgili, C/ Sant Lloreng 21,
43201, Reus, Tarragona, Spain.

% Departamento de Biologia Vegetal Il, Facultad de Farmacia, Universidad Complutense,
Ciudad Universitaria, E-20840 Madrid, Spain.

" E-mail: josep.guarro@urv.net

In recent years the taxonomy of pyrenomycetes has changed dramatically, however, the genera
delimitation within the recently proposed order Coniochaetales is not yet resolved. In order to
clarify the phylogenetic relationships of Coniochaetaceae members we have performed a
molecular study based on the analyses of the sequences of the partial SSU and of the variable
domains of the LSU rDNA genes. The phylogenetic trees obtained do not support the
monophyly of the genera Coniochaeta, Coniochaetidium, Ephemeroascus, and
Poroconiochaeta. A detailed morphological study confirmed that there are not enough
differences to distinguish among these genera. Thus, the three latter mentioned genera are
formally treated here as synonyms of Coniochaeta. The phialidic anamorph has proven to be an
informative phylogenetic character in Coniochaetales, while that the type of ascomata
(cleisthothecial or perithecial) and the ornamentation of the ascospore were of scarce
taxonomical value at generic level. The description of the genus Coniochaeta has been
emended. The genera Coniocessia, Pseudorosellinia, and Novaxylaria are proposed as new
within the order Xylariales to accommodate Coniochaeta nodulisporioides, Coniochaeta
emodensis, and Coniolaria murandii, respectively. The taxonomic positions of the genus

Synaptospora and Wallrothiella subiculosa are discussed.

" Corresponding author
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INTRODUCTION

The family Coniochaetaceae was erected by Malloch and Cain to accommodate the genera
Coniochaeta (Sacc.) Cooke and Coniochaetidium Malloch & Cain (Malloch & Cain 1971). The
most distinctive morphological features of this family are the presence of germ slits in the
ascospores, which differentiate these fungi from Sordariaceae, and its phialidic anamorphs,
which belongs to Lecythophora Nannf. (Barr 1990, Weber 2002). Xylariaceae Tul & C. Tul is a
close family with stromatic ascomata and holoblastic conidiogenesis, which are absent in
Coniochaetaceae.

Coniochaetaceae has been traditionally included in Sordariales (Checa et al. 1988, Barr
1990, Lee & Hanlin 1999, Kirk et al. 2001, Eriksson et al. 2004), however, this is not universally
accepted (Weber, Gorke & Begerow 2002) and the new order Coniochaetales has been
recently proposed based on this family (Huhndorf, Miller & Fernandez 2004). Coniochaetaceae,
apart from the two mentioned genera, currently encompasses also Barrina A. W. Ramaley,
Coniolaria Seigle-Mur., Guiraud, Seteiman & Sage (not validly published, Eriksson &
Hawksworth 1998), Ephemeroascus Emden, Poroconiochaeta Udagawa & Furuya, and
Synaptospora Cain (Eriksson 2004, Huhndorf et al. 2004). The genus Ascotrichella Valldos. &
Guarro is a morphologically similar genus, characterized by non-stromatic ascomata, non-
amyloid asci, ascospores with germ slit, and a Humicola-like anamorph, however, it has been
considered to be a member of Xylariaceae (Valldosera & Guarro 1988, Whalley 1996).

The genera of the Coniochaetaceae were primarily delimited by the differences in their
ascomata (ostiolate in Conioichaeta, and non-ostiolate in  Coniochaetidium and
Ephemeroascus) (Malloch & Cain 1971, van Emden 1973). The ornamentation of the ascospore
wall was also considered a useful criterion, and the presence of pitted ascospores justified the
erection of Poroconiochaeta (Udagawa & Furuya 1979). The presence of phialidic, verticillate
conidiogenous cells was considered a distinctive character to separate Ephemeroascus from
Coniochaetidium (van Emden 1973). Recent studies have demonstrated that a taxonomic

classification based only on morphological characters frequently does not correlate with the
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phylogenetic relationships inferred from DNA sequences (Réblova & Winka 2000, Réblova &
Seifert 2004). Thus, the usefulness of some of these morphological characters for delimiting
supra-specific taxa has been questioned. For instance, the presence of ostiole in the ascoma
has proven to be a variable character, not useful for the delimitation of genera (von Arx 1973,
Suh & Blackwell 1999). The shape and ornamentation of the ascospores have also been
considered homoplastic characters with poor phylogenetic value in some groups of
ascomycetes (Dettman, Harbinski & Taylor 2001, Zhang & Blackwell 2002, Solé et al. 2002,
Miller 2003). In addition, the structure and morphology of the conidiogenous cells seem to be
insufficient for delimitation of taxa at the generic level (Réblova & Winka 2000).

The maim aim of this study was to determine the phylogenetic relationships among the
members of the Coniochaetaceae. For this purpose we have performed analyses of the
ribosémico small subunit (SSU) and large subunit (LSU) rDNA genes sequences from a set of

strains of representative species of such family.

MATERIALS AND METHODS

Strains studied
The fungi sequenced in this study are listed in Table 1. Additional sequences obtained from

GenBank are listed in Table 2.

DNA extraction, PCR amplification, sequencing, and sequence alignment

The DNA was isolated as described by Cano Guarro and Gené. (2004). Detailed protocols for
amplification and sequencing of the SSU and LSU rDNA genes were described in Cano et al.
(2002a) and Garcia et al. (2004), respectively.

Phylogenetic analyses

Phylogenetic analyses were performed using the neighbour-joining method (Saitou & Nei 1987)

with the MEGA 2.1 computer program (Kumar et al. 2001). The trees were constructed using
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the Kimura-2-parameter distance model (Kimura 1980) with the pairwise deletion of gaps option.

The robustness of branches was assessed by bootstrap analysis with 1000 replicates.

RESULTS AND DISCUSSION

General analysis

Fig. 1 shows the phylogenetic tree of the partial SSU rDNA sequences of 29 strains, belonging
to 11 species of Coniochaetaceae, some representative members of the class Sordariomycetes
and Aphanoascus mephitalis (Malloch & Cain) Cano & Guarro as out-group. Three major clades
were formed, which corresponded to the three sub-classes of Sordariomycetes i.e.
Hypocreomycetidae (98 % bootstrap value), Sordariomycetidae (86 % bootstrap value), and
Xylariomycetidae (73 % bootstrap value). The recently erected order Coniochaetales (Huhndorf
et al. 2004) formed a well-supported sub-clade (81 % bootstrap value) within the
Sordariomycetidae. In this analysis the genus Coniochaeta, as currently circumscribed, was
found to be polyphyletic. Coniochaeta nodulisporioides D. Hawksw. was placed within the
Xylariomycetidae very far from the other species of the genus, which were mixed with species
of the genera Coniochaetidium, Ephemeroascus, and Poroconiochaeta.

Since in pyrenomycetes domains of LSU rDNA gene have been found to evolve more rapidly
than SSU rDNA gene (Zhang & Blackwell 2002), partial sequences of the former were used to
study the relationships between Coniochaeta and allied genera and to investigate more
precisely the placement of C. nodulisporioides. Fig. 2 shows the phylogenetic tree obtained
from the analysis of 44 strains, belonging to different species of the class Sordariomycetes. In
this analysis we have included also the genera Barrina, recently related to Coniochaetales
(Huhndorf et al. 2004), Coniolaria, genus very similar to Coniochaeta but with a holoblastic
anamorph (Seigle-Murandi et al. 1995); and moreover Wallrothiella subiculosa Héhn., which
showed a confused taxonomical position within Sordariales (Réblova & Winka 2000). The

topology of the tree was similar to that derived from SSU sequences data. The order
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Coniochaetales received a high bootstrap support (96%), the species of Coniochaeta again was
revealed as polyphyletic, and the placement of C. nodulisporioides within the sub-class
Xylariomycetidae was also confirmed. Similarly to Coniochaeta the genera Coniochaetidium,
Ephemeroascus, and Poroconiochaeta did not form natural groups. The species of these
genera were distributed in different branches, interspersed with species of other genera.
Interestingly, W. subiculosa appeared within the Coniochaetales clade, and Coniolaria murandii
was in the sub-class Xylariomycetidae, related with two species of Xylaria Hill ex Schrank
(Xylariaceae) included in the study (73 % bootstrap value)

Fig. 3 shows the phylogenetic tree derived from the analysis of LSU rDNA sequences but
restricted only to members of Coniochaetales. In this study Aporothielavia leptoderma (C.
Booth) Malloch & Cain, Lasiosphaeria ovina (Pers.) Ces. & De Not., and Sordaria fimicola
(Roberge ex Desm.) Ces. & De Not. (Sordariales) were used as out-group. All the strains of
Coniochaetales formed an in-group with 98 % of bootstrap support. They were distributed
among four major clades, although neither of them received a significant bootstrap support.
Coniochaeta was revealed as paraphyletic and its species appeared distributed into the four
clades interspersed with members of the other genera included in the study. Barrina polyspora,
Coniochaeta cruciata, Coniochaeta hansenii, and Wallrothiella subiculosa, formed a first basal
clade (clade I), although, they were genetically distant each other. Three strains of Coniochaeta
malachotricha (Auersw. ex Niessl) Traverso, the type species of Coniochaetidium, C. ostreum
Malloch & Cain, and E. verticillatus formed another clade (clade Il) although not well-supported.
Clade lll included a branch with the single species Lecythophora hoffmannii (J. F. H. Beyma) W.
Gams & McGinnis and a well-supported group (85 % bootstrap value) constituted by three
strains of Coniochaeta ligniaria (Grev.) Cooke, one of Coniochaeta vetulina (Fuckel) Munk, and
one of each of the following four species of Lecythophora, L. fasciculata (J. F. H. Beyma) E.
Weber, Gorke & Bergerow, L. lignicola Nannf., L. mutabilis (J. F. H. Beyma) E. Weber, Gérke &
Bergerow, and L. luteovirides (J. F. H. Beyma) E. Weber, Gérke & Bergerow. Clade IV was
divided into two branches. The basal branch was only formed by the type species of genus

Poroconiochaeta, P. discoidea Udagawa & Furuya, that appeared very far from the other
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species of this genus included in the study. The second branch encompassed three well-
supported groups. The first comprised Coniochaetidium boothii, Coniochaeta subcorticalis
(Fuckel) Munk, and Coniochaeta pulveracea (Ehrh.) Munk (100 % of bootstrap value); the
second one comprised Coniochaeta tetraspora Cain and L. decumbes (J. F. H. Beyma) E.
Weber, Gorke & Bergerow (97 % of bootstrap support); and the third grouped three species of
Poroconiochaeta, P. punctulata Udagawa & Furuya, P. savoryi (Booth) D. Garcia, Stchigel &
Guarro, and P. tetraspora D. Garcia, Stchigel & Guarro (96 % bootstrap support).

