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1. INTRODUCCION

1.1. LOS HONGOS QUERATINOFILICOS

Los hongos queratinofilicos son aquellos que tienen su hébitat en
sustratos queratinizados. Algunos de ellos poseen la capacidad de
degradar la queratina, denominandose entonces hongos queratinoliticos
(Kunert, 2000). La mayoria pueden parasitar tejidos queratinizados del
hombre y de otros animales, comportandose en algunos casos como
hongos patdgenos (dermatofitos). Utilizando la técnica del anzuelo de
gueratina descrita por Vanbreuseghem en 1952, se ha demostrado que el
suelo es un importante reservorio para muchos de estos hongos.
Mediante dicha técnica se han aislado numerosas formas perfectas o
teleomorficas (fase sexual), teniendo algunas de estas como fase
anamorfica (asexual) a especies de hongos dermatofitos. En su mayoria
se incluyen dentro del orden Onygenales, concretamente en las familias
Onygenaceae, Gymnoascaceae y Arthrodermataceae (Currah, 1985), y
sus anamorfos o estados asexuales, se incluyen mayoritariamente en los
géneros Blastomyces Costantin y Rolland, Chrysosporium Carmichael,
Malbranchea Sacc., Microsporum Gruby, Trichophyton Malmstein,

Geomyces Traaen. y Oidiodendron Robak.

1.1.1. Ecologia de los hongos queratinofilicos

La queratina es una proteina que forma parte de numerosas
estructuras de los animales, tales como pelos, plumas, lana, cuernos,
pezufas, ufas, etc., siendo un sustrato dificil de descomponer por la
mayoria de los microorganismos del suelo debido a su estructura quimica
compleja y sumamente resistente a la accion de agentes fisicos y
quimicos (Mathison, 1964; Pugh y col., 1984), lo cual comporta una gran
importancia a nivel ecoldgico asi como en micologia médica. La presencia
de esta molécula en el suelo es importante para el desarrollo de las

especies queratinofilicas, pero existen otros factores que condicionan o
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afectan su distribucién y supervivencia en la naturaleza. Segun Garg y col.
(1985) estos factores se pueden agrupar en dos categorias; factores

abidticos y factores bidticos.

1.1.1.1. Factores abidticos

Dentro de los factores abiéticos mas importantes cabe sefalar la
temperatura. Los hongos queratinofilicos generalmente son mesofilicos,
con una temperatura Optima de crecimiento entre 25-27°C. Existen sin
embargo excepciones, ya que se han aislado cepas de especies
mesofilicas en ambientes extremos. Por ejemplo, se han aislado en
suelos alpinos Microsporum gypseum (E. Bodin) Guiart y Grigoraki,
Trichophyton ajelloi (Vanbreuseghem) Ajello y T. terrestre Durei y Frey
(Batelli y col., 1978), o Chrysosporium pannorum (Link) S. Hughes en la
Antartida (Pugh y Allsopp, 1982) . También se han descrito especies
queratinofilicas psicrofilicas, como por ejemplo Keratinomyces ceretanicus
Punsola y Guarro, aislada de suelos de bosques de Espafia (Punsola y
Guarro, 1984) y Chile (Cano y Sigler, 1992), con una temperatura 6ptima
de crecimiento de 15-17°C. Segun Saez y Chauvier (1977) la temperatura
mas alta a la que algunos hongos queratinofilicos podrian desarrollarse es
de 41°C, como es el caso de Chrysosporium keratinophilum D. Frey ex
J.W. Carmichael

Otro factor abiotico importante es la luz, y mas concretamente la luz
UV, ya que inhibe la germinacién de las esporas y, eventualmente, el
crecimiento de las hifas. La inhibicién de la germinacion de las esporas
por la luz visible (400-700 nm) fue estudiada por Buchnicek (1968). Segun
dicho autor, la exposicion continuada a la luz tiene inicialmente un efecto
fungistatico, y posteriormente, fungicida. Ello explicaria el descenso en la
frecuencia de dermatomicosis en el periodo estival (Garg y col., 1985).

En el suelo, la variacion en la microbiota queratinofilica esta
condicionada por las variaciones de temperatura y luz que se producen.
Esta variacibn es mas marcada en regiones tropicales y subtropicales
(Garg y col., 1985).
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La supervivencia de los hongos queratinofilicos en el suelo esta
también directamente influenciada por los factores edéficos del mismo.
Cabe destacar el pH (cuyo 6ptimo para el crecimiento de los hongos es de
6 a 9), la existencia de una fuente de nitr6geno proxima y accesible, la
humedad (importante en los procesos de germinacion, crecimiento y
reproduccion), y también es importante la presencia de materia organica
en descomposicion. Segun las concentraciones de materia organica que
se encuentren en el suelo, se pueden considerar dos grupos de hongos
queratinofilicos: los dependientes de concentraciones de materia organica
elevada, como es el caso de M. Gypseum, y de concentracién baja de
materia organica, Trichophyton terrestre (Durei & Frey) y un segundo
grupo, cuya distribucién no depende de dicha concentracion, T. ajelloi
(Vanbreuseghem) Ajello y C. keratinophilum. El tipo y la cantidad de
acidos grasos también afecta a la supervivencia de los hongos
queratinofilos, provocando generalmente una inhibicién de su crecimiento
(Hajini y col., 1970). La concentraciéon de metales pesados presente en el

suelo no parece afectar a la distribucién de estos microorganismos, los cuales
actuarian como acumuladores de los mismos, preferentemente en las

hifas (Garg y col., 1985). Se ha descrito un efecto inhibitorio del NaCl en
el crecimiento de los dermatofitos, y aunque la salinidad tolerada por los
mismos no se ha determinado, estos se han aislado repetidamente en
muestras de suelos procedentes de la costa mediterranea, los que
poseen una salinidad entre 5.8 y 15.6% (Orra y col., 1968).

1.1.1.2. Factores bi6ticos

La presencia de animales o restos de los mismos constituye el
principal factor bidtico que influye en la distribuciébn de los hongos
gueratinofilicos. La asociacion de las aves con la supervivencia y
dispersion de los dermatofitos ha sido estudiada por diferentes autores
(Ajello, 1953; Kuehn, 1960; Gierloff y Katic, 1961; Buhlmann y Reith,
1962; Dvorak y Otcenasek, 1964; Pugh, 1966; Rees, 1967-a,-b; Pugh y
Evans, 1970; Hubalek, 1972, 1974, 2000, Hubalek y Balat, 1976). El que
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estos hongos se encuentren asociados a los animales en general

favorece la infeccion secundaria en el hombre (Garg y col., 1985).

1.1.1.3. Los hongos queratinofilicos como potenciales patdégenos

Cuando ciertos hongos queratinofilicos que sobreviven en el suelo
entran en contacto con un huésped susceptible, en condiciones
ambientales vy fisiolégicas adecuadas, se puede producir la proliferacion
del mismo, sobre el huésped, dando una afectacion denominada
genéricamente tifia (Garg y col., 1985).

Se han descrito muchos hongos queratinofilicos como agentes
causantes de infecciones en el hombre y animales. Los mas conocidos,
por su mayor incidencia, son los denominados dermatofitos. Los
dermatofitos se agrupan en tres géneros/forma: Epidermophyton Sabour.,
Microsporum Gruby y Trichophyton Malmsten, los cuales causan
infecciones en la piel denominadas “dermatofitosis”. La mayoria de ellos
tienen una forma teleomorfica perteneciente al orden Onygenales (Currah,
1994). Las dermatofitosis, segun su localizacion, se llaman onicomicosis o
tinea unguinum (cuando se producen en las ufas), tinea corporis (en la
piel) y tinea capitis (en el pelo) (Kane y col., 1997). Se han descrito otros
géneros patégenos incluidos en el orden Onygenales, que tienen una
menor incidencia y no son queratinofilicos, pero que pueden causar
cuadros clinicos mas graves tales como infecciones sistémicas. Entre
estos se encuentran Ajellomyces capsulatus Kwon-Chung, McGinnis y
Katz, que posee como anamorfo a Histoplasma capsulatum Darling,
siendo el agente causal de la histoplasmosis, una micosis intracelular del
sistema monocito-macrofago, que se caracteriza por provocar inflamacién
granulomatosa con una posterior necrotizacion y calcificacién, y cuya
diseminacién suele ser fatal. Otra especie importante es Ajellomyces
dermatitidis McDonough y Lewis, que posee a Blastomyces dermatitidis
Gilchhrist y Stokes como anamorfo, siendo el causante de la
blastomicosis, que se inicia como una infeccion pulmonar, diseminandose
por via sanguinea y que, en estadios mas avanzados se ven afectados el

sistema nervioso y diferentes 6rganos (Hoog de y col., 2000).

5
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También se han descrito otros Onygenales como patdgenos
oportunistas, entre los que podemos destacar Aphanoascus fulvescens
(Cooke) Apinis, del que se han descrito diferentes casos de infecciones
cutaneas en el hombre (Marin y Campos, 1984; Guého y col., 1985) y en
animales (Vanbreuseghem y de Vroey, 1979; Pal, 1995); Gymnoascus
dankaliensis (Castell.) v. Arx, implicado en casos de otomicosis (Batista y
col., 1960), lesiones de piel (Vanbreuseghem y de Vroey, 1966; Sanyal y
col., 1971) y en onicomicosis (Summerbell y col., 1989); y Narasimhella
hyalinospora (Kuehn, Orr y Ghosh) v. Arx, documentada como la
responsable de una infeccion pulmonar en un paciente con leucemia
mieloide aguda por Iwen y col. (1999). Los géneros/forma Chrysosporium
Carmichael y Malbranchea Sacc. también se encuentran asociados a
determinadas patologias de la piel. Asi C. keratinophilum ha sido aislado
como responsable de onicomicosis y de infecciones superficiales (Reboux
y col., 1995); C. pannicola (Corda) v. Oorschort y Stalpers y C.
gueensladicum (Apinis y Rees) Sigler han sido aislados de infecciones de
piel y onicomicosis (Reboux y col., 1995); y C. zonatum Al-Musallam y
Tan, aislado de una infeccidén sistémica en un paciente con enfermedad
granulomatosa crénica (Roilides y col., 1999). Malbranchea presenta una
menor incidencia, pudiéndose destacar un caso de sinusitis debido a
Malbranchea pulchella (Miehe) Sigler y Carmichael, descrito por Bendra y
Corey (1994).

También se han citado diferentes especies queratinofilicas que
pertenecen a diferentes O6rdenes y que, como los descritos hasta el
momento, también son capaces de causar queratitis. Estos géneros son
Aspergillus Link y Fusarium Link. También hay que destacar otros hongos
gueratinofilicos tales como Piedraia hortae (Brumpt) da Fonseca y de
Area Leao, que provoca la denominada “piedra negra”, una invasion del
pelo caracterizada por la formacién de nddulos superficiales (Reboux y
col., 1995). Arthrographis kalrae (Tewari y Macpherson) Sigler vy
Carmichael fue citado en 1939 por Cochet como causante de una
onicomicosis, y Tewari y Macpherson (1968), en una inoculacion

experimental en animales observaron un neurotropismo positivo, también
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se ha reportado como responsable de queratitis (Perlman y Binnis, 1997)
y micetoma (Degrave y col.,, 1997), habiendo sido aislada en dos
pacientes inmunosuprimidos (Delage y col.,, 1998). También
Chrysosporium zonatum (Al-Musallam y Tan) ha sido aislado de una
infeccion sistémica en un paciente con enfermedad granulomatosa

cronica (Roilides y col., 1999).

1.1.2.Fisiologia

1.1.2.1. Queratinolisis

La degradacion fangica de la queratina consiste en un proceso mixto,
bioquimico y mecanico. La degradacion de los sustratos queratinicos se
debe a la accidon de enzimas proteoliticas llamadas queratinasas. La
secrecion de estas es inducida por la presencia de queratina en el
sustrato (Siesenop y Bohm, 1995). Este proceso, es acompanado por
diferentes adaptaciones morfolégicas del hongo, las que facilitan la accion
mecanica del mismo sobre dicho sustrato. La expresion morfologica de la
gueratinolisis en el pelo ha sido estudiada por diversos autores mediante
microscopia electronica de barrido (MEB) (Guarro y col., 1988; Fusconi y
Filipello Marchisio, 1991; Cano y col., 1991; Filipello Marchisio y col.,
1994), diferenciandose dos formas de ataque del pelo: erosion
superficial y penetracion radial. La erosion superficial consiste en la
destruccion gradual del pelo desde fuera hacia dentro. Las hifas que
realizan esta actividad pueden mantener su apariencia normal, o dilatarse
formando ramas cortas, dando lugar a estructuras digitiformes. La
penetracién radial es un ataque en cualquier localizacién del pelo por
varias hifas especializadas que penetran en el mismo formando un angulo
recto respecto al eje mayor del mismo. Estas Ultimas estructuras se

denominan 6rganos perforantes (Filipello Marchisio, 2000).
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1.1.2.2. Degradacién de la celulosa

Histéricamente se consideraba la degradacion de la celulosa como
una caracteristica importante en la taxonomia de los Onygenales (Currah,
1985). Sin embargo, en la actualidad esta no es relevante, ya que la
mayoria de los hongos celuloliticos pertenecen a la familia Myxotrichaceae, la
cual se considera de posicidn incierta y que ha sido excluida del orden
Onygenales (Eriksson y col., 2003).

1.2. TAXONOMIA DE LOS HONGOS QUERATINOFILICOS

La taxonomia de los hongos queratinofilicos es muy compleja, ya
gue dentro de los mismos se encuentran diversos taxones, tales como los
hifomicetos, incluyendo a los dermatofitos y a Aspergillus, Chrysosporium,
Fusarium y Scopulariopsis Bainier, asi como algunos celomicetos
(Gugnani, 2000).

1.2.1. El orden Onygenales

Histéricamente, y debido a su importancia clinica, se han estudiado
separadamente a los dermatofitos del resto de los Onygenales,
considerando como dermatofitos a un grupo de hongos estrechamente
relacionados y que son los causantes de infecciones bien definidas como
las dermatomicosis o dermatofitosis. Todos ellos se comportan como
queratinoliticos, teniendo la capacidad de invadir tejidos in vivo. Los
dermatofitos se reproducen asexualmente mediante la formacién de
mitosporas (conidios) uni o pluricelulares, siendo utilizadas las
caracteristicas morfolégicas y culturales como principales criterios
taxondmicos en la clasificacion del grupo. Actualmente se aceptan dentro
de los dermatofitos tres géneros: Epidermophyton, Microsporum vy
Trichophyton, mientras que un cuarto genero, Keratinomyces Vanbreus.

es objeto de discusidén entre los especialistas (Vanbreuseghem, 1952;
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Georg y col., 1959; Ajello, 1968; Punsola y Guarro, 1984; Cano y Sigler,
1992; Simpanya, 2000).

Utilizando las técnicas del “anzuelo de queratina”, se describieron las
formas teleomoérficas de los géneros/forma Microsporum y Trichophyton
como Nannizzia Stockdale y Arthroderma Currey ex Berkeley
respectivamente (Currey, 1854; Stockdale, 1961). Posteriormente,
Weitzman y col. (1986) sinonimizaron ambos géneros dejando como
taxondmicamente valido a Arthroderma. El género Arthroderma actualmente
se incluye en la familia Arthrodermataceae, del orden Onygenales,
aunque los dermatofitos histéricamente se han estudiado por separado,
pertenecen al orden Onygenales que es el objeto de nuestro estudio.

Como se ha mencionado anteriormente, la mayoria de los hongos
queratinofilicos se encuentran dentro del orden Onygenales
(Ascomycota), y actualmente agrupa un total de 39 géneros (Eriksson y
col., 2003). El orden Onygenales ha sido estudiado por varios autores
(Benjamin, 1956; Kuehn, 1958, 1959; Apinis, 1964, 1967 y Benny y
Kimbrough, 1980). El estudio de dicho orden se ha basado siempre en las
caracteristicas morfolégicas del ascoma. Una de las revisiones mas
completas ha sido la de Currah (1985). Dicho autor consider6 como uno
de los criterios taxondmicos mas Uutiles la organizacién del peridio,
diferenciando varios tipos (Fig.1), a pesar de que, posteriormente, otros
autores llegaron a la conclusion que estas caracteristicas no reflejaban la
filogenia del grupo (Sugiyama y col.,, 1999). También estudido las
caracteristicas de las ascosporas y conidios, incluyendo también aspectos
fisiolégicos tales como la capacidad de degradacion de diferentes sustratos,
como la queratina y la celulosa. Segun estos criterios propuso la division

de los Onygenales en cuatro familias: Arthrodermataceae,
Gymnoascaceae, Myxotrichaceae, y Onygenaceae. (Fig.2). Esta
propuesta fue ampliamente aceptada, aunque con alguna excepcion,
como la de v. Arx en 1987, el cual establece una clasificacion diferente,
basada principalmente en la morfologia de las ascosporas (forma,
simetria, pigmentacion, etc.), asi como la ontogenia y el tipo de forma

inicial de los ascos. Este autor no acepta el orden Onygenales, e incluye
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algunas de las familias anteriormente citadas dentro del orden Eurotiales.
Para dicho autor, el orden Eurotiales comprenderia un total de cuatro
familias: Amauroascaceae, Eurotiaceae, Gymnoascaceae y

Onygenaceae. (Tabla 1).