The Fig. 4 shows the phylogenetic tree obtained from the analysis of LSU sequences of 27
strains of six families of Xylariales (Apiosporaceae, Clypeosporaceae, Diatrypaceae,
Graphostomataceae, Hyponectriaceae, and Xylariaceae), and the aim of this analysis was to
determine more precisely the phylogenetic relationships of C. nodulisporioides and C. murandli,
which previous threes excluded from Coniochaetales, with members of such families. Some
members of Sordariales, i.e. Aporothielavia leptoderma, Lasiosphaeria ovina, and Sordaria
fimicola were used as out-group. Although few members of each family were included in the
analysis, only Diatrypaceae (98 % bootstrap value) and Apiosporaceae (100 % bootstrap value)
were phylogenetically supported. Xylariaceae was clearly revealed as polyphyletic. Hypoxylon
fragiforme (Pers.: Fr.) J. Kickx fil. and Daldinia concentrica (Bolton: Fr.) Ces. & De Not. were
grouped in the basal clade (98 % bootstrap support), which was very distant from the other
species of Xylariaceae such as Astrocystis cocoés (Henn.) Laessge & Spooner, Fasciatispora
petrakii (Mhaskar & V.G. Rao) K.D. Hyde, Halorosellinia oceanica (S. Schatz) Whalley, E.B.G.
Jones, K.D. Hyde & Laessge, Rosellinia necatrix Berl. ex Prill., Xylaria curta Fr., and X.
hypoxylon (L.) Grev. Coniochaeta nodulisporioides showed a certain although distant
relationship with Oxydothis frondicola K.D. Hyde, and members of Hyponectriaceae
(Appendicispora sp. and Hyponectria buxi (DC.) Sacc.). Coniolaria murandii appeared related
with A. cocoés and R. necatrix, members of Xylariaceae (78% bootstrap value).

In general, the analyses from the LSU rDNA sequences correlated poorly with the
morphological criteria used for delimiting genera in Coniochaetales, suggesting that the current

taxonomical classification is clearly artificial.
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The genus Coniochaeta

Concerning Coniochaeta, the different analyses have demonstrated that C. hansenii and C.
cruciata were the most divergent species. Both were included in a basal clade together with
Barrina and Wallrothiella (Fig. 3). C. hansenii has only been reported from dung (Mahoney &
LaFavre 1981, Checa et al. 1988), and as other coprophilic species [e.g. C. multispora Cain, C.
philocoproides (Griffiths) Cain, C. polymegasperma M. J. Richardson, and C. polysperma
Furuya & Udagawa] this species is characterized by multispored asci. C. cruciata was described
based on only one strain isolated from Quercus ilex L. (Fort & Guarro in Checa et al. 1988).
This species is easily differentiated by its cruciform ascospores (in section view), which
resemble those of the soil-borne species C. extramundana Mahoney & LaFavre. Recent studies
in Sordariales and Xylariales demonstrated that the number of ascospores per ascus and the
ascospore morphology are homoplastic characters, which have appeared several times in the
evolution, and without phylogenetic value at generic level (Miller 2003, Acero et al. 2004). In
spite of the this peculiar characteristic and of the relative genetic distance from the rest of the
species of Coniochaeta we think that C. cruciata and C. hansenii have to be included in
Coniochaeta because on the other hand they have the most distinctive morphological features
of this genus. This distant phylogenetic position from the rest of Coniochaeta could be as result
of a limited number of species included in the analyses. The close genetic relationships
between C. tetrasperma Cain and Lecythophora decumbes (J. F. H. Beyma) E. Weber, Gérke &
Begerow indicates that probably they are two states of the same species. The latter had not
been connected to any teleomorph up to now (Weber 2002, Weber et al. 2002), but the conidial
state of C. tetrasperma described by Cain (1961) was very similar to L. decumbes. Both form
reduced adelophialides, and the shape and size of conidia are also similar (Cain 1961, Weber
2002). The different colour of the colonies, dark in L. decumbes and pinkish in C. tetrasperma

does not seem to be of phylogenetic value, because the well-supported clade Ill formed by C.
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ligniaria, C. vetulina, and some species of Lecythophora (Fig. 3) encompasses species with
pinkish to salmon orange colonies as well as species with darker colonies.

The present study also showed that C. nodulisporioides, which possesses an anamorph with
holoblastic conidiogenesis (Hawksworth 1978), is close to Xylariales (Figs 1, 2, and 4). This
agrees with previous authors [Barr 1990, Laessge 1994, Hawksworth, and Rogers (in: Barr &
Cannon 1994)], who considered that Coniochaeta should be restricted to the species with
phialidic anamorphs and that those species with Nodulisporium- or Geniculosporium- like
anamorphs, e.g. C. nodulisporioides and C. emodensis Udawaga & Y. Horie should be
excluded from the genus. In Xylariales molecular studies have demonstrated that the type of
anamorph is of taxonomical value (Sanchez-Ballesteros et al. 2000, Sanchez-Ballesteros 2001).
The hyaline anamorph of C. nodulisporioides is unique in Xylariales, and in spite of the
members of Nodulisporium are pigmented, it has been considered Nodulisporium-like
(Hawksworth 1978). Based on molecular and morphological data, we propose the new genus
Coniocessia to accommodate C. nodulisporioides, although its inclusion in any of the known
families of Xylariales needs further investigations.

The morphological features of Coniocessia are similar to those of Xylariaceae but this study
proved that this species is phylogenetically closer to Hyponectriaceae than to Xylariaceae (Fig.
4). Members of Hyponectriacea as well as members of the other families of Xylariales, with the
exception of Xylariaceae, can be differentiated from Coniocessia by their hyaline, yellow to
pinkish or light brown ascospores, and by the absence of an elongate germ slit (Barr 1990,
Hyde, Fréhlich & Taylor 1998). In this study, Oxydothis frondicola K.D. Hyde was the most
genetically close species to Coniocessia (Fig. 4), however, species of Oxydothis Penz. & Sacc.
are characterized by long, cylindrical asci with an amyloid sub-apical apparatus, and hyaline to
light brown, long to filiform, bicellular ascospores lacking elongate germ slit. In addition, they
have a Selenosporella-like anamorph (Samuels & Rossman 1987, Barr 1990, Fréhlich & Hyde
1994).

Udagawa and Horie (1982) proposed Coniochaeta emodensis for a single isolate from the

soil of Nepal. It is characterized by non-stromatic ascomata, non-amyloid asci, dark brown
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ascospores with a longitudinal germ slit, and an anamorph with holoblastic, sympodial
conidiogenesis, and denticulate conidiogenous cells. Unfortunately, material of this species is
not available for study; however, the authors provided a complete description and very
informative illustrations of the species, which allow to recognize this taxon as a member of
Xylariales. Some authors have considered C. emodensis and C. nodulisporioides to be very
related species (Udagawa & Horie 1982, Barr 1990, Laessge 1994), however, we think that
they are not congeneric. Their anamorphs are very different from each other. C.
nodulisporioides has hyaline conidiophores and conidia, swollen conidiogenous cells with
persistent conspicuous denticles, whereas C. emodensis possesses pale yellowish brown
conidiophores and conidiogenous cells with very short and fragile denticles. The anamorph of
C. emodensis as well as those of some members of Xylariaceae [Collodiscula, Entoleuca Syd.,
Euepixylon Fuisting, Hypocora (Fr.) J. Kickx f., Leprieuria Laessge, J.D. Rogers & Whalley,
Nemania S. F. Gray, Podosordaria Ellis & Holw., Rosellinia, and Whalleya J. D. Rogers, Y. —M.
Ju & San Martin (Whalley 1996, Rogers, Ju & Adams 2002)] has been referred as
Geniculosporium Chester & Greenhalg or Geniculosporium-like. However, all these species are
morphologically very different from C. emodensis. They are characterised by the presence of
well-developed stromatic tissues, which in some genera are also multiperitheciate (Entoleuca,
Euepixylon, Leprieuria, Nemania, Podosordaria, and Whalleya), bipartite (Whalleya) or stipitate
(Leprieuria); and by asci with distinct, often amyloid apical apparatus. Ascospores in Euepixylon
show moreover a poroid germ slit and an inconspicuous, hyaline appendage in immature stages
(Rogers et al. 2002, Fournier & Magni 2004), and Collodiscula, has two-celled ascospores
which lacking germination site (Samuels, Rogers & Nagasawa 1987). Although the
circumscription of Xylariaceae and the delimitation of their genera remain unclear (Whalley
1996, Sanchez-Ballesteros 2001, Smith, Liew & Hyde 2003) we think that C. emodensis
belongs to an undescribed genus of that family. The new genus Pseudorosellinia, is proposed

for this taxon.
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The genus Coniochaetidium

The genus Coniochaetidium is only distinguished from Coniochaeta by the presence of
cleistothecial ascomata. It encompasses four species, C. boothii, C. mirabile Udagawa &
Tsubouchi, C. nuciforme Guarro, Gené, Al-Bader & Abdullah, and C. ostreum (Malloch & Cain
1971, von Arx 1975, Udagawa & Tsubouchi 1986, Guarro et al. 1997, Garcia, Stchigel & Guarro
2003). However, our phylogenetic analyses confirmed that this character is of poor taxonomical
value. The two species included in the study, C. ostreum and C. boothii, were nested in different
groups, interspersed with species of Coniochaeta and Ephemeroascus. Coniochaetidium is
formally treated here as a synonym of Coniochaeta, and four new combinations are proposed.
As it was mentioned above, the type of anamorph has demonstrated to be a phylogenetic
informative character in Coniochaetales. However, the conidial state in C. ostreum was simply
described as producing aleuriospores (Malloch & Cain 1971), which is an obsolete and
confused term (Hughes 1953, Kendrick 1971, Kirk et al. 2001). von Arx (1975) referred the
presence of blastoconidia, although, we were not able to see such conidia in an ex-type culture.
Instead we observed only abundant clamydospores in chains or terminal. A holoblastic
anamorph with a retrogressive conidiogenesis was described for C. mirabile, and identified as a
member of Cladobotryum Ness, emend. Rogerson & Samuels (Udagawa & Tsubouchi 1986).
Retrogressive conidiogenesis is quite rare in conidial fungi (Kendrick 1985), they have been
described for some anamorphic states of Hypomyces (Fr.) Tul. such as Cladobotryum and
Trichothecium Link (Rogerson & Samuels 1993, Gams et al. 1998). However, phylogenetic
studies in Hypomyces suggested that retrogressive conidiogenesis does not has taxonomical
value at supra generic level. Species of Hypomyces with retrogressive conidiogenesis formed a
clade, which also included other species with phialidic conidiogenesis (Verticillium Ness: Fr. and
Gliocladium Corda) (Pdldmaa, Larsson & Kdljalg 1999). Therefore, C. mirabile is accepted here

as member of the re-described genus Coniochaeta.
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The genus Ephemeroascus

van Emden (1973) erected the genus Ephemeroascus for a single species isolated from soil in
Netherlands, characterized by cleistothecial ascomata and ascospores with an elongate germ
slit. That author separated E. verticillatus from Coniochaetidium by the presence of
phialoconidia and excluded it from Coniochaetaceae by the absence of pinkish orange colonies,
because Malloch and Cain (1971) had referred this feature as one of the most distinctive
character in the family. However, C. vetulina and some species of Lecythophora are
characterized by the production of darker pigmented colonies (Weber 2002). The anamorph of
Ephemeroascus was described having erect conidiophores and discrete phialides in a
verticillate arrangement (van Emden 1973), which was later defined as Verticillium-like (von Arx
1975, Mahoney & LaFavre 1981, Kirk et al. 2001). A similar anamorph was observed in
Coniochaeta cypraespora van der Linde (van der Linde 1991) and was referred as
Paecilomyces-like. Future molecular studies are needed to evaluate if the presence of a
verticillate anamorph has phylogenetic value within Coniochaeta, however, our results suggest
that this character or the presence of cleistothecial ascomata are insufficient for excluding

Ephemeroascus from the genus Coniochaeta. Both genera are treated here as synonyms.

The genus Poroconiochaeta

The distinctive character to segregate Poroconiochaeta from Coniochaeta was the presence of
pitted ascospores in the former (Udagawa & Furuya 1979). The ornamentation of the ascospore
wall had been traditionally considered an important taxonomic character to define genera in
many groups of ascomycetes. However, in recent years numerous studies have demonstrated
that the generic distinction based only on this character does not has a phylogenetic support
(Sanchez-Ballesteros 2001, Dettman et al. 2001, Cano et al. 2002b, Solé et al. 2002,
Sugiyama, Summerbell & Mikawa 2002, Zhang & Blackwell 2002, Huhndorf et al. 2004, Garcia

et al. 2004). This has been confirmed by our results. The species of Poroconiochaeta did not
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form a monophyletic group, they were interspersed with species of Coniochaeta and
Coniochaetidium (Figs 2 and 3). A detailed examination of all the species accepted in the genus
Poroconiochaeta revealed that the most representative features of the colonies, ascomata, asci,
and even the anamorph state of P. discoidea (Udagawa & Furuya 1979) are similar to those
described for the genus Coniochaeta. Therefore, Poroconiochaeta is considered to be a
synonym of Coniochaeta.

Other genera

Wallrothiella Sacc. is a large and confuse genus which has been considered to be a member of
Trichosphaeriaceae (Trichosphaeriales) (von Arx & Muller 1954), Niessliaceae (Hypocreales)
(Barr 1990) or related to Chaetosphaeriaceae (Chaetosphaeriales) (Samuels & Barr 1997,
Réblova & Winka 2000). Phylogenetic studies based on LSU sequences excluded it from the
cited families but did not resolve its taxonomical position (Zhang & Blackwell 2002, Réblova &
Winka 2000, Réblova & Seifert 2004). Wallrothiella is characterized by non-stromatic perithecia,
asci with non-amyloid apical ring, hyaline, globose ascospores with no germ pore or slit, and a
phialidic anamorph described for W. subiculosa [Pseudogliomastix protea (Sacc.) W. Gams
(Gams & Boekhout 1985)] characterized by branched, pigmented conidiophores and somewhat
darker conidia. Our LSU rDNA sequences analyses showed that W. subiculosa belongs to
Coniochaetales.

Barrina A. W. Ramaley is a monotypic genus characterized by immersed ascomata,
multisporate asci, and one-celled, hyaline ascopores, which germinate within the ascus
producing a phialidic anamorph (ascoconidia) (Ramaley 1997). Ramaley (1997) and Gams
(2000) considered this genus to be related to Lasiosphaeriaceae and indicated a close
resemblance of that anamorph with Lecythophora. Our results agree with Huhndorf et al.
(2004), who demonstrated a close phylogenetic relationship between Barrina and Coniochaeta.

The placement of Wallrothiella and Barrina in Coniochaetales revealed here (Figs 2 and 3)
was unexpected because the ascospores of these genera are hyaline and do not have germ

slits. However, according to Rogers (1994) this feature is of poor phylogenetic value at supra
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generic level because the presence of germ slit has showed a convergent evolution and
appeared many times in different groups of fungi such as Hypocreales (Hypocreomycetidae)
and Xylariales (Xylariomycetidae). Our results suggest that the presence of a phialidic
anamorph in Coniochaetales is more phylogenetically informative than the presence of germ
slits, and that Barrina and Wallrothiella must be included in Coniochaetales.

Synaptospora is another genus included in Coniochaetaceae (Eriksson & Hawksworth 1993)
that has also ascospores without germ slit. Its ascospores are one-celled, brown, and globose,
and tend to fuse in groups (Cain 1957). Although some authors considered that its relationships
with members of Coniochaetaceae are unclear (Huhndorf, Fernandez & Candoussau 1999,
Réblova 2002) our studies demonstrated that the absence of germ slit is not an excluding
character for pertaining to Coniochaetales. The type of perithecia and the absence of germ slit
relate this genus with W. subiculosa.

Seigle-Murandi et al. (1995) proposed the genus Coniolaria for a single isolate with some
features typical of Coniochaeta but with a holoblastic Dactylaria-like anamorph. Recently,
Eriksson et al. (2004) accepted Coniolaria as a member of Coniochaetaceae. Our results
demonstrated that the accommodation of this genus in Xylariales, as proposed by other authors
(Index Fungorum, CABI Bioscience, CBS, & Landcare Research http.//www.indexfungorum.org,
2004), is more appropriate. Genera of Xylariaceae that do not have stromatic tissues are
Ascotricha Berk, Ascotrichella, and Calceomyces Udawaga & Ueda. Coniolaria can be
differentiated from the mentioned genera by the type of anamorph, which have been described
as Dicyma Boulanger, Humicola-like, and Nodulisporium-like respectively (Hawksworth 1971,
Udagawa & Ueda 1988, Valldosera & Guarro 1988, Whalley 1996, Rogers et al. 2002, Fournier
& Magni 2004). Moreover, Calceomyces has reticulate ascospores, and asci with an amyloid
apical ring (Udagawa & Ueda 1988).