\

Figura 1. Tipos de peridio de los Onygenales segun Currah
(1985). a: telaperidio; b: reticuloperidio; c: incompositoperidio; d:

cleistoperidio.
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Family Ascospores Peridia and Anamorphs Substrate and
appendages Habitats
carnivore
dung
soil enriched
ONYGENACEAE . with keratin
—/@ or dung
Gbiate, sllantold. MALBRANGHEA
SPORENDONEMA K ERAT| N
O ; decaying
O | hoof,horn,
] .
ARTHRODERMATACEAE O ’ feathers, hair
m m and skin
& )
b 0 someare
parasitic on
smooth; oblate to CHRYSOSPORIUM animals
oblate-discoid or MICROSPORUM
oblate-convex. TRICHOPHYTON
) processed or
7N /.;;u-/)r:“ decaying plant
( //’ materials
L
MYXOTRICHACEAE A %ﬁ,’? CELLULOSE
\/ A&\ paper, straw,
v soil around the
smooth or striate; GEOMYCES

fusiform, ellipsoid.

MALBRANCHEA
OIDIODENDRON

GYMNOASCACEAE

0 //ﬂ
{ Iy
| s

i [

N
| g )
(-

smooth or slightly
irregular (“lumpy"'});
often with polar
and/or equatorial
thickenings.

&1

absent or of
un-named arthro-
conidia.

roots of plants

decaying
vegetation

soil richin
organic matter

VARIABLE

Various types
of dung

Figura 2. Esquema de las familias del orden Onygenales segun Currah

(1985).
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Tabla 1. Clasificacion del orden Onygenales segun Currah (1985), y del orden

Eurotiales segun v. Arx (1987).

Currah 1985 Onygenales
Arthrodermataceae Onygenaceae Gymnoascaceae Myxotrichaceae
Arthroderma Ajellomyces Acitheca Byssoascus
Ctenomyces Amauroascus Arachniotus Myxotrichum
Nannizzia Aphanoascus Gymnascella Pseudogymnoascus
Apinisia Gymoascoideus
Ascocalvatia Gymnoascus
Auxarthron
Keratinophyton
Kuehniella
Nannizziopsis
Neogymnomyces
Neoxenophila
Onygena
Renispora
Shanorella
Spiromastix
Uncinocarpus
Pectinotrichum
Xynophila
Arx 1987 Eurotiales
Amauroascaceae Eurotiaceae Gymnoascaceae Onygenaceae
Ajellomyces Cristaspora Arthroderma Ascocalvatia
Amauroascus Chaetosartorya. Ctenomyces Byssoascus
Aphanoascus Dichalena Gymnoascus Byssochlamys
Apinisia Dichotomomyces Leucothecium Cephalotheca
Auxarthron Emericella Nannizia Eremascus
Keratinophyton Eupenicillium Narasimhella Hamigera
Kuehniella Eurotium Shanorella Monascella
Hemicarpenteles Spiromastix Monascus

Fennellia
Mallochia
Neosartorya

Saitoa

Uncinocarpus

Xynophila

Myxotrichum
Onygena
Penicilliopsis
Pseudogymnoascus
Renispora
Talaromyces
Thermoascus

Trichocoma
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Asi, la subdivisibn en familias dentro del orden Onygenales o
Eurotiales presenta cierta controversia. Actualmente, la propuesta mas
ampliamente seguida continda siendo la de Currah (1985).

Los Onygenales, muestran diversos tipos de peridio, desde los
tipicamente cleistoteciales a los formados por un entramado laxo de hifas.
Los miembros de los Onygenales presentan ascos prototunicados
(considerando como ascos prototunicados a aquellos que poseen una
pared fina y delicada, y rdpidamente evanescente) con ocho ascosporas
pequefas (usualmente de una longitud de 8 nm), unicelulares, hialinas a
ligeramente pigmentadas (nunca pardo oscuras o negras) (Fig.3.) (Sigler,
1993).

5Mn

Figura 3. Algunas ascosporas morfolégicamente representativas de los

Onygenales. a: reticuladas; b: lisas; c: foveoladas; d: con cresta

ecuatorial.

Los miembros de las familias Arthrodermataceae y Onygenaceae
tienen la capacidad de degradar sustratos queratinizados, pudiéndose
aislar a menudo de diferentes especies de mamiferos y aves. Las
ascosporas de Arthrodermataceae son lisas, y sus anamorfos pertenecen
a los géneros/forma Trichophyton, Microsporum o Chrysosporium. Las

ascosporas de Onygenaceae tienen paredes reticuladas o foveoladas, y
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sus anamorfos se incluyen en los géneros/forma Chrysosporium,
Histoplasma Darling, Blastomyces Costantin y Rolland o Malbranchea.
Los géneros incluidos en Myxotrichaceae presentan ascosporas
fusiformes o elipsoidales, con paredes lisas o estriadas, tienen la
capacidad de degradar celulosa, y la mayoria poséen como anamorfos a
los géneros/forma Geomyces Traaen. o Malbranchea. Finalmente los
miembros pertenecientes a la familia Gymnoascaceae presentan
ascosporas lisas o rugosas, obladas, a menudo con engrosamientos
polares. La ausencia de anamorfos bien desarrollados y la ausencia de
afinidad por los sustratos queratinizados sugiere que algunos de sus
miembros estan estrechamente relacionados con los Eurotiales (Sigler,
1993).

Estudios moleculares recientes indican que la familia Myxotrichaceae
debe excluirse del orden Onygenales, aunque su posicion sigue siendo
taxondmicamente incierta (Sugiyamay col., 1999; Vidal y col., 2000-b;
Eriksson y col., 2003). En la ultima edicion del “Outline of Ascomycota”
(Eriksson y col., 2003), el orden Onygenales comprende las familias
Arthrodermataceae, Gymnoascaceae, Onygenaceae, Ascosphaeraceae y
Eremascaceae (Tabla 2). Debido a que las familias Gymnoascaceae y
Onygenaceae son las mas complejas, ya que poséen el mayor numero de
géneros dentro del orden y siendo las que plantean mas problemas a

nivel taxonémico, nos hemos centrado preferentemente en el estudio de

las mismas en la presente tesis doctoral.
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Tabla 2. Clasificacion del orden Onygenales segun Eriksson y col. (2003).

Onygenales
Arthrodermatace Ascosphaerac Eremascaceae [Gymnoascaea Onygenaceae
ae eae e
Arthroderma Arrhenosphaera Eremascus Acitheca Ajellomyces
Ctenomyces Ascosphaera Arachniotus Amauroascus
Bettsia Arachnomyces Aphanoascus
Gymnascella Apinisia
Gymnoascoideus Arachnotheca

Gymnoascus
Kraurogymnocarpa
Leucothecium
Mallochia
Narasimhella

Orromyces

Ascocalvatia
Auxarthron
Bifidocarpus
Byssonygena
Kuehniella
Monascella
Nannizziopsis
Neoarachnotheca
Neogymnomyces
Onygena
Pectinotrichum
Polytolypa
Renispora
Shanorella
Spiromastix
Uncinocarpus

Xanthothecium

Onygenales de posicidn incierta

Eurotiomycetes
Amaurascopsis
Azureothecium
Calyptrozyma
Leiothecium
Pisomyxa
Samarospora

Veronaia

1.2.2. Antecedentes

Onygenaceae

histéricos de las familias Gymnoascaceae y
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Estas familias incluyen a los hongos que degradan eficientemente
la queratina, y entre los cuales se encuentran algunos de los mas
importantes patdogenos humanos. Los miembros de estas familias se
aislan habitualmente de estiércol de aves y otros animales, especialmente
de carnivoros, de suelos ricos en materia organica, y sustratos de
queratina. Aparte de los hongos queratinofilicos, algunas de las especies
incluidas tradicionalmente en la familia Gymnoascaceae son celuloliticas,
y mientras que otras no atacan ninguno de estos dos sustratos (Currah,
1985).

Estas dos familias se estudian de forma independiente,
distinguiendo dos grupos segun la morfologia de la especie tipo de cada
familia: Gymnoascus reesii Baran. y Onygena equina Pers.,
respectivamente. Cronoldégicamente, el primero que se describe es el
género Onygena Pers., que da nombre a la familia Onygenaceae, pero
esta familia recibe histéricamente poca atencién (Malloch y Cain, 1971-a,
1971-b; Rammeloo, 1982) ya que la mas extensamente estudiada es
Gymnoascaceae. A pesar de que diferentes autores proponen la
existencia de relaciones entre Onygenaceae Yy Gymnoascaceae
(Matruchot y Dassonville, 1899; Fennell, 1973; Malloch, 1981), hasta la

fecha nunca se ha realizado un estudio comparativo.

Familia Gymnoascaceae

La familia Gymnoascaceae fue propuesta por Baranetzky en 1872.
Segun este autor, la familia se caracterizaba por la ausencia de un peridio
continuo. Este criterio tan simple permitia incluir en un Unico grupo a
Endomyces Reess, Saccharomyces Meyen ex E. Hans, Taphrina Fr. y
Gymnoascus Baran. Eidam (1880) excluyd los dos primeros por su
similitud estructural y morfolégica con otros grupos de hongos
(Phycomycetes). Este autor incluyé en la familia al nuevo género
Ctenomyces Eidam y credé dos subfamilias, basandose en las
caracteristicas troficas “gymnoascaceae parasiticos”, donde incluyé
Ascomyces, Taphrinay Exoascus Fuckel y “gymnoascaceae saprofiticos”

donde incluy6 al género copréfilo Ascodesmis Tiegh. y Gymnoascus.
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Dicho autor también mencionaba que Ascomyces, Ascodesmis, Exoascus
y Taphrina estaban estrechamente relacionados con los discomicetos, y
Gymnoascus con los pirenomicetos.

Brefeld (1891) no aceptd la relacion entre los Gymnoascaceae
propuestos por Eidam, y situé a Gymnoascus en “carpoasci” (carpoasci,
ascos dentro de un cuerpo fructifero), y a Ascomyces y Taphrina en
“exoasci” (exoasci, ascos no cerrados en un cuerpo como tal).

Schroeter (1893) redefinié la familia, e incluyé en la misma a
ascomicetos cleistoteciales con peridio formado por un entramado de
hifas envolviendo los ascos. Este autor incluyé a Amauroascus Shrot,
Arachniotus Shrot, Ctenomyces, Gymnoascus Yy Myxotrichum Kunze.
Posteriormente, Masee (1895) planted un concepto de familia basado en
la ausencia de estructuras peridiales, y emplaz6 de nuevo a Ascodesmis,
Ascomyces y Taphrina en la familia Gymnoascaceae, ubicando a los dos
géneros ultimos en una subfamilia a parte.

Matruchot y Dassonville (1899), siguiendo en parte las propuestas
de Schroeter y Brefeld pero manteniendo una definicion amplia para la
familia, dividieron a Gymnoascaceae en tres “tribus”. Endomycetees, a la
gue pertenecia el género Endomyces; Onygenees, formada por el género
Onygena; y Gymnoascees, que incluia a los géneros Ctenomyces y
Gymnoascus.

Clements y Shear (1931) propusieron el nuevo orden
Gymnoascales, caracterizado por “ascos libres o agrupados, sin hifas
protectoras o limitados por una masa de hifas mas o menos densa”. En
este orden incluyeron cuatro familias: Endomycetaceae,
Schizosaccharomycetaceae, Monascaceae y Gymnoascaceae. La familia
Gymnoascaceae incluia los géneros Amauroascus, Arachniotus,
Conidiascus Holterm, Ctenomyces, Diplostephanus Langeron, Eidamella
Matr. y Dassonv., Gymnoascus, Hexagonella Stevens y Guba, Lilliputia
Bound. y Pat., Myrillium Clem., Myxotrichum, Penicilliopsis Solms, y
Rollandina Pat.

Benjamin (1956), no mencion6 el orden Gymnoascales, y considerd

como caracteristicas definitorias de la familia Gymnoascaceae los
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ascomas esféricos, limitados por un entramado laxo de hifas a menudo
anastomosadas, con pared delgada o gruesa, envolviendo a los ascos,
poseer hifas peridiales, cuando estaban presentes, de pared lisa o
rugosa, simples o ramificadas o presentar apéndices; ascos dispuestos
irregularmente, globosos o piriformes, octosporados, con pared
evanescente; ascosporas unicelulares, globosas, obladas, ovoides o
lenticulares, lisas u ornamentadas. La reproduccioén asexual era mediante
la produccion de conidios o clamidosporas. Este autor, incluyé en la
familia Gymnoascaceae a los géneros Amauroascus, Arachniotus,
Arthroderma, Byssochlamys Westling, Ctenomyces, Eidamella,
Gymnoascus, Myxotrichum, Pseudogymnoascus Raillo y un nuevo
género, Shanorella Benj. (Tabla 3). Benjamin también excluyé a
numerosos géneros que eran considerados como pertenecientes a la
familia por Clements y Shear (1931): Carpenteles Langeron, Conidiascus,
Diplostephanus, Hexagonella, Lilliputia, Myrillium Clem., Penicilliopsis y
Rollandina.

Kuehn (1958, 1959) incluy6 el nuevo género Pseudoarachniotus
Kuehn en dicha familia. Para este autor la definicion de familia era similar
a la anterior, pero daba especial importancia al tipo de conidiogénesis.

En 1964, Apinis, realizé una revision de la familia, en base a las
especies aisladas en Gran Bretafia, excluyendo a Byssochlamys por su
conidiogénesis fialidica. Dicho autor propuso tres subfamilias atendiendo
al tipo de peridio y a sus apéndices. La subfamilia Gymnoascoidae incluia
a Gymnoascus (considerando a Auxarthron Orr y Kuehn y a
Pseudogymnoascus como subgéneros del mismo), Myxotrichum vy
Actinodendron Orr y Kuehn. La subfamilia Arthrodermoidae incluia
Arthroderma, Ctenomyces, Nannizzia y Shanorella y finalmente
Arachnoidae incluia Amauroascus y Arachniotus.

Benny y Kimbrough (1980) consideraron 3 subfamilias dentro de
Gymnoascaceae, también separadas en base a las caracteristicas de sus
hifas peridiales. Este sistema coincidia bastante con la propuesta de
Apinis  (1964). Arachnoideae incluia Amauroascus, Arachniotus,

Arachnotheca v. Arx, Byssoascus v. Arx, Renispora Sigler y Carmichael, y
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Narashimella Thirum. y Mathur. Arthrodermoidae incluia Ajellomyces
Donough y Lewis, Apinisia La Touche, Arthroderma, Nannizzia,
Shanorella y Spiromastix Kuehn y Orr. Auxarthron, Ctenomyces vy
Pseudogymnoascus, debido a sus hifas peridiales muy diferentes de las
vegetativas, los emplazaba en la subfamilia Gymnoascoidae. Este sistema

de subfamilias no tenia en cuenta la morfologia de las ascosporas.

Tabla 3. Diferentes clasificaciones de la familia Gymnoascaceae propuestas
entre 1956 y 1980.

Benjamin 1956

Amauroascus Arachniotus Arthroderma
Byssochlamys Ctenomyces Eidamella
Gymnoascus Myxotrichum Pseudogymnoascus
Shanorella
Kuehn 1958,1959
Amauroascus Arachniotus. Arthroderma
Byssochlamys Ctenomyces Eidamella

Gymnoascus Myxothrichum Pseudoarachniotus
Pseudogymnoascus Shanorella.
Apinis 1964

Arachnoideae

Arthrodermoideae

Gymnoascoideae

Amauroascus Arthroderma Actinodendron
Arachniotus Ctenomyces Gymnoascus
Shanorella Myxotrichum

Benny y Kimbrough 1980

Arachnoideae

Arthrodermoideae

Gymnoascoideae

Amauroascus Ajellomyces Auxarthron
Arachniotus Apinisia Ctenomyces
Arachnotheca Arthroderma Gymnoascus
Byssoascus Nannizzia Myxotrichum
Narasimhella Shanorella Pectinotrichum
Renispora Spiromastix Pseudogymnoascus

Familia Onygenaceae

La familia Onygenaceae fue propuesta por Fries en 1849, siendo

Onygena su género tipo. Sin embargo, en 1897 Fisher considerd a dicho
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género como incluido en los Gymnoascales. Clements y Shear (1931)
incluian la familia Onygenaceae en el orden Tuberales, junto con
Elaphomycetaceae y Tuberaceae. Estos autores consideraron que
Onygenaceae comprendia Unicamente a los géneros Dendrosphaera Pat.,
Onygenay Trichocoma Jungh. En 1935 Boedijn llevo a cabo una revision
de la familia, dividiéndola en tres subfamilias monogenéricas:
Dendrosphaeroidae (Dendrosphaera), Onygenoidae (Onygena) vy
Trichocomoideae (Trichocoma) (Tabla 4). En 1971 Malloch y Cain,
aportaron una definicion nueva de la familia, y excluyeron los géneros que
presentaban un cleistotecio con pie (“stipitate”) y cuyos anamorfos eran
fialidicos o anelidicos (Dendrosphaera y Trichocoma). Dichos autores
describieron a los Onygenales de la siguiente manera: micelio hialino, a
menudo con protuberancias ampuliformes; formas iniciales consistentes
en hifas helicoidales largas y prominentes o en células hinchadas;
ascomas de diferente tamafo, con o sin pie, hialinos o ligeramente
coloreados, nunca pardo oscuro o negros, de lisos a tomentosos con
apéndices de diversos tipos, no ostiolados, variando frecuentemente en
tamano; ascos de subglobosos a globosos, en disposicion irregular, no
estipitados, evanescentes, formandose habitualmente en los extremos
uncinados de las hifas ascégenas; ascosporas unicelulares, hialinas o
ligeramente pigmentadas, nunca pardo oscuras ni negras, de tamafo
variable, a menudo obladas, de lisas a rugosas, con crestas ecuatoriales
en algunos géneros, sin poro germinativo. Los estadios conidiales fueron
descritos  simplemente como artroconidios o aleurioconidios.
Frecuentemente aislados de sustratos con queratina, pero también de
sustratos vegetales y del suelo. Estos autores incluyeron a Aphanoascus
Zukal (Keratinophyton no era considerado un género diferente),
Arachnomyces Massee y Salmon, Ascocalvatia Malloch y Cain,
Dichotomomyces Saito ex Scott.,, Onygena, y Xynophila Malloch y Cain.
Pleuroascus Masee y Salmon fue afadido posteriormente, en 1973, por
Malloch y Benny.