In the original description of C. murandii, a Dactylaria Sacc. anamorph was described and
illustrated (Seigle-Murandi et al. 1995). However, we have examined the type culture of this
species and noticed some characters not typical of that genus. Dactylaria forms hyaline conidia

from cylindrical denticulate conidiogenous cells on sympodially proliferating erect conidiophores
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(de Hoog 1985, Goh & Hyde 1997). However, C. murandii shows branched conidiophores from
which emerge pigmented conidia which often giving rises to one or several short chains of
secondary conidia. These characters do not fit with the description of Dactylaria, but they are
distinctive of Rhinocladiella Nannf. (de Hoog 1977), which has some resemblance with
Geniculosporium and Nodulisporium (Barron 1983). Rhinocladiella has been connected with
some xylariaceous genera such as Hypoxylon Bull. and Obolarina Pouzar (Candoussau &
Rogers 1990, Laessge 1994, Whalley 1996), but in recent revisions of Xylariaceae its
anamorphs have been assigned to Nodulisporium- or Virgariella-like genera (Ju et al. 1998,
Rogers et al. 2002). In addition, some molecular studies have connected Rhinocladiella with
Capronia Sacc. (Herpotrichiellaceae, Chaetothyriales) (Spatafora, Mitchell & Vilgalys 1995,
Haase et al. 1999). Further studies are required to ascertain a more concrete position of the
anamorph of C. murandii among the hyphomycetes genera.

Coniolaria has some morphological resemblance with the genus Obolarina. Both genera
have non-amyloid, short stipitate asci with absence of apical apparatus (Candoussau & Rogers
1990, Seigle-Murandi et al. 1995, Rogers et al. 2002, Fournier & Magni 2004). However,
Obolarina has bipartite, multiperitheciate stromata, and an anamorph characterized by
unbranched coniodiophores, and an inconspicuous conidial secession scars, being ramoconidia
are absent (Candoussau & Rogers 1990). The generic name Coniolaria was not validly

published and we propose the new name Novaxylaria.

TAXONOMY

Coniochaeta (Sacc.) Cooke, Grevillea 16: 16 (1887) (Figs 5—27, 29-35).
Coniochaetidium Malloch & Cain, Can. J. Bot. 49: 878 (1971).
Ephemeroascus Emden, Trans. Br. mycol. Soc. 61: 599 (1973).

Poroconiochaeta Udagawa & Furuya, Trans. mycol. Soc. Japan 20: 5 (1979).
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Ascomata superficial or semi immersed in natural substrate, superficial or sometimes immersed
in culture, pyriform and ostiolate or globose and non-ostiolate; setose, hairy or glabrous; dark or
slightly pigmented. Peridium membranaceous to pseudoparenchymatous, rarely coriaceous;
textura angularis, intrincata, or less frequently cephalothecoid. Asci cylindrical, clavate, sub-
globose or near globose, short-stipitate, with a truncate to rounded apex, usually with a
conspicuous to indistinct non-amyloid apical ring, 4-, 8- to multispored, thin-walled, evanescent.
Hamathecium paraphysate or absent. Paraphyses when present numerous, hyaline, filiform,
simple, septate, and evanescent. Ascospores narrowly ellipsoid to fusoid, broadly ellipsoidal to
globose, lenticular or cruciform, with rounded to apiculate ends, flattened on one or both sides;
one-celled, smooth or pitted; brown to dark brown, olive-greenish to dark olivaceous or black;
germ slit straight, longitudinal, conspicuous or indistinct, rarely go all the way around the spore;
sheath hyaline, gelatinous, present in some species. Anamorphs belonging to Lecythophora
Nannf., Verticillium Ness:Fr., Paecilomyces Bairnier, and Cladobotryum Ness emend. Rogerson
& Samuels.

Type species: Coniochaeta ligniaria (Grev.) Massee Grevillea 16: 37 (1887).

Coniochaeta boothii (Manohar. & P. Rama Rao) D. Garcia, Stchigel & Guarro, comb. nov.
(Figs 13 and 29).

Thielavia boothii Manoharachary & Ramao, Trans. Br. mycol. Soc. 61: 196 (1973)
Coniochaetidium boothii (Manoharachary & Ramao) Arx, Stud. Mycol. 8: 26 (1975).

Strain examined: CBS 381.74 T

Coniochaeta discoidea (Udagawa & Furuya) D. Garcia, Stchigel & Guarro, comb. nov. (Figs
5 and 16).
Poroconiochaeta discoidea Udagawa & Furuya, Trans. Mycol. Soc. Japan 20: 6 (1979).

Strain examined: CBS 158.80 '

Coniochaeta mirabile (Udagawa & Tsub.) D. Garcia, Stchigel & Guarro, comb. nov. (Fig. 18).
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Coniochaetidium mirabile Udagawa & Tsubouchi, Mycotaxon 27: 63 (1986).

Coniochaeta nuciforme (Guarro, Gené, Al-Bader & Abdullah) D. Garcia, Stchigel & Guarro,
comb. nov. (Fig. 19).
Coniochaetidium nuciforme Guarro, Gené, Al-Bader & Abdullah, Mycoscience 38: 123 (1997).

Strain exmined: FMR 5776

Coniochaeta ornata (D. Garcia, Stchigel & Guarro) D. Garcia, Stchigel & Guarro, nom. nov.
(Figs 6, 7, and 20).
Poroconiochaeta tetraspora Garcia, Stchigel & Guarro, Mycologia 95: 525 (2003).

Strain examined: FMR 7408 "

Coniochaeta ostrea (Malloch & Cain) D. Garcia, Stchigel & Guarro, comb. nov. (Figs 21 and
33).
Coniochaetidium ostreum Malloch & Cain, Can. J. Bot. 49: 879 (1971).

Strain examined: CBS 507.70 T

Coniochaeta punctulata (Udawaga & Furuya) D. Garcia, Stchigel & Guarro, comb. nov. (Figs
8, 9, and 23).
Poroconiochaeta punctulata Udagawa & Furuya, Trans. Mycol. Soc. Japan 20: 8 (1979).

Strain examined: FMR 7408

Coniochaeta savoryi (C. Booth) D. Garcia, Stchigel & Guarro, comb. nov. (Figs 10 and 25).
Thielavia savoryi C. Booth, Commonw. Mycol. Inst. Mycol. Pap. 83: 3 (1961).

Coniochaetidium savoryi (Booth) Malloch & Cain, Can. J. Bot. 49: 880 (1971).

Germslitospora savoryi (C. Booth) Lodha, in Subramanian, Taxonomy of Fungi (Proc. Int. Symp.

Madras, 1973) 1: 250 (1978).
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Poroconiochaeta savoryi (C. Booth) D. Garcia, Stchigel & Guarro, Mycologia 95: 528 (2003).

Strain examined: CBS 725.74 T

Coniochaeta verticillata (Emden) D. Garcia, Stchigel & Guarro, comb. nov. (Figs 27 and 35).
Ephemeroascus verticillatus Emden, Trans. Br. mycol. Soc. 61: 601 (1973).

Strain examined: CBS 816.71 T

Coniocessia D. Garcia, Stchigel & Guarro, gen. nov.
Etym.: cessio (L)-distant, moved away, referred to the exclusion of C. nodulisporiodes from

Coniochaeta, the type species of the new genus.

Ascomata subglobosa vel pyriformia, glabra vel pilosa. Stroma nula. Peridium
pseudoparenchymatum vel coriaceum, textura intricata. Asci cylindrici vel subcylindrici,
structura apicalis nula. Ascosporae unicellulares, ellipsoidea, atrobrunnea, muris laevis, fissura
germinali longitudinalis. Conidiophora ramosa, hyalina. Cellulae conidiogenae denticulata,
hyalina. Conidia hyalina, laevis at leniter verruculosa, subglobosa vel pyriformia.

Typus: Coniocessia nodulisporioides.

Ascomata superficial, sub-globose to pyriform, glabrous or pilose. Stroma absent. Peridium
pseudoparenchymatous to coriaceous, outer layer with textura intricata. Asci cylindrical to sub-
cylindrical, without apical ring. Hamathecium paraphysate. Ascospores one-celled, ellipsoidal,
dark brown, smooth-walled, with a longitudinal germ slit. Conidiophores branched, hyaline.
Conidiogenous cells integrate, terminal, discrete, polyblastic, denticulate, hyaline. Conidia

hyaline, smooth-walled or slightly verruculose, sub-globose to pyriform, apiculate at the base.

Coniocessia nodulisporioides (D. Hawksw.) D. Garcia, Stchigel & Guarro, comb. nov. (Figs

37-52)
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Coniochaeta nodulisporioides D. Hawksw., Norw. J. Bot. 25: 15 (1978).

Strain examined: CBS 281.77 T

Pseudorosellinia D. Garcia, Stchigel & Guarro, gen. nov.

Etym.: pseudo (G)-false, referred to the similarity with the genus Rosellinia.

Ascomata pyriformia, pilosa vel fere glabra. Peridium coriaceum, textura intricata. Asci cylindrici,
structura apicalis non-amyloidea. Ascosporae unicellulares, plerumque inaequilateralis-
ellipsoidea, interdum triangularis, vel concavo-convexis, atrobrunnea, muris laevis, fissura
germinali longitudinalis. Conidiophora ramosa, dilute flavo-brunnea. Cellulae conidiogenae
denticulata, sympodice producere. Conidia hyalina, laevis, obovata vel allantoidea, basis
truncata.
Typus: Pseudorosellinia emodensis.

Ascomata pyriform, covered with loose hypha-like hairs or almost glabrous. Peridium
coriaceous, textura intricata. Hamathecium aparaphysate or with indistinct paraphyses. Asci
cylindrical, 8-spored, with small apical ring, non-amyloid. Ascospores one-celled, mostly
inequilateral-ellipsoidal, sometimes triangular, or concavo-convex, brown, dark brown to black,
smooth, without sheath, germ slit longitudinal. Conidiophores branched, pale yellowish brown.
Conidiogenous cells integrate, elongating sympodially, conidia-bearing denticles, denticles short

and fragile. Conidia hyaline, smooth, obovate or allantoid, truncate at the base.

Pseudorosellinia emodensis (Udagawa & Y. Horie) D. Garcia, Stchigel & Guarro, comb. nov.
(Figs 53-55)
Coniochaeta emodensis Udagawa & Y. Horie, Reports on the Cryptogamic Study in Nepal

(Tokyo): 100 (1982).

Novaxylaria D. Garcia, Stchigel & Guarro, gen. nov.

Etym.: nova (L)-new, xylaria- referring the close relationships with Xylaria.
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Ascomata globosa, ostiolata, glabra, circumvallata ad basis per hyphis atrobrunneis. Stroma
nula. Peridium pseudoparenchymatum vel coriaceum, textura intricata. Asci cylindrici, 8-spori,
structura apicalis nula. Ascosporae unicellulares, ellipsoidea, brunnea, atrobrunnea, vel nigra,
muris laevis, vaina nula, fissura germinali longitudinalis. Conidiophora ramosa, dilute colorata.
Cellulae conidiogenae integrate, conidia in sympodice producere, denticulate, cicatricis
brunneis. Conidia sub-hyaline vel dilute olivacea, laevis, solitari vel breves series in
ramoconidia, magnitudinis variabile, hilum basilaris pigmentatus.

Typus: Novaxylaria murandli.

Ascomata globose, ostiolate, glabrous, surrounded at the base by brown, thick hyphae. Stroma
absent. Peridium pseudoparenchymatous to coriaceous, textura intricata. Hamathecium
paraphysate. Asci cylindrical, 8-spored, without apical structures, non-amyloid. Ascospores one-
celled, ellipsoidal, brown, dark brown to black, smooth, without sheath, germ slit longitudinal.
Conidiophores branched, slightly pigmented. Conidiogenous cells integrate, sub-hyaline to pale
olive-brown, elongating sympodially, conidia-bearing denticles with pigmented scars. Conidia
sub-hyaline to pale olivaceous, solitary or in small chains on ramoconidia, with pigmented scars

at the base.

Novaxylaria murandii (Seigle-Mur., Guiraud, Steiman & Sage) D. Garcia, Stchigel & Guarro,
comb. nov. (Figs 56-79)

Coniolaria murandii Seigle-Mur., Guiraud, Steiman & Sage, Cryptogamic Botany 5: 347 (1995).

Ascomata globosa, ostiolata, glabra, atrobrunnea vel nigra, 900-1500 um diam, circumvallata
ad basis per hyphis atrobrunneis, et crassitunicatis, 2-5 um latus. Peridium
pseudoparenchymatum vel coriaceum, textura intrincata. Paraphysis numerosa, filiformis,
septatis, hyalinis, 135-200 x 1.5-2 um. Asci 8-spori, cylindrici, superne late rotundate, structura

apicali nula, (100-)113-125(—-130) x 11-13(-16) um, stipitati, stipe 14-20 pm longae.
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Ascosporae unicellulares, uniseriatae, ellipsoidea vel citriformis, cum extremus apiculatus,
primum hyalinae deinde brunneae, atrobrunnea vel nigra, crassitunicata, cum muris laevis, (16—
)17-20 x (10-)11-12 upm, vaina nula, fissura germinali longitudinalis. Conidiophora
macronemata, ramosa, dilute olivaceo brunnea. Cellulae conidiogenae integrate, dilute olivaceo
brunnea, laevis, cilindricae, sympodice producere, cicatricis brunneis. Conidia sub-hyalina vel
dilute olivacea, solitaria vel in series brevis in ramoconidia proferunt, cum muris laevis,
ellipsoidea, cilindrica, vel ramoconidia obclavata, magnitudines variabile, (9-)10-16(—21) x 2—

4um, apice rotundate et basis apiculata cum hilum pigmentato.

Ascomata superficial, solitary or in small groups, globose, ostiolate, glabrous, dark brown to
black, 900—1500 pm diam, surrounded by brown to dark brown, thick-walled smooth hyphae, 2—
5 um diam. Peridium pseudoparenchymatous to coriaceous, two-layered. Outer layer of textura
intricata, composed by thick-walled, hypha-like cells, brown to dark brown, 2—7 um wide. Inner
layer formed by several layers of thick walled, pale-brown to brown, angular to sub-globose, 4-6
um diam cells, of textura angularis to textura epidermoidea. Paraphyses numerous, filiform,
septate, hyaline, 135-200 x 1.5-2 um. Asci 8-spored, cylindrical, with rounded tip and without
apical structures, non-amyloid, (100-)113-125(-130) x 11-13(—16) um, stipitate, stipe 14—-20
um long. Ascospores one-celled, obliquely uniseriate, broadly ellipsoidal to citriform, with
apiculate ends, at first hyaline, becoming brown to black, thick-walled, smooth, (16—)17-20 x
(10-)11-12 um, without gelatinous sheath, germ slit longitudinal, straight to slightly sinuous at
one end. Conidial state growing on the ascomata or independently. Conidiophores
macronematous, branched, up to 200 um long, 2-3 um wide, pale olive brown, smooth and
septate. Conidiogenous cells integrate, sub-hyaline to pale olive brown, smooth, cylindrical,
polyblastic, elongating sympodially during conidiogenesis, with conspicuous conidia-bearing
denticles, denticles plane to slightly prominent, less than 1 um long, with pigmented scars, often
apical branches secedes and functions as conidia (ramoconidia). Ramoconidia pale olivaceous,
smooth, thin-walled, one- or two-celled, obclavate, apiculate at the base with pigmented

seceded scar, apices with small, pigmented, plane denticles, giving rise to secondary conidia,

150



UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI

TAXONOMIA DE LOS HONGOS ASCOMICETOS DEL SUELO

Dania Garcia Sanchez

DL: T-322-2010 / ISBN: 978-84-693-0724-3 RESULTADOS

14—19(-21) x 2—4 um. Conidia sub-hyaline to pale olivaceous, one-celled, cylindrical, rounded
apices, with a distinct, small, brown spot; apiculate at the base with pigmented scar, 9-11 x 2-3

um, solitary or in small chains on ramoconidia.
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Fig. 1. Neighbour-joining tree based on nucleotide sequences of the SSU rDNA gene. Branch
lengths are proportional to genetic distance, indicated by a bar. Bootstrap values of 70 % or

greater are indicated above the internodes.

Fig. 2. Neighbour-joining tree based on nucleotide sequences of the LSU rDNA gene. Branch
lengths are proportional to distance. Bootstrap values of 70 % or greater are indicated above

the internodes.

Fig. 3. Neighbour-joining tree based on nucleotide sequences of the LSU rDNA gene from
different taxa related with Coniochaeta. Branch lengths are proportional to distance. Bootstrap

values of 70 % or greater are indicated above the internodes.

Fig. 4. Neighbour-joining tree based on nucleotide sequences of the LSU rDNA gene from
different genera of Xylariales, Coniolaria murandii, and Coniochaeta nodulisporioides. Branch
lengths are proportional to distance. Bootstrap values of 70 % or greater are indicated above

the internodes.

Figs 5-10. Ascospores of ornamented species of Coniochaeta (SEM). Fig. 5. Coniochaeta
discoidea. Figs 6, 7. Coniochaeta ornata. Figs 8, 9. Coniochaeta punctulata. Fig. 10.

Coniochaeta savoryi. Bars = 10 um.

Figs 11-20. Some representative types of Coniochaeta ascospores. Fig. 11. Coniochaeta
angustispora. Fig. 12. Coniochaeta arxii. Fig. 13. Coniochaeta boothii. Fig. 14. Coniochaeta
cephalothecoides. Fig. 15. Coniochaeta cruciata. Fig. 16. Coniochaeta discoidea. Fig. 17.
Coniochaeta malacotricha. Fig. 18. Coniochaeta mirabile. Fig. 19. Coniochaeta nuciforme. Fig.

20. Coniochaeta ornata. Bars = 10 um.
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Figs 21-27. Some representative types of Coniochaeta ascospores. Fig. 21. Coniochaeta
ostrea. Fig. 22. Coniochaeta ovata. Fig. 23. Coniochaeta punctulata Fig. 24. Coniochaeta
saccardoi. Fig. 25. Coniochaeta savoryi. Fig. 26. Coniochaeta scatigena. Fig. 27. Coniochaeta

verticillata. Bars = 10 ym.

Figs 28-36. Some representative types of Coniochaetaceae anamorphs. Fig. 28. Barrina
polyspora (Lecythophora-like). Fig. 29. Coniochaeta boothii (clamydospores). Fig. 30.
Coniochaeta cypraespora (Paecilomyces-like). Fig. 31. Coniochaeta ligniaria (Lecythophora
sp.). Fig. 32. Coniochaeta mirabile (Cladobotryum-ike). Fig. 33. Coniochaeta ostrea
(clamydospores). Fig. 34. Coniochaeta vetulina (Lecythophora sp.). Fig. 35. Coniochaeta
verticillata (Verticillium-like). Fig. 36. Wallrothiella subiculosa (Pseudogliomastix protea). Bars =

10 um.

Figs 37-49. Coniocessia nodulisporioides. Figs 37 and 38. Ascomata. Figs 39 and 40. Asci.
Figs 41-43. Ascospores. Fig. 44. Ascospores (SEM). Figs 45-49. Anamorph (SEM). Bars = 10

um.