Fennell (1973) consideraba incluidos en los Onygenaceae y los

Gymnoascaceae a todos aquellos géneros que poseian cleistotecios y
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gue se aislaban frecuentemente de sustratos con queratina. Las
caracteristicas definitorias de familia, segun este autor, eran muy similares
a las propuestas por Malloch y Cain (1971). Ninguno de estos autores se
refirid a los géneros Ascocalvatia ni a Xynophila.

Malloch (1979) estudié la similitud entre los anamorfos de los
géneros pertenecientes a Gymnoascaceae y a Onygenaceae, sugiriendo
la proximidad entre ellos. Para este autor, la caracteristica definitoria de
los anamorfos de la familia Onygenaceae consistia en que los conidios

eran de ontogenia holoblastica o talica, pero nunca enteroblastica (Fig.4).

holoblastica

}

}

1
talica

Figura 4. Tipos de conidiogénesis en la familia Onygenaceae

El mismo autor, en 1981, sefialé que los Gymnoascaceae diferian
de los Onygenaceae solo en la naturaleza del peridio, y sugirid6 que la
familia Onygenaceae podria incluir géneros intermedios entre las dos
familias. Benny y Kimbrough (1980) revisaron los géneros incluidos en
Onygenaceae, reiterando esencialmente la definicibn propuesta por

Malloch y Cain (1971).
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Tabla 4. Clasificacién de géneros pertenecientes a la familia Onygenaceae y

familias relacionadas, desde 1935 a 1980.

Boedijn 1935
Dendrosphaereceae Onygenaceae Trichocomaceae
Dendrosphaera Onygena Trichocoma.
Malloch y Cain 1971 Onygenaceae
Aphanoascus Arachnomyces Ascocalvatia
Dichotomomyces Onygena Thermoascus
Xynophila
Benny y Kimbrough 1980 Onygenales
Dendrosphaeraceae Gymnoascaceae Onygenaceae
Dendrosphaera Ajellomyces Anixiospsis
Amauroascus Aphanoascus
Apinisia Arachnomyces
Arachniotus Ascocalvatia
Arachnotheca Dichotomomyces
Arthroderma Diehliomyces
Auxarthron Leucothecium
Byssoascus Keratinophyton
Ctenomyces Neoxenophylla
Gymnoascus Onygena

Myxotrichum
Nannizia
Narasimhella
Pectinotrichum
Pseudogymnoascus
Renispora
Shanorella

Spiromastix

Pleuroascus
Thermoascus
Xanthothecium
Xylogone
Xynophila

presentan:

1.2.3. Morfologiay estructura de los Onygenales

Segun Currah (1985) los taxones incluidos dentro de los Onygenales

peridios con diferente grado de estructuracion, desde
entramados de hifas indiferenciadas a estructuras cerradas (cleistotecios)
delimitados por paredes membranaceas; ascos generalmente esféricos,
con pared lisa y evanescente; ascosporas pequefias, unicelulares y

hialinas, o de tonos palidos, con diferentes tipos de ornamentacion
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(féveas, celdillas,...); anamorfos consistentes en aleurio o artroconidios,
de secesion rexolitica; diferentes taxa tienen la capacidad de degradar la
gueratina, y estan asociados a animales o a sus productos, incluyendo
estiércol, plumas y huesos (Sigler, 1993).

1.3. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR EN TAXONOMIA FUNGICA

La limitacibn de los caracteres morfoldégicos para diferenciar
hongos estrechamente relacionados, asi como la laboriosidad requerida
en su estudio y, en algunos casos, la insuficiente resolucion que
proporcionan a nivel taxondmico, ha propiciado el uso de las técnicas
moleculares (Guarro y col., 1999). Hasta el momento han sido usadas
numerosas técnicas moleculares para el estudio taxondémico de los
hongos, desde las clasicas técnicas de ADN, basadas en la determinacién
del contenido guanina/citosina del ADN nuclear (Kurtzman, 1994), hasta
la hibridacion ADN-ADN, para establecer la identidad o no de cepas
morfolégicamente similares (Vilgalys, 1988). En los ultimos afos las
técnicas mas utilizadas en la taxonomia fangica son los métodos de
electroforesis y secuenciacion, siendo una de las técnicas mas utilizadas,
el andlisis comparativo de secuencias nucleotidicas. Entre los métodos
electroforéticos se emplean de forma muy extendida el de RFLP
(Restriction Fragment Length Polimorphism Analysis). Esta técnica ha
sido utilizada en taxonomia para la diferenciacion molecular de cepas de
una misma especie (Jackson y col.,, 1999; Blanz y col., 2000; Quirk y
Kupinski, 2002), y también para revelar las conexiones anamorfo—
teleomorfo (Gené y col., 1996). Con el mismo objetivo se ha usado la
técnica de RAPD (Random Amplification of polimorphic DNA), ademas de
realizar el “tipado” de distintos aislamientos de una misma especie; es
decir, determinar la variabilidad intraespecifica (Kano y col., 1998; Boldo y
col., 2003). Otra de las técnicas utilizadas para la identificacion y tipado es
la de AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism Analysis) (Graser y
col., 1999). En los ultimos afios se han descrito otras muchas técnicas con

el objetivo de tipar y diferenciar entre especies cercanas, como las que se
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basan en la amplificacion de regiones repetidas en tandem como los
microsatélites (Dalle y col., 2000; Lasker y Ran, 2004). Por lo que refiere a
la secuenciacion, son muchos los genes y regiones estudiadas hasta el
momento, desde el analisis del ADN mitocondrial (Yamamoto y col., 1995)
hasta el ADN nuclear, aunque siguen siendo los genes del ARN ribosomal
los mas estudiados. También, se han estudiado genes estructurales que
codifican para proteinas, como la b-tubulina (O’'Donnell, 1992), la actina
(Cox y col., 1995), la quitina sintasa (Bowen y col., 1992; Szaniszlo y
Momany, 1993), el factor de elongacién (EF-la) y la calmodulina

(O’Donnell y col., 2000), entre otros.

1.3.1. Secuenciacion del ADN ribosdmico

Como ya se ha comentado anteriormente, el ADN ribosémico ha
sido una de las regiones del ADN mas utilizadas para realizar analisis
filogenéticos de hongos (Hillis y Dixon, 1991; Bruns y col., 1992). La
principal razén para ello se encuentra en que es un gen multicopia que
contiene regiones que no codifican para proteinas, y que estas copias
estan repetidas en tandem, (facilitando asi su amplificacion) (Guarro y
col., 1999). En el ADN ribosémico existen fragmentos con distinto grado
de conservacion, lo que permite realizar estudios a diferentes niveles. Las
regiones que se encuentran altamente conservadas nos permiten realizar
estudios evolutivos a nivel de géneros y familias y suelen usarse para el
disefio de cebadores universales. La heterogeneidad de estas secuencias
nucleotidicas ha sido utilizada para clasificar filogenéticamente a los
microorganismos (Hillis y Dixon, 1991; Bruns y col., 1991; Iwen y col.,
2002). Entre las secuencias altamente conservadas de los genes de esta
region se encuentran regiones variables, denominadas espaciadores
(intrones), cuya funcion es desconocida. La tasa de variabilidad en estas
regiones espaciadoras es mas elevada que en los genes, pero sus
secuencias se pueden alinear con confianza entre taxones estrechamente

relacionados (Guarro y col.,, 1999). La heterogeneidad de estas
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secuencias ha sido utilizada para separar géneros, y sobretodo especies
(Summerbell y col., 1999; Stchigel y col., 2000; Vidal y col., 2000-a; Cano
y col., 2002-a; lweny col., 2002). La region del ADNr (Fig.5) incluye el gen
18S (esta region también se denomina SSU), el espaciador intergénico
ITS1, el gen 5.8S, el espaciador ITS2 y el gen 28S (también denominado
LSU). Las regiones 18S, 5.8S, 28S estan relativamente conservadas entre
los hongos, facilitando una base molecular para buscar relaciones
filogenéticas a diferentes niveles (lwen y col., 2002; Sugiyama y col.,
2002; Untereiner y col., 2002).

NS1 NS3 NS5 NS7 ITS5
> >
] 1
18S ITS1 | 5.8S|I1TS2 | D1-D2 28S
« <+ <« <« E— T
NS 2 NS4 NS 6 NS 8 ITS4

Figura 5. Representacion esquematica de las regiones estudiadas del ADN

ribosomal y los diferentes cebadores.

NS1:GTA,GTC,ATA TGC,TTG,TCT,C; NS2:GGC,TGC,TGG,CAC,CAG,ACT,TGC;
NS3:GCA,AGT,CTG,GTG,CCA,GCA,GCC; NS4:.CTT,CCG,TCA,ATT,CCT,TTA,AG;

NS5:AAC, TTA,AAG,GGAATT,GAC,GGA,AG; NS6:GCA,TCA,CAG,ACC,TGT, TAT, TGC,CTC;
NS7:GAG,GCA,ATA,ACA,GGT,CTG,TGA,TGC; NS8.TCC,GCA,GGT,TCA,CCT,ACG,GA;
ITS5:GGA,AGT,AAAAGT,CGT,AAC,AAG,G; ITS4: TCC,TCC,GCT,TAT,TGA,TAT,GC. (White y
col., 1990). NL1:GCA,TAT,CAA TAA GCG,GAG,GAAAA; NL4: GGT, CCG, TGT, TTC, AAG,
ACG, G. (O’Donnell, 1993).

1.4. FILOGENIA MOLECULAR

La filogenia molecular establece las relaciones evolutivas entre
organismos basdndose en la comparacion de caracteres moleculares,
fundamentalmente entre las secuencias de ADN. Los diferentes métodos
de filogenia molecular asumen que las diferencias observadas entre
secuencias homologas de diferentes seres vivos son el resultado de
procesos evolutivos especificos. Asi pues, los diferentes métodos

pretenden ser modelos de estos procesos evolutivos, y poder asi

25



Introduccién

reconstruir las relaciones existentes entre esos organismos. Los métodos
de filogenia molecular basados en secuencias de ADN se pueden
diferenciar en dos grupos: los métodos basados en distancias genéticas y
los métodos basados en caracteres conservados (Bruns y col., 1991; Hillis
y Bull, 1993; Felsenstein, 1996; Berbee y Taylor, 1999).

1.4.1. Métodos basados en las distancias genéticas

Los métodos basados en distancias genéticas calculan para cada
par de secuencias comparadas un indice de diferencia entre los mismos,
denominado distancia genética. Con todas las distancias calculadas se
elabora una matriz de distancias, que sirve para construir el arbol
filogenético que mejor se ajuste a ellas, utilizando distintos algorismos.
Estos métodos basados en distancias genéticas tienen el inconveniente
gue reducen toda la informaciéon de la secuencia a un Unico numero,
asumiendo que este parametro refleja la divergencia evolutiva existente.
Por ello, estos métodos se consideran reduccionistas (Bowman y col.,
1992).

Uno de los métodos basados en distancias genéticas es el método
de "neighbour-joining", o del vecino mas préximo (Saitou y Nei, 1987)
(Fig.6), que agrupa entre si a las secuencias con menor distancia genética
entre ellas, siguiendo el principio de minima evolucion propuesto por
Saitou y Imanishi (1989). Asi, el arbol obtenido es aquel en el que la suma

total de las longitudes de las ramas es la menor.

Aphanoascus fulvescens FMR 2179

73 Pseudoamauroascus australiensis IV 370014

99

Uncinocarpus reesif IM| 211205

Auxarthron confugatum FMR 5567

Crenomyces serratus IFO 31712

Amaurascopsis perforatus RV 24813

31 Gymnoascus marginosporus CBS 383.71

45 Ajellomyces dermaflitidis CBS 124,34

F1INE5
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Figura 6. Tipo de arbol obtenido con el método de “neighbour-joining”
(NJ).

1.4.2. Métodos basados en caracteres conservados

Los métodos basados en caracteres conservados consideran cada
posicidn nucleotidica como un caracter independiente. Por tanto, cuando
mas largas son las secuencias que comparamos, habra mayor nimero de
caracteres, y se obtendrd mas informacion. Este método, a partir del
alineamiento de las secuencias, evalta los cambios que han tenido lugar
en cada posicion nucleotidica entre las distintas secuencias, y establece
las posibles relaciones filogenéticas siguiendo distintos criterios (DeSalle y
col., 1994). A diferencia de los métodos basados en distancias genéticas,
los métodos basados en caracteres conservados utilizan toda la
informacion contenida en la secuencia, que no se minimiza al no haber
conversion a distancias genéticas. Un inconveniente de estos métodos es
el mayor requerimiento de tiempo y potencia de calculo que necesita.
Debido a esto, en muchas ocasiones no es posible realizar una busqueda
exhaustiva del mejor de todos los arboles posibles, siendo inevitable el
uso de algoritmos de busqueda heuristica, los que permiten una
estimacion bastante aproximada de las relaciones filogenéticas que mejor
se ajustan al criterio elegido, aunque sin garantizar que el arbol obtenido
sea el mejor de todos los posibles (DeSalle y col., 1994).

El método basado en caracteres conservados mas utilizado es el de
méaxima parsimonia (Czelusmiak y col., 1990; Swofford y Olsen, 1990)
(Fig.7). En él se calcula el nUumero de cambios evolutivos que requiere
cada uno de los arboles posibles. A dicho nimero se le considera como la
longitud del arbol. De todos los arboles posibles se selecciona el que
requiere un menor numero de cambios (el arbol de menor longitud). Una
vez obtenido el arbol, es necesario determinar el grado de fiabilidad del
mismo. Existen diferentes métodos para determinarla, de entre ellos uno

de los mas utilizados es el analisis de “bootstrap” (Felsenstein, 1985; Hillis
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y Bull, 1993). Este método se basa en una reordenacién al azar de los
datos originales que genera una serie de arboles—réplica, y calcula el
porcentaje de conservacion de cada una de las ramas del arbol original a
lo largo de los diferentes arboles-réplica. De esta forma establece el

indice de “bootstrap” para cada rama del arbol original.

Blastomyces dermatitidis
99 Chrysosporium parvum
Histoplasma capsulatum
100 Coccidioides immitis

95 Uncinocarpus reesii

‘ 95 Malbranchea dendritica
_: Auxarthron zuffianum
Renispora flavisma
Gymnoascus petal osporus
Ctenomyces serratus
Trichophyton rubrum
Trichophyton flavus
Neurospora crassa
Candida albicans

Figura 7. Ejemplo de arbol obtenido mediante el método de parsimonia.
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Los Onygenales incluyen un gran numero de hongos que se
caracterizan por poseer como habitat sustratos queratinizados. Algunos
de ellos ademas son importantes patdgenos humanos. Su taxonomia,
hasta hace relativamente poco tiempo, se ha basado casi exclusivamente
en criterios morfolégicos, a partir de los cuales se han propuesto
diferentes clasificaciones, todas ellas claramente artificiales. Estas
propuestas no siempre han sido coincidentes entre si, ya que los
principales investigadores que han estudiado este orden han concedido
una importancia diferente a caracteristicas tales como la morfologia de las
ascosporas, la estructuracion del peridio o la capacidad de degradar
sustratos como la queratina o la celulosa. Si a ello le sumamos la posible
subjetividad en la valoracion de dichos criterios, no es de extrafiar que se
hayan publicado diferentes propuestas de clasificacion. En la actualidad
se dispone de técnicas mas objetivas para el estudio de los hongos, tales
como las técnicas moleculares, concretamente la secuenciacion del ADN
ribosomal. La correcta utilizacion de estas técnicas permite comprobar si
los taxones estudiados han sido propuestos sobre bases soélidas o no, y
complementar de esta forma los estudios morfolégicos. El poder
establecer relaciones filogenéticas entre estos organismos nos permitira
disefiar modelos taxondémicos y sistemas de clasificacion mas naturales.

Dos de los géneros del orden Onygenales que presentan la mayor
diversidad de especies, y que plantean problemas taxonomicos, de dificil
solucion, son Auxarthron y Amauroascus. Ambos géneros son
morfolégicamente similares, y los limites entre ellos no han sido bien
definidos, existiendo especies que presentan caracteristicas intermedias.
Dichas especies incluyen a: Amauroascus pseudoreticulatus,
Amauroascus kuehnii y Auxarthron pseudoauxarthron. De ellas destaca A.
Kuehnii, por presentar una elevada variabilidad morfoldgica.

El género Gymnoascus merece también una atencién especial, ya

que las diferentes propuestas taxonémicas son muy dispares. Estas van




desde considerar Unicamente la existencia de dos especies hasta estar

integrado por un mayor numero de especies.

En el presente trabajo nos proponemos como objetivo principal el

estudiar morfolégica y molecularmente algunos de los géneros del orden

Onygenales, concretamente aquellos que actualmente plantean una

mayor problematica en el ambito taxonomico; para ello perseguimos los

siguientes objetivos concretos:

1-

2.-

Proponer criterios taxonOmicamente estables para la
clasificacion de los Onygenales, basados principalmente en
el andlisis de las secuencias del DNA ribosomico y en la

morfologia de las estructuras de reproduccion sexual.

Determinar las relaciones filogenéticas existentes entre las
especies de los géneros Amauroascus y Auxarthron, ambos
caracterizados por presentar ascosporas esféricas vy

ornamentadas.

Caracterizar la especie Amauroascus kuehnii a nivel

molecular y morfoldgico.

Proponer un esquema de clasificacion para las especies del
género Gymnoascus y otros géneros relacionados, basado
en el analisis de las secuencias nucleotidicas del gen
ribosomal 5.85 'y los espaciadores intergénicos

circundantes.
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3. MATERIALES Y METODOS

La relacion de cepas y especies estudiadas se detalla en el Anexo
1. Generalmente fueron aisladas durante el presente trabajo a partir de
muestras de suelo. También fueron incluidas en el estudio numerosas
cepas procedentes de diferentes colecciones de cultivos tales como:
UAMH (University of Alberta Microfungus Collection and Herbarium,
Edmonton, Canada), IMI (CABI Bioscience, Egham, Gran Bretafia), CBS
(Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Holanda), RV (Institute
de Medicine Tropicale "Prince Léopold", Belgica), IFO (Institute for
Fermentation, Osaka, Japon) actualmente NBRC (National Biological
Resource Center, National Institute of Technology and Evaluation, Chiba,
Japon).

ORIGEN, RECOLECCION Y CONSERVACION DE LAS MUESTRAS DE
SUELO

Las muestras de suelo (aproximadamente 50-100 gramos) se
recogian con la ayuda de espétulas estériles y se colocaban en bolsas de
polietileno, que eran conservadas a 4°C en camara frigorifica hasta su
procesamiento en el laboratorio.

Las muestras fueron recolectadas principalmente en Espafa y

Australia.

3.2. AISLAMIENTO DE HONGOS QUERATINOFILICOS

Para el aislamiento de los hongos queratinofilicos se utilizé la
técnica del anzuelo de queratina ‘“ToKaVa hair baiting method”, descrita
por Vanbreuseghem (1952). Esta técnica consistia en depositar
aproximadamente 20-30 g de suelo en placas de Petri estériles, formando
una capa de aproximadamente un centimetro de grosor, se afadia
después una cierta cantidad de agua esterilizada con la finalidad de

conseguir un grado de humedad Optimo, y finalmente se colocaba la
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fuente de queratina previamente, autoclavada dos veces, y en dias
alternos. Como fuente de queratina se uso crin de caballo cortada en
fragmentos de aproximadamente un centimetro de longitud. La
temperatura de incubacion fue de 25+/-3°C. Para evitar la desecacion de
los cultivos se iba adicionando periédicamente agua estéril. Los cultivos
se observaban regularmente mediante el empleo de un microscopio

estereoscopico para detectar crecimiento fungico.

3.2.1. Obtencion de cultivos puros

A partir del micelio que se desarrollaba en la superficie del
substrato se recogia una porciébn con una aguja hipodérmica, y se
colocaba en un portaobjetos con lactofenol o lactofenol azul algodén para
su observacién mediante un microscopio binocular de campo claro. Una
vez observado el especimen se procedia a aislar los hongos detectados
en cultivos puros. Ascomas individuales se recogian mediante una aguja
hipodérmica estéril y se inoculaban en placas de Petri de 5 cm de
diametro con agar con infusion de patata zanahoria (PCA) o agar con
infusion de harina de avena (OA). Las placas se rotulaban
pertinentemente y se incubaban en las mismas condiciones que el cultivo

original.

3.2.2. Conservacioén de los cultivos

Los cultivos puros se conservaban en tubos de polietileno con el
medio de cultivo mas adecuado para cada especie inclinado en “pico de
flauta”, preferentemente OA, PCA y agar infusion de patata y glucosa
(PDA). Para la conservacion durante periodos mas largos se cubria
totalmente el cultivo con aceite de vaselina o parafina liquida estéril. Estos
cultivos se almacenaban a temperatura ambiente.

Las cepas también se conservaban en agua. Para ello se sembraban
en placas con un medio de cultivo adecuado para la produccion de
ascomas, se incubaban en condiciones ¢6ptimas y una vez desarrolladas

las colonias se cortaba el medio de cultivo con un bisturi estéril
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delimitando cubos de unos 10 mm de lado. Posteriormente, dichos cubos
se introducian en viales de cristal que contenian agua destilada estéril, se
cerraban herméticamente y se almacenaban a temperatura ambiente.

Para conservar material en herbario se procedia a la desecacion de
las colonias en las que se habia observado un crecimiento 6ptimo del
hongo, en una estufa a 45-55°C. Una vez deshidratadas se almacenaban
en sobres de papel encerado.

Tanto los holotipos como cultivos vivos de las cepas de interés se
depositaban en colecciones internacionales de cultivos preferentemente
en el International Mycological Institute (IMI, CABI), Egham, Gran Bretafa

y el Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS), Utrecht, Holanda.

3.3. ESTUDIOS MORFOLOGICOS

Para realizar una caracterizacion mas detallada de las cepas
problema se procedia en primer lugar a su estudio morfologico.
Realizando un estudio macroscopico en cultivo de las colonias v,

posteriormente el estudio morfolégico microscopico.

3.3.1. Estudios culturales

Para la caracterizacion macroscoépica de las colonias se utilizaban
diferentes medios de cultivo: agar de Sabouraud glucosado (SDA;
Pronadisa, Madrid, Espafia), agar con extracto de malta (MEA; Difco,
Detroit, USA), agar con infusion de patata y zanahoria (PCA; patata 20 g,
zanahoria 20 g, agar 15 g, cloranfenicol 0.05 g, agua 1 I), agar con
infusién de patata y glucosa (PDA; Pronadisa), agar avena (OA; Difco,
Detroit, USA), agar con extracto de levadura y fitona (PYE; BBL,
Cockeysville, USA) y medio de Takashio (TK; glucosa 2 g, peptona 1 g,
SO,sMg 1 g, POsH2K 1 g, agar 20 g, cloranfenicol 1 mg, agua destilada 1 |;
pH 7.0; Takashio, 1972).
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Las colonias se incubaban a diferentes temperaturas (15°C, 25°C,
temperatura ambiente, 37°C y 45°C), observando las caracteristicas
macroscopicas de las mismas a los 7, 14 y 21 dias de su inoculacién, y

determinando las siguientes caracteristicas:

- Diametro

- Color (anverso y reverso) mediante el catdlogo de Kornerup y
Wanscher (1984).

- Textura (algodonosa, pulverulenta, granulosa, aterciopelada,....)

- Topografia (lisa, rugosa, radiada, cerebriforme, plana, elevada,..)

- Margenes (enteros, fimbriados,...)

- Pigmento difusible (ausencia, presencia y color)

- Gotas de exudado

- Olor

Otras caracteristicas que ocasionalmente se determinaban eran:

- Resistencia a la cicloheximida (actidiona)
Para determinar la resistencia a la cicloheximida de la cepa fungica (a
concentracion 0.04%) se utilizaba medio Mycosel (MYC; Becton Dickinson

and Company, Cockeysville, USA).

- Actividad queratinolitica y capacidad de originar 6rganos perforantes

Para poner en evidencia la capacidad queratinolitica se utilizaban
diferentes técnicas:

- Se preparaban placas de Petri estériles que contenian 20 gramos
aproximadamente de una mezcla de tierra y crin de caballo esterilizados
tres veces en dias alternos. A esta mezcla se le inoculaba una suspension
de esporas y micelio del hongo del que se pretendia detectar la capacidad
gueratinolitica.

- Determinada por la capacidad de digerir los pelos depositados en
placas con medio PDA (Sigler y Carmichael, 1976).

- Técnica de Rebell y Taplin (1979). En este método se utilizaban
placas de cristal a las que se les afiadia 20 ml de agua destilada estéril, 1

ml de extracto de levadura al 10 % (Pronadisa); (previamente esterilizado
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por filtracion) y fragmentos de pelo humano prepuberal estéril, de
aproximadamente 1 cm de longitud. Estas placas se sembraban con una
suspension de esporas de la cepa en estudio y se incubaban a 25 °C. La
técnica ademéas permite saber si el hongo es capaz de formar 6rganos

perforantes.

- Actividad celulolitica
Se evaluaba la capacidad de digerir una membrana de celofan colocada
en la superficie de una placa de Petri que contenia medio PDA, segun el

método descrito por Sigler y Carmichael (1976).

3.3.2. Técnicas morfoldgicas

Para caracterizar microscopicamente los hongos se han estudiado
diferentes  estructuras: ascosporas (color, forma, tamafio,
ornamentacién), ascos (tipo, forma), ascoma (color, forma, tamafo),
peridio (tipo, forma, tamafio), hifas peridiales (grado de diferenciacion,
color, forma, tamafio, ramificacién, grosor, ornamentacién de la pared),
apéndices (presencia, color, forma, tamafo, ramificacion, grosor,
ornamentacion de la pared).

Para estudiar las estructuras descritas anteriormente se han

utilizado diferentes técnicas.

3.3.2.1. Microscopia Optica

Las muestras fueron observadas con los siguientes microscopios
Leitz Dialux 20EB, Leitz Laborlux, Zeiss ZP y Olympus BH2. El sistema
qgue se utilizaba para realizar las microfotografias era una camara digital
Olympus DP10 acoplada a un microscopio Leitz Dialux 20 y el sistema de
captacion y procesamiento de imagenes es el programa ‘Analysis” (Soft

Imaging System GMBH, Germany).

a. Preparacion directa
Con una aguja hipodérmica estéril se recogia una porcién de la

colonia y se depositaba en un portaobjetos al que previamente se le
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colocaba una gota de lactofenol-azul algodon (Panreac). Luego se
depositaba un cubreobjetos y se procedia al estudio de dicha preparacion.
De cada una de las cepas fungicas se realizaban preparaciones
procedentes de los diferentes medios de cultivo.

Para la observacion y la documentacion grafica de los mismos, se
utilizé el microscopio Olympus BH-2 con dispositivo de contraste de fases
y una cdmara clara Olympus, para la determinacion de la ornamentacion
de las ascosporas e hifas peridiales se utilizé la técnica de contraste
interdiferencial (6ptica de Nomarski).

Se utilizaron los objetivos de x4 y x10 para medir y fotografiar los
ascomas, utilizdndose los objetivos de x40 y x100, para realizar los
dibujos de los microcultivos, siendo el ultimo el Unico empleado en la

observacion de ascos y ascosporas.

b. Microcultivo

Una vez aislados los hongos en cultivo puro, se estudiaban las
caracteristicas de sus anamorfos, mediante la técnica del microcultivo. En
una placa de Petri se depositaban tiras de papel de filtro estériles, sobre
las cuales se depositaba un soporte de vidrio (varilla en forma de V o un
portaobjetos) y finalmente otro portaobjetos perpendicular al soporte. A
continuacién se afiadia una solucién de glicerol al 20 % sobre el papel de
filtro, para proveer un grado de humedad suficiente para el crecimiento
fingico. Se cortaban asépticamente bloques de 1 cm? del medio de cultivo
mas adecuado (PDA, OA, etc.) y se colocaban sobre el portaobjetos
superior, se inoculaban las cuatro aristas superiores de cada uno de estos
y se depositaba un cubreobjetos estéril. Cuando se observaba un
desarrollo apropiado del hongo, se hacian preparaciones, separando
cuidadosamente el cubreobjetos del bloque de agar, y depositandolo

sobre otro portaobjetos con liquido de montaje (lactofenol, etc).

3.3.2.2. Microscopia electronica de barrido (SEM)
Diferentes estructuras fungicas eran observadas mediante el

microscopio electrénico de barrido, mayoritariamente las ascosporas, para
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poder determinar su ornamentacion. Se utilizaron dos técnicas para el

montaje y la observacion de las muestras:

a. Montaje directo previa desecacion de la muestra:

Consistente en un secado al aire de los ascomas que se
seccionaban y se depositaban abiertos sobre un portamuestas de
aluminio (“stub”), al que previamente se le adheria un disco bi-adhesivo
de carbono (para mejorar la conduccion), quedando asi fijados en el
portamuestras. Posteriormente se procedia a la metalizacion de la
muestra mediante vaporizacion de oro para proceder a la observacion de
la misma; las muestras se introducian en un metalizador Polaron Sputter
Coater (Bal-Tec, Liechtenstein), donde se sometian a una atmosfera de
gas argon y, siguiendo la técnica de sputtering (Echlin y Kaye, 1979) se

recubria con una capa de 100-200 nm de espesor.

b. Método del punto critico

Se siguid la técnica descrita por Figueras y Guarro (1988), que
consistia en las siguientes fases:

- Fijacion

Se seleccionaban las areas de la colonia con crecimiento 6ptimo
mediante el microscopio estereoscopico, y se cortaban mediante una hoja
de bisturi estéril. Las muestras, de unos 5-7 mm de lado, se sumergian en
una solucion fijadora de 2-glutaraldehido al 2% v/v en tampon fosfato de
concentracion 0.1 M y pH 7.3-7.4 (Sabatini y col., 1963), contenida en
viales de cristal. Para evitar que las muestras flotaran y aumentar la
superficie de contacto entre la muestra y el fijador, se agregaba una gota
de Tween 80 (Carroll y Carroll, 1973). Los viales se colocaban dentro de
un desecador y se sometian a la accion del vacio, generado por una
bomba acoplada, durante una hora (Campbell, 1972; Hanlin, 1982;
Rosing, 1982). Posteriormente, las muestras eran separadas del fijador
por decantacion cuidadosa y se lavaban durante 15 minutos con solucién
de tampoén fosfato 0.1 M. Se llevaba a cabo una fijacion secundaria
mediante una solucién de tetradxido de osmio (O,0s) 1% p/v en solucion
de tampon fosfato 0.1M (Palade, 1952).
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- Deshidratacion

Las muestras se deshidrataban progresivamente mediante
concentraciones crecientes de etanol en agua. A continuacion se indican
dichas concentraciones y el tiempo de exposicion durante los sucesivos

pases hasta lograr su deshidrataciéon completa:

SOIUCION 3090 V/V...ueeieeeeeeesesee ettt 15 minutos
SOIUCION 500 V/V....oeiiiieiieieiese e 15 minutos
SOIUCION 700 V/V...uieeeeieeesese et 15 minutos
SOIUCION 8O0 VIV 15 minutos
SOIUCION 900 VIVt 15 minutos
SOIUCION 960 V/V....ceiieiiiieeieese e 15 minutos
SOIUCION L1000 VIV ..ottt 60 minutos

(renovando el alcohol absoluto cada 20 minutos)

El siguiente paso consistia en la sustitucién secuencial del etanol
por acetato de amilo, empleando soluciones de concentracion crecientes
de este ultimo en etanol absoluto. A continuacion se describen las
concentraciones y el tiempo que se empleaba para lograr dicha

sustitucion de disolventes.

Solucién de acetato de amilo en etanol absoluto, 1:3 v/v 15 minutos
Solucion de acetato de amilo en etanol absoluto, 1:2 v/v 15 minutos
Solucién de acetato de amilo en etanol absoluto, 1:1 v/v 15 minutos
Solucion de acetato de amilo en etanol absoluto, 2:1 v/v 15 minutos
Solucién de acetato de amilo en etanol absoluto, 3:1 v/v 15 minutos
Solucién de acetato de amilo en etanol absoluto, 4:1 v/iv 15 minutos
Acetato de amilo puro 60 minutos
- Secado

Para secar las muestras se utiliza la técnica del punto critico, previa
sustitucion del agua de la muestra por CO; (Anderson, 1953; Bartlet y
Burstyn, 1975).
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- Montaje y metalizacion
Las muestras ya secas se pegaban a un portamuestras de aluminio
mediante plata coloidal o pegamento de secado rapido. Los bordes de la

muestra se cubrian con plata coloidal para favorecer su conductividad.

- Observacion y fotografia de las muestras

Las muestras ya procesadas se examinaban en el microscopio
electrénico de barrido Jeol JSM-6400 (Japdn) del servicio de Microscopia
Electrénica de la Facultad de Medicina y Ciencias de la Salud
(Universidad Rovira y Virgili, Reus). Las microfotografias se obtenian
empleando la pelicula de 35 milimetros Kodak Tri-X Pan 400 ASA. La
distancia de trabajo variaba entre los 8 y los 39 mm. El voltaje aplicado
estaba comprendido entre 10 y 20 kV. Actualmente las fotografias se
obtienen de forma digitalizada y son enviadas al usuario via internet en

formato .tif 0 .jpg.

3.4. METODOS MOLECULARES

3.4.1. Extraccion de ADN

Para la extraccion del ADN fangico se han utilizado dos métodos
de extraccion: la extraccién con nitrogeno liquido o bien la extraccion con

“Pipette tips”.