Figs 50-52. Coniocessia nodulisporioides. Fig. 50. Asci with ascospores. Fig. 51. Ascospores.

Fig. 52. Conidiophore, conidiogenous cells, and conidia. Bars = 10 um.

Figs 53-55. Pseudorosellinia emodensis. Fig. 53. Asci with ascospores. Fig. 54. Ascospores.

Fig. 55. Conidiophores, conidiogenous cells, and conidia. Bars = 10 um.

Figs 56—76. Novaxylaria murandii. Fig. 56. Ascomata. Fig. 57. Detail of the outer layer of the
peridium. Fig. 58. Detail of the inner layer of the peridium. Fig. 59. Asci with ascospores. Fig.
60. Detail of the ascus. Figs 61-63. Ascospores. Figs 64—66. Ascospores (SEM). Figs 67—69.

Conidiophores, conidiogenous cells, and conidia. Figs 70-72. Detail of the formation of

159



UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI

TAXONOMIA DE LOS HONGOS ASCOMICETOS DEL SUELO
Dania Garcia Sanchez

DL: T-322-2010 / ISBN: 978-84-693-0724-3 RESULTADOS

secondary conidia (ramoconidia). Figs 73—-76. Conidiophores, conidiogenous cells, and conidia

(SEM). Bars, Fig. 56 = 100 pm, Figs 57—76 = 10 um.

Figs 77-79. Novaxylaria murandii. Fig. 77. Conidiophores, conidiogenous cells, and conidia.

Fig. 78. Asci with ascospores. Fig. 79. Ascospores. Bars = 10 um.
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Table 1. Strains sequenced in this study.

Species Strains Source SSU EMBL no. LSU
Coniochaeta cruciata FMR 7409 Soil, Nigeria AJB75176  AJB75222
Coniochaeta hansenii CBS 885.68 Dung of rabbit, AJB75182  AJB75223

Netherlands

Coniochaeta nodulisporioides CBS 281.77 Y*® Soil, Jordan AJ875185  AJ875224
Coniochaeta tetraspora FMR 8167 Soil, Spain AJ875178 AJB875225
Coniochaetidium boothii CBS 381.74 e Soil, India AJ875181 AJ875226
Coniochaetidium ostreum CBS 507.70 ¥*° Twig of Larreasp.  AJ875184  AJ875227
Coniolaria murandii LCP 04.5004 Soil, USA AJ875233
Ephemeroascus verticillatus ~ CBS 816.71 Y*° Soil, Netherlands AJ875183  AJ875232
Poroconiochaeta discoidea CBS 158.80 "*° Soil, Japan AJ875179  AJ875230
Poroconiochaeta punctulata ~ FMR 7408 Soil, Argentina AJ875175 AJ875231
Poroconiochaeta savoryi ex_type Wood of Juniperus

(= Thielavia savoryi) CBS 725.74 scopulorum, UK AJB75180 AJ875229
Poroconiochaeta tetraspora ~ FMR 7415 "°° Soil, Russia AJ875177  AJ875228

CBS, Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht; FMR, Culture Collection Facultad de Medicina,

ex-type

Reus; LCP, Fungal Strain Collection, Laboratory of Cryptogamy, Paris. ** = type culture, = ex-type

culture.

Table 2. Sequences used in this study obtained from GenBank.

Species EMBL no.
SSuU LSU

Achaetomium globosum - AJ312097
Achaetomium luteum - AJ312105
Albertinella polyporicola - AF096185
Aphanoascus mephitalis AB015779 -
Apioclypea sp. - AY083836
Apiospora setosa - AY346259
Apiospora sinensis - AY083831
Aporothielavia leptoderma - AF096186
Appendicospora sp. - AY083833
Arthrinium phaeospermum - AY083832
Ascotricha chartarum AB048283 -
Ascotricha guamensis AB048281 -
Ascotricha lusitanica AB048282 -
Ascotricha xylina AB048789 -
Astrocystis cocoés - AY083823
Aureobasidium pullulans - AF050239
Barrina polyspora - AY346258
Camarops microspora - AY083821
Cephalotheca sulfurea - AF096188
Cercophora septentrionalis - U47823
Chaetomium globosum - U47825
Clypeosphaeria uniseptata - AY083830

AF353583
Coniochaeta lignaria - AF353584

AF353586
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Coniochaeta malacotricha

Coniochaeta pulveracea

Coniochaeta subcorticalis
Coniochaeta tetraspora
Coniochaeta sp.
Coniochaeta vetulina
Cryptendoxyla hypophloica
Cryptosphaeria eunomia var. eunomia
Daldinia concentrica
Diaporthe decedens
Diaporthe detrusa

Diatrype disciformis
Discula destructiva

Discula umbrinella
Dothidea sambuci

Dycima olivacea

Eutypa sp.

Fasciatispora petrakii
Graphostoma platystoma
Halorosellinia oceanica
Hypocrea gelatinosa
Hypocrea lutea

Hypocrea schweinitzii
Hypomyces poliporinus
Hyponectria buxi
Hypoxylon fragiforme
Hypoxylon haematostroma
Lasiosphaeria ovina
Lecythophora decumbes
Lecythophora fasciculata
Lecythophora hoffmanii
Lecythophora lignicola
Lecythophora luteovirides
Lecythophora mutabilis
Nectria cinnabarina
Nectria pseudotricha
Neocomospora vasinfecta
Oxydothis frondicola
Rosellinia necatrix
Sordaria fimicola
Sordaria humana
Wallrothiella subiculosa
Xylaria curta

Xylaria hypoxylon

AF048813
AF048799

U32402

U32403

AB048284

L36986
U32410

AY083810
AF346543

U32412

u32414

AF48811

u32417
U20378

AF353588
AF353589
AF353590
AF353591
AF353592
AF353593

AF353594
AF096190
AY083826
U47828
AF408348
AF408349
U47829
AF408359
AF408359
AF382387

AY083825
AY346280
AY(083828
AY083827
AY083822
uoo0737
u00739

AY083834
AY083829

AF064643
AF353597
AF353598
AF353599
AF353601
AF353603
AF353605
u00748
U17410

AY083835
AY083824
AF132330

U17428
U47840
U47841
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73

Dycima olivacea
Ascotricha guamensis
Ascotricha chartarum
97 Vscotricha lusitanica

Ascotricha xylina

Daldinia concentrica
750

Hypoxylon fragiforme

Hypoxylon haematostroma
Coniochaeta nodulisporioides

76 pXYlaria curta

Xylaria hypoxylon

86

98

81

Diatrype disciformis
Sordaria fimicola

Coniochaeta tetraspora
Coniochaeta tetraspora
Coniochaeta sp.
Coniochaetidium boothii
Ephemeroascus verticillatus

Poroconiochaeta discoidea

Poroconiochaeta punctulata

Poroconiochaeta savoryi

= Poroconiochaeta tetraspora

_I_ Coniochaeta hansenii

Coniochaeta cruciata

r——

Nectria cinnabarina

100 I
Neocomospora vasinfecta

10() [re— Hypocrea schweinitzii
e Hypomyces poliporinus

Aphanoascus mephitalis

0.01

Sub-class Xylariomycetidae

Sub-class Sordariomvcetidae

Sub-class
Hvpbocreomvcetidae
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Coniochaeta hansenii
70 Barrina polyspora
Coniochaeta cruciata
Wallrothiella subiculosa
— Ephemeroascus verticillatus
Coniochaeta malacotricha

Coniochaetidium ostreum

Poroconiochaeta discoidea
2 Coniochaeta lignaria
Coniochaeta vetulina
Coniochaeta tetraspora

96 | 96] [~ Poroconiochaeta tetraspora
Poroconiochaeta punctulata
Poroconiochaeta savoryi

100 Coniochaetidium boothii
491[1— Coniochaeta pulveracea
] Coniochaeta subcorticalis
Cryptendoxyla hypophloica

98 :Cepha/otheca Sulfurea

Albertinella polyporicola

| ] 100 Diaporthe decedens
99 r— Diaporthe detrusa
100 == Discula destructiva
;Discula umbrinella

Lasiosphaeria ovina
Cercophora septentrionalis

_l Sordaria fimicola
Aporothielavia leptoderma

9% Chaetomium globosum

89

Achaetomium globosum
Achaetomium luteum

100 Hypocrea gelatinosa
o1 Hypocrea lutea
i:Nectria cinnabarina
Nectria pseudotricha
Xylaria curta
88
73 _:X ylaria hypoxylon

Coniolaria murandii

Diatrype disciformis
Coniochaeta nodulisporioides

99 Hypoxylon fragiformis
Daldinia concentrica

100 Dothidea sambuci
|

Aureobasidium pullulans

Order
Coniochaetales

Family
Cephalothecaceae

Order
Diaporthales

Order
Sordariales

Order
Hvpocreales

Order
Xylariales
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98

Poroconiochaeta punctulata
96 | *Poroconiochaeta savoryi

Poroconiochaeta tetraspora

97 I—Coniochaeta tetraspora
Lecythophora decumbes

100

Poroconiochaeta discoidea

Lecythophora hoffmanii

Coniochaeta lignaria

g7 [Coniochaeta lignaria

Coniochaeta lignaria

Lecythophora mutabilis

Lecythophora fasciculata
Coniochaeta vetulina

Lecythophora lignicola

Lecythophora luteovirides

Ephemeroascus verticillatus
—| Coniochaetidium ostreum

100

Coniochaeta malacotricha

Coniochaeta malacotricha
Coniochaeta malacotricha

Wallrothiella subiculosa

Coniochaeta hansenii

Coniochaeta cruciata

== Coniochaetidium bothii

Coniochaeta subcorticalis
g-I;_esr Coniochaeta pulveracea
Coniochaeta pulveracea

Barrina polyspora

Lasiosphaeria ovina

Sordaria fimicola

87

0.01

Aporothielavia leptoderma

Clade IV

Clade lll

Clade Il

Clade |
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Astrocystis cocoés

78 Coniolaria murandii

Rosellinia necatrix

Xylaria curta

Xylaria hypoxylon

Halorosellinia oceanica

Graphostroma platystoma

Cryptosphaeria eunomia var. eunomia

99

— Eutypa sp.