Extraccion con nitrégeno liguido. Las cepas se inoculaban en
100 ml de caldo Sabouraud, contenidos en matraces de 250 ml, y se
incubaban a 28°C en un agitador orbital a 250 r.p.m. Cuando el cultivo
tenia suficiente biomasa se hacia un control de pureza del mismo,
inoculando una suspension del cultivo en placas de Petri con medio OA.
El micelio se recuperaba por filtracion a través de un tul previamente
autoclavado. Se lavaba el micelio con agua destilada estéril, se secaba

con papel de celulosa, se procedia a su congelacion en nitrogeno liquido
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y se pulverizaba con ayuda de un mortero previamente esterilizado en el
autoclave. El polvo se incubaba durante una hora a 65°C en 2 ml de
tampon de extraccion (Tris HCI 200 mM, NaCl 250 mM, EDTA 25 mM,
SDS 0.5%, pH 8). El lisado era extraido con una solucion de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) y el ADN se recuperaba
mediante precipitacion con isopropanol. El precipitado se lavaba con
etanol al 70 % v/v, se secaba al vacio en un desecador del tipo DyNA Vap
(Lab net, Woodbrige, NJ, USA), resuspendiéndose posteriormente en
tampon TE (10 mM Tris HCI pH 8.0, EDTA 0.1 mM) (Sambrook y col.,
1989).

Pipette tips. EI ADN fungico se extraia usando la técnica descrita
por Estruch y col., (1989) con algunas modificaciones (Cano y col., 2002-
b). Las cepas se hacian crecer a 28°C en 0.8 ml de caldo Sabouraud que
se dispensaba en tubos de microcentrifuga eppendorfs) de 1.5 ml de
capacidad, en un agitador orbital a 250 r.p.m. Cuando se habia generado
suficiente biomasa se procedia a hacer un control de pureza del mismo,
inoculando una pequefia fraccion de esta en placas de Petri con agar OA.
El micelio se lavaba con agua destilada estéril para eliminar los restos de
medio de cultivo y, después se procedia a su liofilizacién (Advantage
Freeze Dryer, VirTis Company, NY). Posteriormente, el liofilizado se
trituraba con la ayuda de unas puntas individuales y estériles que se
adaptaban a la forma de la base del eppendorf (pipette tips), obteniendo
asi un fino polvo. Este se resuspendia en 500 i de tampdn de extraccion
(50 mM TrisHCI pH 7.2, 50 mM EDTA, 3% SDS) durante una hora a 65°C.
El lisado se extraia con una solucion de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1) y el ADN se recuperaba mediante precipitacion con
isopropanol. El pellet se lavaba con etanol al 70%, después se secaba al
vacio y se resuspendia en tampéon TE (10 mM Tris HCI pH 8.0, EDTA 0.1
mM).
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3.4.2. Amplificacion del gen 18S del ARNr

Para la amplificacion del fragmento correspondiente al gen 18S del
ARNr se utilizaron los cebadores NS1 y NS 24UCB descritos por White y
col. (1990) y Gargas y Taylor (1992) (Tabla 5).

Cada reaccion de PCR se desarrollé en un volumen final de 50 ml.
La mezcla de reaccion estaba compuesta por 100 mM Tris HCI, 500 mM
KCIl, 2.5 mM MgClk, 10 pmol de cada cebador, 2.5 mM de cada
desoxiribonucleétido (gene Amp dNTP Mix with dTTP, Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), 0.1-10 ng de ADN y 2.5 unidades de
Taqg polimerasa (AmpliTag DNA polymerase, Applied Biosystems). Para
cada reacciéon de PCR se realizaban controles negativos que contenian
agua destilada estéril reemplazando el ADN fangico.

El protocolo utilizado para la amplificacion fue el descrito por
Henrion y col. (1994) con algunas modificaciones (Gené y col., 1996). La
reaccion de PCR constaba de los siguientes pasos: un primer ciclo de
desnaturalizaciéon de 5 min a 94°C; 30 ciclos, cada uno de los cuales
constaba de tres fases: un paso de desnaturalizacion 1 minuto a 94°C,
anillamiento de 1 minuto a 42°C, elongacion 3 minutos a 72°C y un ciclo
de extension final de 7 minutos a 72°C. Las reacciones de amplificacion
se realizaban en un termociclador Perkin Elmer 2400 (Perkin-Elmer Cetus
Co., Emeryvillle, CA). Una vez terminado el proceso de amplificacion se
tomaban 2 ul de cada reaccion para visualizar y analizar el producto
resultante mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1% (Boehringer
Mannheim). Como marcador de peso molecular se usaba una mezcla de
los marcadores “DNA molecular weight marker I’ y “DNA molecular weight

marker 11" (Boehringer Manheim).

El producto de PCR fue purificado mediante el kit GFX™ pcr
DNA kit (Amersham biosciences, Piscataway, NJ) y congelado a —20°C

hasta el momento de su utilizacion.
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3.4.3. Amplificacion de laregidén ITSy el gen 5.8S del ARNr

Para la amplificacion de la region ITS completa (ITS1, ITS2) y el
gen 5.8S del ARNr se usaron los cebadores ITS 5y ITS 4 (Tabla 5),
descritos por White y col. (1990). El protocolo usado para la amplificacion
fue descrito por Gené y col. (1996). El programa de amplificacién fue el
siguiente: pre-desnaturalizacion de 5 minutos a 94°C; seguido de treinta
ciclos de 30 segundos a 95 °C; 1 minuto a 50°C y 1 minuto a 72°C; a
continuaciéon un paso final de 72°C durante 7 minutos para completar la
extension. Los productos finales se analizaban por electroforesis en geles
de agarosa al 2% (agarose MP; Boehringer-Mannheim). Para comprobar
el tamafio de los amplificados se afiadia en el primer y ultimo pocillo de
cada gel el marcador de peso molecular 100 bp Ladder (Invitrogen,
Groningen, The Netherlands).

El producto de PCR se purificaba con el Geneclean Il kit (Bio 101,
Inc. La Jolla, USA), o con el kit comercial GFX™ PCR DNA and gel band
Purification kit (Amersham Biosciences, NJ. USA.), y se almacenaba a

-20°C hasta el momento de su utilizacion.

3.4.4. Andlisis de restriccion

El andlisis de restriccion se realizé siguiendo el método descrito por
de Hoog y col. (2000). Las enzimas que se utilizaron en las digestiones de
los amplificados correspondientes al gen 5.8S y a las regiones ITS 1/2
fueron: Ddel, Haelll, Hdell, Hhal, Hinfl, Hpall, Rsal y Tagl. Para el gen
18S del ARN ribosomal las enzimas utilizados fueron Ddel, Hdell, Hhal,
Hinfl, Hpall, Rsal y Taql. Se afiadian 2 U de cada enzima de restriccion a
8 m del amplificado, se incubaban durante 2 h a 37°C. Las digestiones
se comprobaban en geles de agarosa al 1.5 al 2% en el caso de los
genes 5.8S y 18S respectivamente, durante 2-3h a 4-6 V/cm. Para cada
digestion se obtenia un “bandeo” especifico. Las longitudes de las bandas
esperadas se mostraban en cada caso en forma de un mapa de

restriccion.
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3.4.5. Secuenciacion de los productos de la PCR

El protocolo usado para la secuenciacion recomendado por la casa
comercial, fue el “Taq DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit”
(Applied Biosystems). Las reacciones se llevaron a cabo utilizando los
cebadores ITS5 y ITS4, para secuenciar las regiones ITS y el gen 5.8S
del ARNr, mientras que para el gen 18S se usaron los siguientes
cebadores: NS1, NS19UCB, NS20UCB, NS21UCB, NS22UCB, NS23UCB
y NS24UCB, descritos por White y col. (1990) y Gargas y Taylor (1992)
(Tabla 5). La secuenciacion se realiz6 mediante un secuenciador capilar
ABIPrism310 DNA sequencer (Applied Biosystems). Las secuencias
consenso se obtenian utilizando el programa Autoassembler (Applied

Biosystems).

Tabla 5 Cebadores utilizados para la amplificacion y secuenciacion de las

diferentes regiones del ADN ribosomal.

Cebador Secuencia5- 3

NS1 GTA,GTC,ATATGC,TTG,TCT,C White y col., 1990
NS19UCB |CCG,GAG,AAG,GAG,CCT,GAG,AAAC Gargas y Taylor, 1992
NS20UCB |CGT,CCC, TAT, TAA TCATTA,CG Gargas y Taylor, 1992
NS21UCB |GAA TAATAG,AAT,AGG,ACG Gargas y Taylor, 1992
NS22UCB |AAT, TAA,GCA,GAC,AAATCACT Gargas y Taylor, 1992
NS23UCB |GAC,TCA,ACA,CGG,GGAAAC,TC Gargas y Taylor, 1992
NS24UCB |AAA,CCT,TGT,TAC,GAC,TTT,TA Gargas y Taylor, 1992
ITS5 GGAAGT,AAAAGT,CGT,AAC,AAG,G White y col., 1990
ITS4 TCC,TCC,GCT,TAT, TGA,TAT,GC White y col., 1990

3.4.6. Alineamiento de secuencias

Las secuencias se alineaban utilizando el programa informatico
alineamiento multiple Clustal W (version 1.5) (Thompson y col., 1994) y

Clustal X (Thompson y col.,, 1997). Los alineamientos se corrigieron
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visualmente mediante procesador de textos cuando fue necesario. El
porcentaje de similitud de las secuencias alineadas se calculd
manualmente, estableciendo la diferencia de caracteres entre dos
secuencias dividido por el total de caracteres. Los resultados se
mostraban en forma de matriz de porcentajes de similitud entre

secuencias (Tabla 6).

Tabla 6. Ejemplo de los porcentajes de similitud entre secuencias del gen 18S

ARNTr entre diferentes especies.

0
2 )
=]
0 5 7 g |E
(2] ol ) c B |2
> g a 2|8 |5 |8 |&
2 |5 |2 5|8 |E |8 |4
23128 |<|g |2 |8 |8
g 15|58 (2|88 (2|5
o} 8 S 3 | |[E |S |E |
S |18 S |8 |2 |E |2 |3
El5 |32 |5|81|5|2|E
g 5 o ®© (< O | |<
Aphanoascus fulvescens - - - - - - - -
Uncinocarpus reesii 98.7| - - - - - -
Pseudoamauroascus australiensis| 98.8 | 98.3 - - - - - -
Auxarthron conjugatum 98.2| 979 97.7 - - - - -
Ctenomyces serratus 975|968| 968 (970 - - - -
Gymnoascus marginosporus 96.7| 96.5| 964 (96.2(97.0| - - -
Ajellomyces capsulatus 97.6(975| 973 |97.2|97.4|974| - -
Amaurascopsis perforatus 97.0|96.7| 969 (96.4|96.9|96.6/97.3| -

3.4.7. Deposito y obtencion de secuencias de bases de datos

internacionales

Todas las secuencias obtenidas durante el desarrollo de esta tesis
doctoral han sido depositadas en la base de datos del European
Molecular Biology Laboratory (EMBL) y GenBank. Otras secuencias

empleadas en la misma han sido obtenidas de dichas bases de datos a
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través de Internet mediante la siguiente pagina:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

3.4.8. Analisis filogenético

A partir de la alineacion de las secuencias nucleotidicas de las
diferentes cepas estudiadas y correspondientes a las regiones (ITS1-ITS2
gen 5.8S y 18S), se efectud el analisis filogenético para tratar de
reconstruir las relaciones evolutivas existentes entre las mismas. Por este

motivo se utilizaron diferentes métodos.

3.4.8.1. Método de las distancias genéticas, o Neighbour-joining

Se tomaron los alineamientos y se analizaron mediante el
programa MEGA 2.1 (Kumar y col., 2001), utilizando el modelo de 2
pardmetros de Kimura (Kimura, 1980), incluyendo las transiciones y
transversiones. Los valores de confianza para cada agrupamiento se
determinan con el analisis de “bootstrap” (1000 replicas) (Felsenstein,
1985).

3.4.8.2. Método de maxima parsimonia (basado en caracteres
conservados)

Se aplicé el método de maxima parsimonia utilizando para ello el
programa PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parsimony) en su version
3.1.1. (Swofford, 1991) con la opcién de busqueda heuristica bajo las
siguientes condiciones: adiccion de secuencias simple con la estrategia
del stepwise addition y del branch swapping algorithm a través del TBR
(tree-bisection reconnection). La fiabilidad de los agrupamientos se evalué

mediante el indice de bootstrap (300 réplicas).
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Resultados y discusion

Se ha realizado un estudio taxondémico sobre los hongos
queratinofilicos, concretamente de los pertenecientes al orden
Onygenales. Como se ha detallado anteriormente, el orden Onygenales
ha sido tratado por diferentes autores, pero los trabajos mas importantes
por sus propuestas taxondmicas han sido Currah (1985) y v. Arx (1987).
Los criterios morfolégicos aplicados por estos autores no eran
coincidentes, por lo que la ubicacién taxondmica de algunos géneros no
esta bien definida. Estudios moleculares posteriores, utilizando un numero
representativo de cepas recientemente aisladas, cepas tipo y de
referencia han aportado nuevos criterios objetivos que, en algunos casos,
han permitido clarificar la sistemética de alguno de estos géneros, y
establecer nuevas propuestas taxonémicas.

Concretamente el presente estudio se ha centrado en los géneros
Amauroascus, Auxarthron y Gymnoascus, todos ellos conteniendo
numerosas especies, ademas de otros géneros morfolégicamente
relacionados. También se proponen los nuevos géneros Castanedomyces
y Pseudoamauroascus para el orden Onygenales en base a los

aislamientos procedentes de diferentes regiones geograficas.
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Molecular phylogeny of Amauroascus, Auxarthron, and
morphologically similar onygenalean fungi

Maria SOLE, Josep CANO® and Josep GUARRO

Unitat de Microbiolegio, Facwltar de Medicing ¢ Ciencies e Ja Salur, Instivae of Exvadic Avangars, Universitar Rovira © Virgili,
42200 Rews, Tarragona, Spain
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Phylogenetic analyses of aucleotide data from the ITS and 5.85 rDNA gene region were performed on A7 sieains of
thivgennaies representing all the accepted specics of Awxvarfron (9 strains), several specws ol Amiauroascus (16 straims),
and morpholegically similar genera (3 sicams of Awawrascepsis, | of Apivivia, | of Shasorelle, | of Mallockia, ¥ of
Namrizziopsis, | of Pectinetriciem, end 3 of rcioearmis). The inferred phyvlogeny provided strong support for the
monephyly of duxarthron. We propose the new combinations Awsarthron kuehnii and 4. pseudareticwlarum combs nov
and prowide a key 1o the accepted species of dwvarsheon. Althoogh this study demonsteated that dmuroasens 18
pelyphyletic, relationships among the members of that genus could ool be resolved n phylogenics inferred from the
analyses of ITS sequences; the new combination 4. queensiandicns comb. nov, is also propossd, Molecular data
suggested thal Amawrascopsls rericwdarus, characierised by the absence of discrete ascomata and prominently echinulate
ascospores, can be accomodated in Mallochia,

INTRODUCTION of mterwoven, thick-walled hyphae. sometimes with
long appendages. Their ascospores are spherical or
oblate measuring 2.5-5 um diam. The species are only
differentiated by the tvpe and length of ascomatal
appendages. In contrast, Amauroarcus 15 a hetero-
geneous group that includes species with ascospores
with different tvpes of ornamentation snd ascomata
with peridial hyphae that are vanable in pizmentation
and degree of differentiation with Tespect to the
vegetative hyphae. Some species, such as 4. prendo-
reficilatus, A, kuefwil,  and  Awxarthron  piewde-
auxarthron, show intermediate features between these
two genera (Currah 1985, Cano & Guarro 1989, Currah
1994). A lew other genera, such as  Matlochia,
Mannizziapsis, Amawrascopsts and  Apinisia, mclude
species with similar features, which causes confusion in
the delimeation of these taxa.

In this study we analysed the nuecleotide sequences of
the ITS regions of the fDNA genes of 37 strains
helonging to all the current species of Juvarthron,
representative species of dmaowrsascws, and morpho-
logically similar genera in order to establish a classifica-
tion scheme based on their phylogenetic relationships.

The order (ygenales encompasses a large group of
ascomycetes thatl usually grow on keratinous substrates.
Some, the dimorphic fungi. are involved in severe
humin infections. The most comprehensive taxonomic
revision of this group was by Currah ( 1985). Since then.
however, numerous new taxa have been deseribed and
the taxenomy of these fung has become more complex.
MNew molecular technigues have contributed greatly o
a better understanding of the phylogenetic relationships
of these fungi (Sugivama., Ohara & Mikawa 1999, de
Hoog ef al. 1998, Grasser ef al. 1999, Widal er af. 2000),
However, some taxa of Qupgenales still seem artificial
and more work @5 required to ascertain natural
relationships within this group.

Two of the largest and most complex penera are
Awxarthron and Amawreascus. Both genera are similar
morphologically and the boundaries between them are
nol clear, as some intermediate species exist. Currently
there are seven species accepted in Auxordiron (Currab
1985) and 12 in Amewroascus (Currah 1985, o &
Makagiri 1995, Canao e af. 1996, Udagawa & Uchivama
15999, h).

Awxarthren includes a more or less homogencous
group of very similar species. Their ascomata are MATERIAL AND METHODS
ustlly globose, with a peridium formed by @ network Sreabi

* Carresponding awsthor The strams used in this study, and their EMBL accession
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M. Sole, 1. Cano and J, Guarro

Tahle 1. Species of Arvearthron and Ameurogsows and related

genera used in this study

GenBank
Speocies Scrain ACCERSION N0,
Armairascopsis perfarais R 4E13 (T} AJ 390377
AL retdcwdnneg TFF 1% Al 271434
A, relirulein RS 39261 (T) Al ITIHIR
ARIFREECUE CHE CBS 59371 AT 271431
A anreis Il L5127440T) AT 271433
A, Feielns UAMH® 3115 Al 271422
A, ket RY 2H 1) Ad 271424
A, ke FMER® 4353 Al 271427
Ao kaetnil FMR p54 Al 271428
A, keetnii CBS 53%.72(T) AT 2T141T
A, weulares IFCy 32600 Al 271505
A, nnwares CBS 1ELTR (T Ad 2TLS6T
A. nlger [F0 52599 (T Al 271563
A, ablatys UAMH 1296 Al 2T1421
A, pasudoreticednfus UaMH 31569 Al 271423
A prenckore ticedars LAMH 3117 {T) AJ 271420
A, purprbeus [FO 32622 4{T Al 271564
A, volaeifis-paredliv I 155647 AJ 3SIETR
Amtriireniices 5p. B 450 AT 2T142%
Apinivig racevitzoe CBS 151.65 Al 271429
Avixarifiend cadiformiense LaMH 1E&%] AF 03552
Al coimp i CHS k64 (T Al 2TISTA
A et UaMH 3519 Al ZTIST
A paradaceariiron IFO 21701 (1) Al 2ITIST2
A reticudatun LIARIH 200 A 2TI56R
A haxiern UaMH 39124T) Al 271571
A zyffiavm NI TaG02 AJ ZTIST)
A, 2ufficare LANH 4566 (T) Al ZTI569
A = RV 6652 Al 27142
Mot eefdmcnr IFD 9192 AJ ITI562
Aemuzziopsiy oo IMI 1535645 AN ITI452
N, vriesil CHS 407.71 [T) Al 131687
Foetinniricium Toasens NI 160413 (T A0 U0 3E)
Stugwarelle apirotricha CHS 5.56 [T) A 271430
Llnramacormis reesis IME 211205 Al XT1419
Unchracarpie veesld CBS [2L.77 {T) Ad 271366
Eincérmocarpues giacerwipndioen IMI 121675 A H0i

! RV, Ingtitute de Medicine Tropeeale "Frinee Léopold’
¢ T, isolmies derivated from type specimen

« 1F0, Institwte for Fermentation Onaka.

t OB, Centrualbureaw voor Schimmeleultures, Ltrechi
= IML CABL Blosionee, Egham.

¢ UAMH, University of Alberta Microfungus Collection and

Herbarium, Edmonten,

' FMER. Faculiat Medicing de Heus, Reus,

numbers, are listed in Table 1. When available. ex-type

or authentic strains were used,

Morphotagical methods

The strains were grown on different media: Sabourand
dextrose agar (SDA; Pronadisa, Madrid, Spain}.
catmesl agar (0A; Difco, Detroit, ), potato carrot agar
(PCA; potato 20 g, carrot 20 g, agar 15 g. chloram-
phenicol 005 g water | 1), potato dextrose agar (PDA
Pronadisa), phytone veast extract agar (PYE: BBL.
Cockeysville), and malt extract agar {MEA: Difcol
Tolerance to cyvcloheximide {0.04 %) was tested using
the Myeosel medium (MYC; BBL, Cockeysville, USA]
Keratinolvtic capacity was determined after Ajello &

kYD)

George (19571 The morphological structures were
measured on water and lactophenol. Scanning electron
microscopy [SEM) techniques were according to Fig-
uerps & Guarro (| #88),

Muolecwlar met oy
DNA extraction

Fungal DNA was isolated @5 described by Estruch ez al,
{1983 with some modifications (Guillamon e al. 19%6)

DNA amplificarion

The fragment of the rDMNA corresponding 1o the 585
eene and the ITS1 and ITS? regons was amphified with
the primers ITS-5 and ITS-4 (White er af. [9%0)
amploying the pratocel deseribed by Henrion, Chevalier
& Dartin (1994) and modified by Gené er af. {1996)
The products were purified wsing 3 GFX™ PCR DNA
purification kit {(Pharmacia Biotech) and stored at
=20 "C untl used n sequencing,

Seguencing anadysis

The protocol for sequencing was the *Tag Dye Deoxy
Terminator Cycle Sequencing Kit' (Applied Biosys-
tems, Gouda). Reactions were performed using the
primears IT5-3 and [T5-4 and were tun on a 310 DNA
sequencer {Applied Biosystems). Consensus scquenees
were obiained osing the Auvtoassembler  program
tApplied Biosysterns). Sequences were alipned with
Clustal W {version 1.5) program (Thompson, Ruther-
ford & Bridge 1994). Adjustments for improvement
were miade by eve where necessary. Sequences have
been deposited in the Evropean Molecular Biology
[aboratory (EMHBL) and their sccession numbers gre
listed 1m Table 1.

Pirvlozenedic analvsis

Cladistic analvses using the neighbour-joiming method
(NI (Saitou & MNeir 1987) were performed with the
MEGA |0 computer program (K umar, Tamura & MNei
1993}, with Kimora 2-parameter model, including
transifions and transversions and with pairwise deletion
for the lreatment of the handling gaps/missing data,
Confidence values for individual branches were de-
termined by bootsteap analyses (1000 replicates) (Swol-
ford 1991). In the maximum parsimony analysis {(MP)
we used the PAUP software {version 3,1.1.), Heuristic
searches were conducled under the following conds-
tions: simple addition sequence with tree-bisection
reconnection { THBR) hranch swapping alzorithm. start-
ing trees obtained by stepwize addition, MULPARS
option in effect, steepest descent option not in effect,
MAXTREES setung 100, and branches having mini-
mum lengih zero allowed w collapse vielding polyto-
mies. Branch robuesiness was evaluated using 300
hootstrap repliciles.
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w2 Auy. reriewlarsen TTAMH H06

Anr. zinfanmm UARMH 4566 (T)

A, puffianaen TMI 76603
Awr eonniperenen CRS2ML64 (T)

An, eemhrinurs UAMH 3912 (T

Aur. pomgugeram [TAMH 3510
Anr sp. BY 200652
Auy, californdense 1TAMH 18391

pr— A preedosarertfeon TR 3T (T

th

A bl CBS 539,72 (T
Am, paewcvreticwdasry UAMH 3117 (T)
w _: Asn, paeredorenclafns UAMH 3565
e Am, kuehmii UAMH 3115
_J: Am burimi BVIZRI0

A sp. BVZARDG

M

= UE A kuefindi FME 4053

L] A bueten FMR 2054

=
~1

Am porpareas [P0 39622 0T)

e Am. vedatilis-pateliis IMI 155645
06 e ianm aihicans 1 155647

Am. mreney CBS 59371
—

10 D A1, ctteresss TMT 151274 (T

TG

A oty UAMH 2296

— L reesid CBS 12177 (T
1) e [/ sl 11 211208

L quieenstondicns ML 121675

9k

—— A, Hiper TECH 32590 (T
7 A, ooy 1RO 326000
&7
L1 E Ant. iy CBS 181 70(T)

05 Ap. rercoviizae CBS 181, 0(T)

Fh. apirarncha CHS 30556 (T

M echinmloie RO 91492

A, rerfcwkanis CBES 30261 ()

2B A redicadaius FRC 9196

Nana, vAesll CBS 40771 {T)

ol A perforaes RV 24813 (T

llil P Hamense [M1 160413 (T)

A., Amemrascapsis; Am., Amauroosces; Ap., Apimisia; e, dwoertheon; M., Waflachio: Namo ., Narmizoiepsis; £ Pectimstricmn;, S8, Saonanela;
I Dacinmpcarps,

Fig. 1. Meighbour-joining tree based on nucleotide sequences from the gene 585 rDDMNA and TS regions of species listed
in Table 1. Branch lengths are proportional to distance. Bootstrap seplication frequencies | 100 replications) are indicated
at the internodes
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RESULTS AND DISCUSSION

The sequence similarity (5) among the species tested
ranged from 754% (Amaureascur sp. RV 248094,
eblafus) to 98.2% (douxarthron reticidaiur-A, zuffi-
anurm) (Table 2} The molecular analysis revealed that
the genera with more than one species included in this
study were pelyphyletic (Figs 1-2), with the exception
of Auxarthron (e, dmaroasous, Amarascapsis, Mal-
fochia, Nareizziopsis, and  Uneinocorpes). That all

—tl A perforais RY 24800 (T)
~ P e DM LGO13 (T)

92

species of Aduxartron were included in a unique clade
that received s bootstrap support of 88%; in the MNJ
analysis is not surprising as all the species share very
distinctive features (eg differentiated peridial hyphae
and globose or oblate, reticulate ascospores), The
heuristic search of the data produced the most
parsimonious tree (Fig. 2) with the following para-
meters: treg length = 2302 steps, consistency index (CI)
= 0.403. retention index (RI) = D483, rescaled con-
sistency incdex (RC) = 0,195 and homoplasy index (HI)

Am, kuelnid CHS 539.72(T)
Am. prendorericwlmns UAMH 31071T)
Am. preudoreticedarus LAMH 3560
A, bsh LAMH 5115
Ani, karebupn RV 22810
Awr. presdoaurarthran [TFD 311 (T
Aur. ap. EV24B0H0
A Fuetenin FME 4053

p]
o
el Anmi. kuiehnii FMR 4054

Eal

o

S Aux califveniprse TAMH 1989

Aur, sp, BV D652

o3 A reticufarien UAMH 2004

Auw, ziiffmum UAMH 4566 (T
Avr. suffianan I 76603
Awr. comgprcnem CRS 20064 (T
Asiy, uredeeivare IAMH 3212 [Ty

A, comugeortame UAME 3519

Am. volatilis-parellis IMI 153645

n | =] E’ Fanmee ribivans IMT 155647
(2]
Ard. purrpareny 1RO 32622 (Th

A, renerlaws CBS 39261 (T}

L A wericwdanes 1RO 9196
M. echinmlae IFQ 9192

== L. reesii CBS 120,77 (T)

+|L—u. reesii IM1 211205

An afger [FUY 32599 T

t Ar muaanes IFO 32600
1 A penes CB5 1H) 0 T)

Am, ebienes LIAMH 22006

L A crens CBS 30,71
Am awrens IM1 1512741

i racovizee CHES 1B, 70 (T

i
2
41
»
14
&2
™ 1
= # L
. —
"
S - |
[
25
LK
, —ll [ queenslandicus 1M1 121675
i it
73 1
= 4

i MW, wedestd CES S07. 714

4. Amaurarcopsis; Am., Amarorseus; Ap, Apiedsia dur Auvartfos; M.
L7, Uncinocarpusy.

S apimiriche CBS 36 360(T)

o Mallockie. Nawn,, Noanizmiopeis; P Pectinoirichum; S0 Shamorefia;

Fig. 2. Pursimony hewristic phylograme obtained for 5,85 and ITS regions of species in Table 1. Bootstrap probability

(300 replicates) is indicated below inlernodes and bp differance

5 is indicated above internodes and branches. The tres

statistics for the analvsis are us follows; tree length = 2302 sleps; consistency index (CTh = 0,403 retention index (R =

(1483, rescaled consistency index (RC) = 0,195 and homoplusy

index (HI) = 0,597,
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= 1,597 ; also the clades observed vielded similar results
(1.e. the seven species of Auxardiron were placed in the
same clade, with a bootstrap score of 65% ). From their
morphology, other strains that are curcently considerad
to belong to Amaeroascus spp, were also expected o be
included in this clade, Two strains of A, prendorer -
cufaris (UAMH 3 17, UAMH 3569) were nested in this
group together with the ex-type strain of 4. Luelieid
(CBS 339.72) and two of the four stramns prevmusly
identified as A, kuehedi (LUAMH 3115 and RV 228100,
All of these formed o subclide which received a
pootstrap support of TEY in the NI analysis. The other
two strains of A, kuefmfl, FMR 4053 and FM R 4054,
formed another subelade together with the strain
Awxarthron sp. BV 24809 A detailed morphological
study of these five strains confirmed the mobecular
results, 1o they show some morphological differences
and probably do nol represent a single species,

Although further studies are needed, Amanroasens
keeluidi is probably a complex taxon which requires a
more precise definition 1o aveid confusion with mor-
phologically similar species such as 4. prendoresiculatis
and Anxarthron prewdoauxcrtiren. The close relation-
ships of Amaurogscws psendoreticalatus and 4. kuelnif
with Auvortiron species have been pointed out by other
authors (Currah 1985, 1994, Cuano & Guarro [984),

From our molecular results and taking into account
morphological criterin we propose the lollowing new
combinations

Avxartheon koehndi (Arx) Solé, Cano & Guarro, comb.
nov,
Amarogseny duehmii Arx, Persoonia 60 370 (1971,

Avachniotus reticufatns Kuehn, Mycofogia 49 57 {1937).

Auxarthron psendoreticulatam |Curral) Solé. Canoe &
Cuarro., comb, nov,

Key ro the penes Auxarthron
I Ascomatal appendages lenger than 150 gm
Ascomatal appendages shorler than 150 pm or absent

N1y Ascospores globose
Ascospores ohlate |

cultume :
Peridial eells I'.I'||:I.Il.l.lrll'|g 12-

red diffusing pigment in culture
H2y Peridial appendages 72375 um long, with uncinate LI'I‘d'S

31y Ascomatal appendages up 1o 150 um long
Accomalal appendages absent !

anumorph rarely observed

T(5y Ascomata with peridial spinc-like prajections
Ascomata withowl pericdhal projeciions |

393

Amawroaseus prendoreticidatis Currah, Mveotayer 24:
136 (1985).

At present the genus Adwxerthron comprises nine
species and the key s propoesed for their identification.

The greater heterogenicity of Amawroaseus, predicted
by the morphological diversity of its species, was clear
from the topology of the trees. The nine species of the
genus mcluded i the analvsis were placed in five
different <lades interspersed with specics of other
genera. However, the relationships between the different
clades were not resolved. Some of the resulting clades
received only very weak bootstrapsupport, Two species,
as mentioned above, were in the Auxarthron clade;
Amanroaseus valarifiv-parellis clusterad with Neownf=zi-
apsts athicans and A, purpurens to form a Tairly well
supported clade (79% in MP and NJ). However, the
subclade made up of the two former species received a
bootstrap suppart of 100 % with both methods and the
ITA sequences of the two strains are only differentiated
in 21 nucleotide substitutions. This agrees with the
similarity of the main morphological features of these
two taxa. They share globose and hyaline ascospores, a
poorly differentiated peridium and a Chrysosporiom
anamorph. Therefore, there are no consistent differ-
ences between these two species o mainlain them in
separate genera, Manndzziopsis albicans had previously
been included in Amgurogscns and  Arachnothecd.
However, Guarro, Cano & de Vroey (1991), underhiming
the taxonomic importance of the lack of pigmentation
of its ascospores, placed this species in the Narnézziapsis.
The same aothors left dmawrogsens voluiifis-paredliy
within Amruroascus because s A5C0SPOTES WETE COT-
sidered slightly pigmented (Guarro et af. 1991} The
phylogenctic relationships of the two species with 4.
purpureys, shown in this study, are surprising because
this species has very peculiar characteristics that are
unigque 1o the genus, such as purple ascomats and
ascospores with frilled rims. It was isolated recently

5
]
4
H2) Perichal cells messuring 4 I" A5 g pcru.lml projctions with truncate 1:11-]5 ubsmcc ol l:llﬂ'lushlncI pigment in

. Clhmpacium

24 %2.5-3.5 um; |:n:| idial |rroﬁul1ﬂn* with both truncate and acute ends: production of
: f umhrinum
p:ru:lml h\ph.u: 4. 5 & pm 'Prlli'l: californiense
Peridial appendages 226 1550 pm long, straight, unbranched or hooked: pendial hyphae 2-3.5 pm wide  conjugatum
fr
T

{5y Ascospores 2.5-3.5 um in diam. Peridium formed by a lax ncmmk of fincly asperulate hy phde anammph l,.u;_kmL
ancarithron

A\l‘mnurﬂ 5 t- ..lrn mn diamm. Persdium tmm-:d by d.LITf:rcml |lm:1 l:ll'lﬁEl'r anaﬂnmuﬁeﬂ smmm h}.ph.m Mulhramehea
: \ ! | : pseudoreticulaum
- iR
kuehnli
reficulatun
uffiamm

8Ty Peridial propections with blunt ends, 10-21 pm l-.'lng
Peridial projections with acute ends, 27—40 pm long
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Fig. A u. Auxewihron bu  (UUAMH 31150 ascospores
{S5EM). b r (IFO 31399 astospores
(SEM). . : [TFCr 91961, ascospores
(SEM. Birs = | wm

from n cultivated soil sample in Japan (1w & Nakagirn
1995} and so far only this steain exists. The type species
“riopsis, N, vriesii, appeared widely separated

ol N

from A, afbieans, so that penus clearly seems artihcial
dmreuroaseny Rieer. the lype speics of  AmrRiroascns.,
L.__;.-:r_._-qh._-r with two strains af A, serrdafis, were [\l.'ll.'l.'d ]
the came clade as Apinesia gueenslondica. This group,
with a high bootstrap score (B7 % MNJL was sister 10 @
clade formed by the two strains of Uneirecarpiis reesil,
In the MP analyss, all these species were in the same
clade with a high bootstrap support (37 %) Apirtisic

grieenstandica was Tecently  placed m Clrcidocarfy

194

(Sigler. Flis & Carmichael 1998). However. in our study
this species exhibit= a greater number of bp differences
from Uneinecarpis reesii {115 bp of difference) than
from Aruredscis niger (88 bp of difference). A
(Fig. 3b) and A, mutatus (Currah 1985: fig. 40a) have
ascospores with pronounced protrusions similar (o
those of Apinisie gueenstondfica [Sigler ef el 1998: fig 6)
and different of the other species of
Arrerroascns, which are reticulate {Fig. 3b), Tt therelore
seems logical (o include Apinivin geeensiondicn within
Amatroasens and that this genus should be limited to
thase species with this tvpe of ascospores. Consequently,
the fallowing new combination 15 proposed :

from those

Amauroascus gqueenstamdicus (Apinis & K.G. Rees)
Sole, Cane & Guarro, comb, nov,

Apinivia gueenslandics Apinis & R. G, Rees. Trons. Br
o, 67 524 (1976)

Hl'lr'.'.'.';'l-'.*..""'-"c.' redicwfora Guarro & Punsola. Perscomia
13:; 387 (1987

(A TR

LEE i -

nocarmay guectsiandicns {Apms & K. G, Rees)
lor. Can. J. Bor. T6; 1632 (10U5).