74 — Diatrype disciformis

——— Futypa sp.

Fasciatispora petrakii

Apioclypea sp.

Clypeosphaeria uniseptata

Apiospora setosa

99

100 |Apiospora sinensis

I Arthrinium phaeospermum

Coniochaeta nodulisporioides

100

Oxydothis frondicola

Appendicospora sp.

Hyponectria buxi

98 [ Hypoxylon fragiforme

Daldinia concentrica

Camarops microspora

Lasiosphaeria ovina

Sordaria fimicola

Aporothielavia leptoderma

0.02
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En los ascomicetos se ubican la mayoria de los organismos descritos para el reino de los
hongos. Muchos ascomicetos del suelo y sus anamorfos son capaces de producir una gran
variedad de metabolitos secundarios que son utilizados con fines industriales, agricolas y
terapéuticos. En los dltimos anos el numero de compuestos farmacol6gicamente activos
obtenidos a partir de los ascomicetos del suelo se ha incrementado notablemente y en
consecuencia también ha crecido el interés por el aislamiento y conservacion de estos
organismos. Sin embargo, los estadios teleomérficos han sido los menos estudiados debido a
que el nimero de especies que se aislan en cultivo es muy reducido. En el suelo los
ascomicetos se encuentran en forma de ascosporas latentes y es necesaria la interrupcién de

éste estadio para conseguir su germinacion.

5.1. Ascosporas latentes: activacion quimica o métodos indirectos.

En este trabajo se han analizado mas de 1500 muestras de suelo procedentes de 15 paises.
Los métodos escogidos para la activacion de las ascosporas latentes fueron los ensayados
anteriormente por Stchigel (2000). Sus resultados indicaron que entre las técnicas ensayadas
(acetona, acido acético, calor, etanol, y fenol) no existian diferencias significativas en cuanto al
promedio de especies recuperadas ni en la frecuencia relativa con las que estas aparecian. En
consecuencia, decidimos utilizar solamente tres de ellas, las basadas en la accion del acido
acético, del etanol y del fenol.

Mediante estos métodos de activacién pudimos recuperar en cultivo cinco especies nuevas
para la ciencia. Cuatro de ellas fueron aisladas por la activacién con fenol: Apiosordaria
globosa, Apiosordaria hispanica, Gelasinospora uniporata, y Poroconiochaeta tetraspora, y
una, Gelasinospora nigeriensis mediante el tratamiento con etanol. Sin embargo, nosotros no
consideramos que estos resultados estén asociados a la efectividad de los métodos, ya que
coincidimos con Stchigel (2000) en que probablemente los resultados se deban a

caracteristicas propias de las muestras, como pueden ser el nUmero de propagulos presentes
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en la fraccion analizada, las condiciones de incubacién, o la temperatura de incubacion. En su
conjunto, las técnicas de activacion empleadas permitieron aislar la mayoria de las cepas de
los géneros Gelasinosporay Neurospora incluidas en nuestro trabajo.

El empleo del método indirecto de aislamiento, utilizando un fragmento de madera seca
como cebo, nos permitié aislar cinco taxones nuevos para la ciencia, y nos permitié proponer el
género nuevo Coronatomyces. Consideramos especialmente interesante el hecho de que tres
de las especies nuevas, Sphaerodes quadrangulata, Sphaerodes tenuissima, y Syspastospora
tropicalis, pertenecen a la familia Ceratostomataceae, y que ninguna de esas especies fuera
detectada por los métodos quimicos de activacién de ascosporas a los que fueron sometidas
otras fracciones de las mismas muestras. La madera seca empleada en este método, no es un
sustrato adecuado para el crecimiento rapido y masivo de los hongos. Este sustrato no suele
ser colonizado a menos que contenga entre 26-32% de humedad. Otra caracteristica de este
tipo de material que lo hacen poco favorable al crecimiento fungico es su bajo nivel de
nitrogeno (0.03-1.0%) (Ingold y Hudson, 1993). Es probable que estas restricciones
nutricionales limiten el crecimiento de aquellas especies que son incapaces de hidrolizar la
celulosa o la lignina. Sin embargo, favorecen el crecimiento de especies que suelen resultar
inhibidas competitivamente cuando se emplean métodos de aislamiento que utilizan medios de
cultivos ricos en fuentes de carbono. Estos otros métodos de aislamiento favorecen a
organismos con crecimiento expansivo. La mayor parte de las especies de la familia
Ceratostomataceae presentan un crecimiento lento y otras necesitan de la presencia de otras
especies fungicas (comensalistas o parasitos) para poder desarrollarse (Doguet, 1955; Cannon
y Hawksworth, 1982; Horie y col., 1986; Haverson y Kimbrough, 2001). Todo ello implica que
muchas de las especies incluidas en esta familia sean dificiles de obtener en cultivo axénico
(Ej. Melanospora spp., Microthecium spp., Sphaerodes spp. 0 Syspastospora spp.), y ha hecho
sugerir a algunos autores que no son comunes en la naturaleza (Udagawa y Cain, 1969). Con
la citada técnica pudimos comprobar que S. tropicalis tiene una amplia distribucién geografica,

ya que fue detectada en regiones muy distantes entre si y en ecosistemas diversos.
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Nuestros resultados confirman que el empleo de varias técnicas de aislamiento, en
diferentes fracciones de una misma muestra permite detectar o aislar una mayor diversidad de

especies, lo que repercute en un mayor conocimiento de la micobiota del suelo.

5.2. Filogenia molecular

En la presente tesis la secuenciacién del ADNr y el analisis de las secuencias a través del
meétodo de neighbour-joining fueron métodos utilizados para inferir relaciones filogenéticas a
diferentes niveles taxonémicos. Estas técnicas nos permitieron resolver problemas en el ambito
de géneros morfolégicamente muy cercanos como Gelasinospora y Neurospora y entre los
géneros Coniochaeta, Coniochaetidium y Poroconiochaeta. En el estudio de la familia
Coniochaetaceae se solucionaron ademas problematicas taxondémicas que involucran a las
subclases Sordariomycetidae y Xylariomycetidae. Sin embargo, pudimos comprobar que estos
métodos no siempre resultan resolutivos, bien fuera por los marcadores moleculares escogidos
o por el nimero de taxones que fueron incluidos en los estudios. Estas situaciones inciertas las
encontramos al tratar de ubicar los géneros nuevos Coronatomyces y Coniocessia dentro de

los 6rdenes Sordariales y Xylariales, respectivamente.

5.2.1. Los géneros Gelasinospora y Neurospora

Uno de nuestros principales objetivos fue el estudio de las relaciones filogenéticas entre los
géneros Gelasinospora'y Neurospora. Este trabajo tuvo como base la existencia de especies
con morfologia intermedia (Neurospora discreta y Neurospora sublineolata) y los resultados
obtenidos por Dettman y col. (2001). Estos autores basandose en el estudio de las secuencias
de cuatro genes (ITS/5.8S, mat A1, mat al y gpd) sugirieron que la ornamentacion de las

ascosporas es un caracter de poco valor filogenético. En nuestro estudio se secuenciaron los
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dominios D1 y D2 del gen 28S del ARNr, lo que nos permitié corroborar nuestras principales
hipotesis de trabajo:
1. que ambos géneros forman un grupo monofilético,
2. que el patrébn de ornamentacion de las ascosporas no es un caracter
filogenéticamente informativo
3. que las caracteristicas del episporio tienen valor taxonémico dentro del grupo.