[ i arpis thus hecomes monotypic with O, recsil
which has discoid ascospores, as Lthe only species. Vidal
ef ool (2000} have recently sugpgested excluding Lhe third
species, ©F, orfsd, arguing a closer phylogenetic re-
lattonshup with Apharaascus,

In our study, Antauroesens aurens (2 straims) and 4

=

obferuy congtituted o sepurate cluster that received only
weak suppor (63 % N and which was not significantly
separated [rom the other clac les Apir
Shaworetfa spiroirichig also lformed 3 clade that was
highly supported by the NJ method (95%) and quite
well supporied by the MP method (77 %) Both species
have ascomata with helicoidal peridial hyphae and can
he differentiated from each other by the morphaology af
their peridia

The periditen of Shamoeeda is pale yellow and formed
by septate, thick-walled, smooth cells, which disar
figuliate at matunty, while that of Ap
un envelope of thin-walled hyphae thiat lack any obvious
differentiation from the vegetative hyphas. They can
also be distinguished by the morphalogy of their
ascospores, In A, racoviizee they are globose, thick-
walled and finely and irregularly punctate-reticulate
while i Shanoredia. they are ohlate and munutely pitted

Our study  also revealed thet the close
relationship between Mallochio eclifmidata and Amara-
seopsiy reticilitis, Together they formed o consisient
clade (9% NJ and 100% MP. This agreed with the
morphology of these species. In both, ascomatis are
absent and the asel are formed i small. mosthv irregular
areas in the Fusciculate myeehal mat. In addition, the
H1 1‘!,1:1"-;“'!_":—» HIC OTThk |1|-\"||[\.\,'{.| Ml ||‘i ;‘!‘I'L}ﬂ‘lll'ﬂ:nl HEI'!'.-I. COeE-
shaped spines{Currah 1935: fig. 41b), which are features
that have never been observed in the other species of
Anriraascns. Guarro, Gene & de Veoey (1992} included
{. reticalarus in Amawrascopsis on the basis ol the

ixte racevidzae and

Hisia constitutes

L L |

57




Resultados y discusion

M. Sole, J. Cano and 1. Guarro

sheath that surrounds the ascospores (Fig. 3e), which
was considered tvpical for this genus. However, in our
phylogenetic trees the type species of dwaurascopsis, A.
perfaratis, and A, retfewlatus are placed distant from
edch other, suggesting that the two species are probably
not congeneric. A more detailed examination of these
species canfirm that the main moerphological leatures of
Amauraseopsis resiculates are closer to Malfochia than
Amgaurascopsis, accordingly the following new com-
bination is proposed:

Mallochia reticalata (Kuehn & Goos) Salé, Cano &
Cruarro, comb. nov. (Fig. 3g)

Psendocrachnions reticwlatuy Kuehn & Goos, Myco-
lfeemia 822 40 (1960},

Amaursarcny  retieulons (Kuehn & Goos) Arx
Persoonia 62 375 (1971).

Amaurascopsis resictitars (Kuehn & Goos) Guarro &
Gené, Wreonaoon 457 174 (1992)

Peerinorvichum Hanense was clearly separated from
the other species studied uwsing both methods of
sequence analyais. This species i morphologically
similar to  Awvarthres, characterised by ascomata
formed by peridial hyphae enlarged at sepra, pectinate
formations directed toward the outside of the peridium
and globose to oveid, smooth ascospores. Currah
(1994} considered this species to belong 1o duxarthron,
However, Lhis study and that of Sugtyama ef al. { [999)
do nmot agree with this statement and support its
placement in a scparate genus.
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4.1. Filogenia molecular de los géneros Amauroascus, Auxarthrony

otros géneros relacionados morfolégicamente

Objetivo: .... Este trabajo se centra en el andlisis de las secuencias
nucleotidicas de las regiones ITS1 e ITS2 y el gen 5.8S del ARNr de 37
cepas de Onygenales, 9 de las cuales pertenecian a especies del género
Auxarthron, algunas especies representativas del genero Amauroascus
(16 cepas) y otros géneros morfolégicamente relacionados
(Amaurascopsis, Apinisia, Mallochia, Nannizziopsis, Pectinotrichum,
Shanorella y Uncinocarpus), para establecer la relaciones filogenéticas

existentes entre ellos.

Articulo: “Molecular phylogeny of Amauroascus, Auxarthron, and

morphologically similar onygenalean fungi”. Maria Solé, Josep Cano &
Josep Guarro. Mycologial Research 106: 388-396 (2002).

En el estudio de la region 5.8S y los espaciadores intergénicos ITS1
e ITS2 del ADNr de los géneros Amauroascus y Auxarthron se ha puesto
de manifiesto que ambos son genéticamente muy préximos. Los géneros
con mas de una especie, incluidos en este estudio y morfol6gicamente
relacionados con Auxarthron, han resultado ser claramente polifiléticos,
mientras que el género Auxarthron es claramente monofilético, ya que
todas las especies se encuentran en la misma rama o agrupamiento, con
un elevado soporte estadistico (indice de bootstrap del 88%). Dentro de
este agrupamiento se incluyeron también dos especies que previamente
habian sido consideradas problematicas por sus caracteristicas
morfoldgicas, y que tradicionalmente han sido incluidas en el género
Amauroascus: A. kuehnii y A. pseudoreticulatus. Segun nuestros
resultados, debemos considerar que estas dos especies pertenecen al
genero Auxarthron, ya que estas se encuentran mucho mas proximas
tanto genética como morfolégicamente a la especie tipo del género
Auxarthron que a la del género Amauroascus. En consecuencia, hemos

propuesto las siguientes nuevas combinaciones:
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Auxarthron kuehnii  (Arx) Solé, Cano y Guarro Yy Auxarthron
pseudoreticulatum (Currah) Solé, Cano y Guarro, incluyéndose un total de
nueve especies en el género Auxarthron de las cuales se detalla una
clave de identificacion.

También se detecté una gran heterogeneidad a nivel molecular y
morfolégico de las cepas incluidas dentro de la especie Amauroascus
kuehnii, discutiendo la necesidad de llevar a cabo un estudio mas
detallado de las cepas de esta especie.

Se proponen nuevas combinaciones en el género Amauroascus:
Uncinocarpus queenslandicus se considera como una especie de
Amauroascus, ya que la ornamentacidén de sus ascosporas es parecida a
las de este género. Presentan protusiones similares a las que se
observan en otras especies del género. Ademas dicha especie se
encuentra genéticamente mas relacionada con Amauroascus que con
Uncinocarpus.

En este estudio también se muestra una estrecha relacién genética
entre Mallochia echinulata y Amaurascopsis reticulatus, ya que forman un
agrupamiento altamente soportado. La morfologia de estas especies es
muy similar, ya que su ascoma esta muy poco diferenciado o ausente y la
morfologia de sus ascosporas también es similar, ambas poseen
ascosporas ornamentadas con prominencias en forma conica. Estas
caracteristicas no se muestran en ninguna otra especie del género
Amauroascus, por lo que se propone la nueva combinacién Mallochia
reticulata.

Algunas especies de géneros relacionados morfolégicamente con
Auxarthron, tales como Apinisia racovitzae y Shanorella spirothricha pero
que presentan caracteristicas diferenciales que pueden ser consideradas
importantes (como son el tipo de ascoma o la presencia de apéndices
peridiales caracteristicos, etc.) se correlacionan molecularmente con esta
distincibn morfolégica, ya que presentan distancias genéticas

significativas con respecto a Auxarthron.

61



4.2. Two new species of Auxarthron mophologically and
genetically close to Auxarthron kuehnii. Solé M., Cano J., Stchigel

A.M. & Guarro J. Studies in Mycology 47:97-102 (2002).
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Srumies i My coLoay 47: 103-1140, 2002

Two new species of Auxarthron morphologically and genetically close to A. kuehnii

M. Solé, 1. Cano®, Al M. Stchigel and J. Guarro

Elnirar de Microbiclogia, Facultat de Medictra | Cltncles ge la Salw, Tnstitne o 'Estudis Avangats, Universtiot Roviva § Viegill,
431201 -Reus, Farragona, Spain

Abstract: diwvortheom kuelnii is a keratinophilic species of the Owygenales with momphological feanires intenmediate between
thiose of Auxarthron and Ameatroasens, We examined numerous strains from various sources, all identified as A. kuefuni by
various suthors, and we chserved important variztions in the main phenotypic characters. A sequeénce analysis based on the
ribosomal internal transcribed specer (ITS) region and the imervenng 588 rDMNA gene of these straing confirmed that the
taxon was heterogeneous. On this basis, we propose two new species, dwvarthron concentricim and Awrarihron chiamy-
arsparum. A concentricim can be clearly distinguished from A kwefwnid in that it has yellow colonies and a distinct pattern of
ascospote wall reticulation. A, clilamydosparum can be distinguished by its anamorph consisting ol arthroconidia that develop

into chlamydospore-like cells.

Key words: Auwsorthron kuehnil, Aucardheon oflamypdospornm, Awsartheon conceniricunt.

Introduction

The complex formed by the species of the genera
Amawroascus Schrocter and Awrvarthron O & Kuehn
and the species of other morphologically similar gen-
era is one of the largest groups of fungi of the order
Onygenales, Traditionally this proup has included
those species characterized by having gymmnothecial
ascomata with the peridial hyphae more or less differ-
entiated from the vegetative hyphae, and globose as-
eospores with reticulate walls (Currah, 1985). Distin-
guishing the two main genera that constitute the com-
plex (i.c. Amamwroascey Schroeter and Auxarthron Orr
& Kuehn) on the basis of morphological criteria is
controversial because there arve several intermediate
species, Traditionally, the distinction between the gen-
era has heen considered to subsist in the presence of
well-differentiated thick-walled peridial hyphae, fre-
gquently with long appendages, in Auxarthrom, and
poorly differentiated peridial hyphae in Amauroascus,
In a recent study, we compared the ribosomal internal
transcribed spacer (ITS) and 5.85 rDNA region se-
quences of a considerable number of species of both
genera, as well as of several morphelogically similar
species from other genera (Solé of af, 2002). The re-
sults showed that Awrvartron was a moenophyletic
group while Amauroasens was clearly polyphyletic.
The same study also revealed that those species that
had previously been considered to be intermediate,
that is, Amauwroascus peendoreticufarns Currah and
Amauroascus kuehnii v, Arx, would be better classi-
fied as Awrarthron, Auxarthron kuehnii, however, ap-

" Comresponding author: Dr. J. Cano, Unitat de Microbiolo-
gia, Facultat de Medicina i Ciéncies de la Salut, Universitat
Rowira i Virgili, 43200 -Reus, Tamragona, Spain, E-mail:
Jlclialastor ury e

peared 10 be a heterogeneous taxon. In the phyloge-
netic tree mlecred in that study, strains that had been
identified by several authors as 4. fuefimii were placed
in different clades. In the present study, in order 1o
clarify the taxonomy of A, knehuif, we studied the
main morphological features of the sirains involved
and sequenced their ITS region and 5.85 rDNA genes.
We also studied several strains of 4, keehinil and other
morphologically similar species from different culture
collections.

Material and methods

Morpholagical study

The technigues used in the morphological study were
described in Cano et al. (this publication page 165-
172}

Molecular methaods

The strains used i this study and their GenBank ac-
cession numbers are shown in Table 1. We studied 12
strains of 4. kuefnfi, one of Amawroascus oblatus, two
of duxavthron psewdoreticulatum and one of Aux-
artfron peeudocnccr o,

DVA exvraction. Fungal DNA was extracted as de-
seribed by Estruch et al. (1989) with some modifica-
trons {Cano et al.. this publication page 165-172).

DNA anmsplificarion. The ITS regions and 3.8 S rDNA

gene were amplified as deseribed by Gené e al
(1996} with a Perkin Elmer 2400 thermal cycler
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SOLEETAL.
Table 1. Strains studled. Name on the right are those recognired as currently correct.
SPECIES STEAIN DRIGIN GenBank  ac-
cession

Amawroaicas Rwelinil = dwxarthron keehni* CBE F3.72(T) Dung ATZTI4LT
Amawroeascis kuetinii = Awxarthron kielinn IHEM 16190 dust and hat guano, US4 AT426454
Amanroasciy kuehnii = Avzartion keeling THEM 18191 ccceamaeaaa LNER AL
Amavireazcus kuelinid = dwxarthron Kielnii CBS 632.72 dung, California, USA Al4206453
Amairroascus kvehinii = dwoartheon kel IHEM 16193 sail, Dugway, Utah, USA Al426d5T
Amauroascus kuelinit = dwoershvon kiehai IHEM | 6152 soil, Dugway, Utah, USA Al42b450
Amavroascus kuehnii = dwvarthron Kighoii UAMH 3115 dung, Armona, USA AI2TI4E2
Amaniroaseas Ruehnii = Awrarthron kuehnii RY 22810 Soil, 5. California, LUSA AJ2ITI424
Amawraascus kuehnii = dwrarthvon concentricym FRE 20541 Hiver sediments, Grrona, Spamn AJ2TI4IE
Amvencroascuy buehing = Awxoarrhrom concenivicrm FhR 453 River sediments, Girona, Spain - AJ2T1427
Amavrsascus sp. = Auxarthron chlamydazporeme R 24809 (T} soil, Kuriange . Burundi AJITI4ZS
Amcawrsaxcus sp. = Avxarthron chlamvdosportie Frik Jakin soil, Jordan A 420458
Amanroaseus kuehnil = Amouroasens ohiaius LUAMH 22096 sputurn, Missoun, USA AJITI4Z]
Arxcartiron prendogurartiven IF(y 31701 domestic rabbat dung AIZTIATE
Anairroaseus prendoreticndotes = Auxartheen poendoreliiciloim LIANH 3560 dog dung, Texas, USA ATZTI423
Amaroarous p.'.'cudnrﬂir.'u}dm.'r - ..4u.ra.l'.r.l'rmnp.mlmrcn'mfimrm LIAMH 311 74Ty lreard |lu||||5> Chihpabua, Mexicn AJd2Ed57

Abbreviations wsed: T = ex-tvpe stram; CBS = Centraalburgau voor Schimmeloultures; FME = Facular Medicing de Beus; [FO = Instiute
for Fenmentation Osaka; [HEM = Scientific Institute of Public Health. Louis Pasteur. Mycology section; UAMH = University of Albenia
Microfungus Collection and Herbariem; BY = Institute de Medicing Tropicale “Trnce Léopokd”, * The curment comrect species names (o the
atrains included in this work are on the right-hand side of the equals sign.

(Perkin-Elmer Cetus Co.. Emeryville. CA) The IT55
and IT34 primers {White et al., 1990) were used. The
amplification  programme consisted of a  pre-
denaturation at 94°, 5 min; 30 cycles at 95°C, 30 s;
30°, | min and 72% 1 min; and a final mcubation at
72°C for T min. The final products were analvsed by
electrophoresis on 2% agarose MP (Roche Diagnos-
tics, F. Hoffmann-La Foche Lid, Basel, Switzerland).
The product was purified using a GFX TM PCR DNA
purification kit {Amersham Biosciences, Piscataway
NI, USA) and stored at —20°C until used in sequenc-

ing.

BNA sequencing: The protocol used for sequencing
was the “Tag DyveDeoxy Terminator Cyele Sequenc-
ing Kit™ {(Applicd Biosystems, Gouda, The Nether-
lands). Reactions were performed vsing the [TS-5 and
ITS-dd primers and were run on & 310 DMA sequencer
{Applicd Biosystems). The consensus sequences were
obtained using the Autoassembler program (Appled
Biosystemns), The sequences were aligned with the
Clustal. W (version 1.5) multiple sequence alignment
program { Thompson et al, 1994} and then :ur]_justud
visually where necessary, Pairwise percent similarity
was caleulated manually rom the aligned seguences
as the number of identical characters divided by the
1okal

Phlageneiic analysis: Phylogenetic analyses using
the neighbour-joining (NJ) method (Saitou & Nei,
1987) were performed with the MEGA 2.1 computer
program (Kumar et al, 2000). The tree was con-
structed using the Kimura two-parameter distance
model (Kimura, 19807 with the “pairwise deletion of

gaps” option, The robusiness of branches was assessed
by bootstrap analysis with 1000 replicates.