Estos resultados nos condujeron a sugerir la sinonimia de ambos géneros, replantear la
descripcion de Neurospora y proponer treinta y seis combinaciones nuevas para aquellas
especies de Gelasinospora transferidas a Neurospora. Nuestros resultados mostraron ademas
que la especie Gelasinospora amorphoporcata era filogenéticamente mas préxima a Sordaria
que al grupo Neurospora-Gelasinospora. En consecuencia dicha especie fue excluida de
Neurospora, y reubicada en el género nuevo Pseudoneurospora. Sin embargo, para dilucidar la
relacion de Pseudoneurospora amorphoporcata con los otros miembros de la familia
Sordariaceae (Ej. Copromyces N. Lundq., Isia D. Hawksw. & Manohar. y Sordaria) hacen falta

nuevos estudios.
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5.2.2. El género Coronatomyces

El género nuevo Coronatomyces fue propuesto dentro del orden Sordariales, sin embargo
posee caracteres morfoldgicos intermedios entre Chaetomiaceae, Lasiosphaeriaceae y
Sordariaceae, por lo que su delimitacién dentro de alguna de estas familias era confusa. Para
tratar de esclarecer su posicién taxonémica se recurrié a la secuenciacion de las regiones de
los espaciadores intergénicos (ITS1 e ITS2) y las del gen 5.8S del ARNr. Trabajos previos
empleando estos marcadores moleculares habian permitido definir relaciones filogenéticas en
los géneros Corynascus Arx, Thielavia Zopf. (Stchigel y col., 2000, 2002), Gelasinospora y
Neuropsora (Stchigel y col., 1998; Dettman y col., 2001), y en las familias Diatrypaceae y
Xylariaceae (Xylariales) (Sanchez-Ballesteros y col., 2000; Sanchez-Ballesteros, 2001; Acero y
col., 2004). Nuestro andlisis permitié excluir al nuevo género de la familia Chaetomiaceae, pero
las relaciones de Coronatomyces cubensis con las familias Lasiosphaeriaceae y Sordariaceae
no fueron esclarecidas. Nuestros resultados pudieron haber estado influenciados por el limitado
namero de especies de Lasiosphaeriaceae incluidos en el analisis y por el hecho de que esta
familia, tal y como ha sido definida es parafilética (Huhndorf y col., 2004). Pero sobre todo,
porque los criterios utilizados en la delimitacion genérica y de las familias, como la morfologia
de las ascosporas y del peridio, son caracteres homoplasicos que han aparecido
independientemente y en varias ocasiones en la evolucién del orden Sordariales (Cannon, en:
Barr y Cannon, 1994, Huhndorf y col., 2004). Para concretar la posicién taxonémica del género
Coronatomyces, se necesitan nuevos estudios, ensayando un mayor numero de especies y

utilizando otros marcadores moleculares.

5.2.3. La familia Coniochaetaceae

Mediante el analisis de las secuencias de los genes 18S y 28S del ARNr pudimos esclarecer
parcialmente las relaciones filogenéticas en la familia Coniochaetaceae. Nuestros resultados
coincidieron con Huhndorf y col. (2004), y confirmaron que la familia Coniochaetaceae tiene

una posicion alejada del resto de los Sordariales y que el orden Coniochaetales tiene una base
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filogenética. Nuestro estudio corrobord que la presencia de anamorfos enteroblasticos es un
caracter que posee valor taxondmico en el orden y que tiene mayor valor filogenético que la
presencia de linea germinativa en las ascosporas. En consecuencia el género Wallrothiella
debe incluirse en el orden y consideramos que los géneros Barrina y Synaptospora deben
mantenerse en Coniochaetales. Teniendo en cuenta estos resultados, creemos que las
especies de Coniochaeta que desarrollan anamorfos holoblasticos (C. emodensis y C.
nodulisporiodes), asi como el género Coniolaria deben ser transferidos al orden Xylariales de la
subclase Xylariomycetidae. Hemos propuesto los nuevos géneros Pseudorosellinia 'y
Novaxylaria para reubicar a C. emodensis y a Coniolaria murandii en la familia Xylariaceae. Se
ha propuesto también el género nuevo Coniocessia en el orden Xylariales para introducir la
especie C. nodulisporiodes, sin embargo su posicién taxonémica dentro del orden no pudo
resolverse.

Nuestros analisis han demostrado también, que en la familia Coniochaetaceae los
caracteres morfolégicos utilizados en la delimitacion genérica no se relacionan con los
agrupamientos obtenidos en los arboles filogenéticos. Hemos demostrado que los géneros
Coniochaeta, Coniochaetidium, Ephemeroascus o Poroconiochaeta son artificiales; y que el
tipo de ascoma (peritecial o cleistotecial), la ornamentacion de las ascosporas, o la morfologia
de los anamorfos solo tienen valor a nivel especifico. En consecuencia la descripcién del
género Coniochaeta fue enmendada y los géneros Coniochaetidium, Ephemeroascus vy
Poroconiochaeta fueron considerados sindnimos de Coniochaeta, y sus especies transferidas
al mismo. La taxonomia del orden Coniochaetales todavia no esta suficientemente elucidada,
sus relaciones con otros miembros de la subclase Sordariomycetidae debe ser objeto de
futuros estudios. Asimismo, consideramos de interés investigar el valor taxonémico de otros
caracteres morfolégicos como el tipo de peridio, el nUmero de ascosporas por ascos (4-, 8-, 0

multiesporados), o la presencia y la disposicidén de la linea germinativa.
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v El empleo de métodos quimicos de activacion de las ascosporas mediante la accion del

fenol y del etanol nos permitié aislar en cultivo cinco taxones nuevos para la ciencia:

Apiosordaria globosa
Apiosordaria hispanica
Neurospora nigeriensis
Neurospora uniporata

Poroconiochaeta tetraspora

v' La aplicacion de la técnica de aislamiento indirecto nos permitié descubrir cinco taxones

nuevos para la ciencia; el nuevo género Coronatomyces y las nuevas especies:

Coronatomyces cubensis
Sphaerodes quadrangularis
Sphaerodes tenuissima

Syspastospora tropicalis

v Se proponen tres combinaciones nuevas para el género Sphaerodes:

Sphaerodes ellipsospora Sphaerodes singaporensis Sphaerodes levita

(=Microthecium ellipsosporium) (=Microthecium singaporensis) (=Microthecium levitum)

v' Se sugiere la sinonimia de los géneros Neurospora y Gelasinospora, las especies
incluidas en este ultimo son transferidas a Neurospora. Basandonos en ello se

proponen treinta y seis combinaciones nuevas:
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Neurospora bonaerensis

(= Gelasinospora bonaerensis)
Neurospora brevispora

(= Gelasinospora brevispora)
Neurospora caffera

(= Gelasinospora caffera)
Neurospora calospora

(= Rosellinia calospora)
Neurospora cerealis

(= Gelasinospora cerealis)
Neurospora cratophora

(= Gelasinospora cratophora)
Neurospora dictyophora

(= Gelasinospora dictyophora)
Neurospora endodonta

(= Anixiella endodonta)
Neurospora fallaciosa

(= Gelasinospora fallaciosa)
Neurospora foveaconica

(= Gelasinospora foveaconica)
Neurospora goundaensis

(= Gelasinospora goundaensis)
Neurospora hapsidophora
(= Gelasinospora hapsidophora)
Neurospora heterospora

(= Gelasinospora heterospora)
Neurospora himalayensis

(= Gelasinospora himalayensis)
Neurospora hippopotama
(=Gelasinospora hippopotama)
Neurospora indica

(= Anixiella indica)
Neurospora inversa

(= Gelasinospora inversa)
Neurospora kobi

(= Gelasinospora kobi)

Neurospora longispora

(= Gelasinospora longispora)
Neurospora macrospora

(= Gelasinospora macrospora)
Neurospora micropertusa

(= Anixiella micropertusa)
Neurospora mirabilis

(= Gelasinospora mirabilis)
Neurospora multiforis

(= Gelasinospora multiforis)
Neurospora novoguineensis
(= Gelasinospora novoguineensis)
Neurospora pseudocalospora
(= Gelasinospora pseudocalospora)
Neurospora pseudoreticulata
(= Gelasinospora pseudoreticulata)
Neurospora reticulata

(= Thielavia reticulata)
Neurospora retispora

(= Gelasinospora retispora)
Neurospora saitoi

(= Anixiella saitoi)

Neurospora santi-florii
(=Gelasinospora santi-florii)
Neurospora seminuda

(= Gelasinospora seminuda)
Neurospora sphaerospora

(= Anixiella sphaerospora)
Neurospora stellata

(= Gelasinospora stellata)
Neurospora tetraspora

(= Gelasinospora tetrasperma)
Neurospora udagawae

(= Gelasinospora udagawae)
Neurospora varians

(= Gelasinospora varians)
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v' Se propone la exclusion de la especie Gelasinospora amorphoporcata del género

Neurospora, y su inclusién en el nuevo género Pseudoneurospora.

v Se sugiere la sinonimia de los géneros Coniochaetidium, Ephemeroascus, y

Poroconiochaeta con Coniochaeta, por lo que se proponen nueve combinaciones

nuevas:
Coniochaeta boothii Coniochaeta ostrea
(= Thielavia boothii) (= Coniochaetidium ostreum)
Coniochaeta discoidea Coniochaeta punctulata
(= Poroconiochaeta discoidea) (= Poroconiochaeta punctulata)
Coniochaeta mirabile Coniochaeta savoryi
(= Coniochaetidium mirabile) (= Thielavia savoryi)
Coniochaeta nuciforme Coniochaeta tetrasperma
(= Coniochaetidium nuciforme) (= Poroconiochaeta tetraspora)

Coniochaeta verticillata

(= Ephemeroascus verticillatus)

v' Se propone la exclusion de las especies Coniochaeta emodensis y Coniochaeta
nodulisporioides del género Coniochaeta y de la subclase Sordariomycetidae, y su
transferencia al orden Xylariales de la subclase Xylariomycetidae. Se sugieren dos
géneros nuevos para reubicarlas, Pseudorosellinia y Coniocessia, respectivamente.

En consecuencia se proponen las siguientes combinaciones nuevas:

Pseudorosellinia emodensis Coniocessia nodulisporioides

(= Coniochaeta emodensis) (= Coniochaeta nodulisporioides)
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v' Se propone la exclusion del género Coniolaria de la familia Coniochaetaceae y de la
subclase Sordariomycetidae y su ubicacion en el nuevo género Novaxylaria, dentro del
orden Xylariales, de la subclase Xylariomycetidae. En consecuencia se propone la
siguiente combinacion nueva:

Novaxylaria murandii
(= Coniolaria murandlii)
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