Results and discussion

The total length of the sequence from the 5 end of
primmer [TS 5 tothe 3' end of primer ITS 4 ranged from
548 to 634 bp. From these sequences, 142 sites were
parsimony-informative and they were used to infer the
tree. The sequence similarity among the species tested
ranged from 79.1 10 95.6 % (Tahle 2).

Auxarthron kuehnii, based on an isolate from bat
dung dust collected in Georgia, U.5.A., was originally
named Arachions reticidatus by Kuehn (Kuehn,
1957). Later, von Arx (1971) changed the epithet
when this species was transferred Into Amanroascus,
since in that genus the epithet “reticulatus™ was al-
ready occupied. The species was onginally descrnibed
as having yellow to light brown, globose cleistothecia
measuring | 76—883 pm in diameter. lts peridial hy-
phae were described gs smooth or tuberculate, septate,
and light yellow, but often showing segments tinged
brown to dark brown, Its ascospores were globose,
hyaline, and reticulate, measoring 2.8-3.2 pm in di-
ameter (Kuehn, 1957). When von Arx (1971) studied
the ex-type strain, he observed no ascomata and only
mentioned the presence of an anamorph. Currah
(1985) examined several strains, including the ex-type,
and described the ascospores as pale yellowish brown,
measuring 3.5-4.2 um in diam. In our observation, the
type strain (CBS 539.72) (Figs. 2, 4-¢) has the follow-
mg features: ascomata globose 10 subglobose, pale
yellow and 300-600 pm in diam.: peridial hyphae hya
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Twin SEW SPECIES OF AL ARTHRON

Avxartferan kneftni USMH 3115
kL Awxarthron kuehnii Fv 22810
Awxarthron kuehnit \HEW 15132

Awxarthron knehnli CBS §32.72

b Awxarthron prendpanxarthrom IFD 31701

a5 EAmnnﬁmmuMu.‘mm LAMH 3117 (T)
83 Awxardhren pseadoreticalaiues UAMH 2563

Anxarthron keehnii \HEM 16183
&7 Arccarthren knefinii 088 53872 (T)
W'__L—Amﬁm Knehii 1HEW 16190
T2k Awcarthron kuehnii IHEM 18181
Anxarthron concerniricum FMA 4054(T)
{ Awuxarthren conceniricum FMR 4053

_I-_'-— Awvartliron chlomydosporimn By 24609 [T)
99 Auwxarthron chinmpdospornm FIWR 7630

Amauroascus oblatis LAMH 3256

]
0.05

Fig. 1. Meighbour-joining tree based on nucleotide sequences from the nbosomal internal transeribed spager (1T5) region and
585 r[PMA gene of the |6 strains listed in table 1. Branch lengths are proportional to distance. Boosirap replication frequen-
cies are indicated in the internodes.

Fig. 2. Colonies of duxarihvon concentricun IM1 3871 3, a:on PDA 18 4, b on OA 18 d Coloiies of Auxarthron sl
desparyer BY 24809, ¢ on POA 1R . om OA 18 d. Colonies of Awvaeffrom beeleeit CBS 53972, 22 on PDA I8 d, £ on (A
18d.
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SOLE ET AL,

line to hight vellow, smooth, septate and 2.5-3.2 um
broad; asci subglobose to pyriform, 9-10 x 6.5-8 pim;
ascospores glohose, broadly regularly reticulate, 4-4.5
um; Malbranchea anamerph present with regularly
alternate arthroconidia 2-9.5 x 1.5-3 pm.Most  of the
sixteen strains examined in the present study had simi-
lar peridial hyphae and ascospore ornamentation, but
some basic morphological differences were also easily
recopnised. These sigmilicance of these differences
was corroborated by sequence analysis.

In the phylogenetic tree (Fig.] ), Amawroascns ab-
larus Cano & Guarmo was at 4 considerable distance
from the other species tested and it could be consid-
ered an outgroup. There were two main clades in the
in-group. The largest included A. prewdomirartiron
and A. prevdoreticulotum, as well as most of the A
kuefinit strains tested. The isolates in this clade that
were identified as species other than A. kuehinil were
marphologically distinctive, mainly because they had
stromgly differentiated peridial hyphae. However, this
ITS study did not clearly resolve the phylogenetic re-
latiomship between these two species and  several
strains morphologically identified as A, fwehai. The
two isolates of A pseadoreticulotnm tested were
grouped with a bootstrap index of 93% and were
placed in the same clade as most of the A, knelorii iso-
lates, including the type strain.

The only availahle solate of Auvarthron prendo-
auxartiiron O & Kuehn clustered with A Kwefrmid
strain CBS 632.72 10 form a small clade that received
desultory bootstrap support of 37%. The molecular
data scem to indicate that 4. prevdoauarthron and A.
prendoreticadatum shared a commeon ancestor with 4,
kuehmii and its relatives. An unexpected finding was
that several strains (UAMH 3113, RV 22810, IHEM
16192 and CBS 632.72) received as A. kuehoii and
morphologically mdistingwishable from the ex-tvpe
strain, were placed into a weakly supported clade with
A prewdoquxartivon and A, psewdoreticulatuns rather
than in the clade containing the ex-type.

The second main clade was split inlo two sub-
clades, each of which was represented by two strains,
A detailed study of these fungi revealed that each sub-
clade represented an undescribed species of Awmxr-
artitron. The momphological features of these species
bear some resemblance o those of the type of A
knehii, although there are enough different features to
allow the 1solates distiibuted to the two subclades to
be conveniently described as different species. One of
the new specics (FMR 4033, FMR 4054) forms yellow
colonies on PDA (Fig. 2-a), while the colenies formed
by the type strain of 4. kwefiedi are brown (Fig. 2-e).
The omamentation of the ascospores is also different.
All these species have a reticulate wall, but in the new
species, the meshes of the reticulum are polygomal
with very narrow, pronounced rdges (Figs. 3-f, 4-¢).

106

In A. kriefwii, on the other hand, they are circular with
broad. flattened ridges (Fip. 4-e). The second species
(RV 24809, FMR 76800 is characterized by floccose
{mainly in the centre), white to orange colonies (Fig.
2-¢) and a Malfranchea anamorph (Figs. 5-c, 6). This
anamorph has two types of athroconidia, and those
produced i lateral branches are usually remarkably
narrow, In general, the conidia soon become strongly
swollen and form long chains of chlamydospore-like
cells,

We consider that these two taxa are sufficiently
different from the other specics of Auxartfiron o be
proposed as new species:

Fig. 3. Awvarthveon concenivicum IMI 3E7183. a. Ascoma.
b. Pendial hyphae. c. Ascomata initials. d.f. Ascospores. e
Asci and ascospores. Scale bars: a = 200 pm; b-c = 10 um; §
= | pm

Anxarthron concentricnm Solé, Cano & Guarro, sg
nov. (Figs, 2-4)

Anamorph: Madhranchea sp.

Etym.: concendvicum (L)-concentric, referring to the
morphology of the colonies in PDA medium

Colamige i "PDA" gffusae, pawlative crescunt, ef annlos
concentricos ef densoy cnm afindantibeey  ascomatibus
Jormani, plonae, i centro elevatae, flavae)  reversum
Movohranemewn,  Ascontata superficialio,  conffenia,
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Two NEW SPECIES OF AUNARTHRON

Fig. 4. Detail of the Fn_‘-ridium of Auxarthron comcentricum IM1 3ETIR3 (a) and Awxarthron chilamypdosporum BY 24808 (k)
Ascospores of Awxarthron concentricwm IMIIBTIEI (), Awvarthvon chlampdosporim BY 24809 (d) and Ausavifron kuefoi

CBS 53972 (e). Scale bars: a, b= 25 im; c-¢ = 2 um

globorg, Fave vl bremnea 350400 gm diam Hyphoe
peridil difute brumreae vel  oirolvnRnede,  incrasialae,
Sepaiae, 1.5-2 Adm i, utl.'k-'.l'u[rm'. Famasae  &r
arastomosanies, reticulum faxum formanies, Ascl octosport
globasi, 56 gow diam., evanescentes. Ascosporae hvalinae
wel  dilute.  Peunneae,  globosae, 154 pem dlam,
[Rcrassaide, regularier reticulatae.

Anamorpiosis: arthrocoridia cviindricad, discreta, hvaling,
Taevica 8-7x 3-F g

HOLOTYPUS- 1ML I8TIRY sodatus ex sobo, 110271997,
Hispania

Colonies on PDA attaining 50-57 mm diam in 21 d at
room termperature, zonate, umbonate, cottony 2nd pas-

tel yellow (3A4) in the centre, velvety to powdery and
vellow (2A8) elsewhere, producing abundant asco-
mata throughout the colony; reverse yellowish brown
(5D} in the centre and vellowish brown (3Fé) clsc-
where, Yegelative mycelium  consists of hyaline,
branched, smooth-walled, septate, 2-4 pm diam hy-
phac. Ascomata initials appear as swollen side
branches arising from aerial hyphae. Ascomata super-
fictal, solitary, often confluent, globose, yellow to
brown, 350400 pm in diam; peridial hyphae pale
yellow to red brown or dark brown, thick- and
smonth-walled, septate, very narrow, 13- pm in
diam., branched and anastomosed to form a loosely
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SOLEETAL.

reticulate network, Mature ascomata frequently have
thick walled racguet hyphae with inflations measuring
9-10 x 15-18 pm and chains of chlamydospores con-
necled to the pendial hyphae. In old ascomata, very
pleomorphic, dark hyphae are present; these often
have imegular swellings and may aggregate into ropes,
Under low magnification they are observed as small,
dark-brown patches distributed irregularly over the
surface of the ascoma, Asct 8-spored, globose, 5-6 wm
diam., hyaline, with evanescent walls. Ascospores
hyaling to pale brown, brown in mass, globose 2.5-4
pm in diam., thick-walled, regularly reticulate, with
polyeonal meshes, and pammow and conspicuous
ridges.

Anamorph: Arthroconidia borne on the primary hy-
phae and on short or long, straight and occasionally
curved lateral branches. Conidia cylindrical, hyaline,
yellow in mass, smooth- and thick-walled, 8-7 » 34
pm,

HOLOTYPE: IMI 387183, lsotype FMR 4054, the
Muga river sediments, Girona, Spain. Living culture;
FMR 4053 the Muga river sediments, Girona, Spain,
Colonies on oatmeal agar (DA), polato carrol agar
(PCA) and malt extract agar (MEA) had similar fea-
tures to those on PDA.

o ' : 10 —
Fig. 5. Awvartlren chlamydosporusr BV 24809, a. Ascoma.
b. Peridial hyphae. c. Chains of chlamydospore-like conidia.
d. Asci. ef. Azcospores. Scale bars: a = 200 pm; b-¢ = 10
prn; £= 1 pm,
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Strongly keratinolytic, Tolerant to cvclohexinide.

At 3T, colonies on PDA were similar to those grown
at X5°C, ascomata were produced after 15 days; at
15" the colonies showed a more restricted growth
tham at 25°C. At 43°C growth was nil,

Auxarthron chlamydesporum Solé, Cano & Guarro,
sp nov, (Figs. 2, 4-6).

Anamorph: Malbranchea sp.

Etym..  chlamydosporum (L) chlamydospores,
referning to the morphology of the anamorph,

Coloniae in "PDAY in centro floccosae, ascomdaia
ahundantia, prima  alba,  deinde  albo-aurantiaca
Jormantes; FEVEFSIEM incoloratum. Ascomata
ruperficialia,  confluentia,  globosa,  Pubro-brumnea,
S00=700 pym diom. Hyphae peridii rubrobrunneae,
incrassatae, septatae, 2-3 i diam., twbeveulatoe,
ramosae  ef anastomosanies,  reticulum oo
Sormantes. Asci oclospori, globosi, 5-Tgm  diam..
evanescentes. Ascosporae dilute brumneae, globosae,
34,5 e dicon., incrassatae, regulariter reticilotae,
Angmorphosis;  Avthroconicha,  cplindrica,  laevia,
difuie Brummea, 5.5-9 1 1=1.5 pm. Arthroconidia ex
hyphis principalibus lata, 5-8 x 24 . dilie
brunnea, laevia, aliguando daliiformia, subglobosa
vl frregwlaria, 59 x 4,58 ton

HOLOTYPUS: IMI 387184 1solatus ex solo, 8th, July,
196%, Kuriange, Burundi,

Colonies on PDA attamming 5660 mm diam in 21 d at
room temperature, floceose (mainly in the centre),
white at first and orange-white later (SA2), producing
abundant mature ascomata and scarce conidia; reverse
colourless. Ascomats discrete or confluent, globose,
300-700 pm diam_, initially white, becoming reddish
brown to dark brown; peridial hyphae reddish-hrown,
branched and anastomosed o form a loosely reticulae
network, thick-walled. tuberculate, septate, 2-3 pum in
diam. Some hyphae become expanded and dark, with
numerous chlamydospores of different sizes and
shapes connected to the outer portion of the peridial
hyphae. Asci E—spored, globose, 5-T um in diam,,
evanescent. Ascospores light brown, reddish brown in
mass, globose, 345 um in diam., thick-walled. regu-
larly reticulate, with cireular meshes.

Anamorph: Arthroconidia dimorphic, as formed
from narrow, flexuose lateral branches they are one-
celled. cylindrical. sometimes slightly curved, pale
brown, and smooth, 55-% x 1-1.5 um. As formed
from broad primary hyphae, they are one-celled, cy-
lindmical, 5-8 x -4 ym, pale brown, and smooth. Fre-
quently both type of the conidia become enlarged,
subglobose or broadly barrel-shaped. sometimes ir-
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regularly shaped, thick-walled. 5-2 x 4.5-8 um. pale
brown and occasionally two-celled.

HOLOTYPE: IMI 387184, Living stramns: RY 24800,
from soil, Burundi; FMR 7680 from soil, Jordan.
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Fig. 6. Adwvarthron  cilamydocporym BY 24800,

Maifranchen anamorph. Scale bar = 10 pm

Colonies on PCA and MEA are similar in diam. 1o
those on PDA. Colonies on OA attaining 30-33 mm
diam. in 21 d at room temperature. The rest of the
morphological features are similar in all the media
tested.

Strongly keratinolytic. Tolerant of cyclohexinde.

At 37°C, colonies on PDA were similar to those grown
at 25%C; at 15°C the colonies showed resiricted growth
(25=30 mm diam. in 21 days). At 45 °C, growth was
nil.

Twi SEW SPECIES OF AUXARTHRON
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4.2. Dos nuevas especies de Auxarthron morfologica y genéticamente

relacionadas a Auxarthron kuehnii

Objetivo: En este estudio se pretende clarificar la taxonomia de la especie
Auxarthron kuehnii y especies relacionadas, mediante el estudio de sus
caracteristicas morfolégicas y la secuenciacion del gen 5.8S y las
regiones ITS1-ITS2 del ADNr.

Articulo: “ Two new species of Auxarthron mophologically and

genetically close to Auxarthron kuehnii.” Solé M., Cano J., Stchigel
A.M. & Guarro J. Studies in Mycology 47:97-102 (2002).

Este estudio pretendia dar respuesta al problema planteado en el
anterior trabajo, ya que parecia probable que debido a la descripcion
general de Auxarthron kuehnii se podian incluir a otras especies
morfolégicamente relacionadas, como parecia indicar el estudio
molecular. Para ello se llevd a cabo un estudio morfolégico y molecular
mas exhaustivo, empleando el mayor nimero de cepas disponibles de la
especie.

Se han estudiado un total de 12 cepas que respondian al patréon
morfologico tipico de Auxarthron kuehnii, entre ellas la cepa tipo, y
también se han incluido cepas de algunas especies morfolégicamente
relacionadas, tales como Amauroascus oblatus, Auxarthron
pseudoauxarthron y Auxarthron pseudoreticulatum. El andlisis de este
trabajo mostré que algunas de las cepas previamente identificadas como
Auxarthron kuehnii se encontraban filogenéticamente distantes de la cepa
tipo. Se observaban diferentes “clusters” con buenos soportes estadisticos
(indice de “bootstrap”), cuyos integrantes presentaban diferencias
morfolégicas consistentes con respecto a la cepa tipo. Como resultado de
este trabajo se proponen dos nuevas especies para la Ciencia:
Auxarthron concentricum Solé, Cano y Guarro Yy Auxarthron

chlamydosporum Solé, Cano y Guarro. Estas dos especies se distinguen
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morfolégicamente de Auxarthron kuehnii tanto por sus caracteristicas
culturales como microscoépicas.

Auxarthron concentricum presenta colonias formadas por anillos
concéntricos de crecimiento, la pigmentacion de la colonia es de tonos
rojizos, dependiendo del medio de cultivo. Microscopicamente, es de
destacar su peculiar ascoma, que presenta engrosamientos de sus hifas
peridiales y forma hifas en raqueta, con presencia de cadenas de
clamidosporas conectadas a las hifas peridiales en la madurez del mismo,
ascomas con una rapida pleomorfizacion y hifas muy pigmentadas. Su
anamorfo esta representado por macroconidios muy peculiares.

Auxarthron chlamydosporum se caracteriza por poseer colonias
flocosas (en forma de copos), ascomas blanquecinos que al madurar se
oscurecen hasta tonos amarronados. Microscopicamente, las hifas
peridiales que forman el ascoma son tuberculadas, y algunas de ellas al
madurar evolucionan hacia estructuras mas pigmentadas, con humerosas

clamidosporas de diferentes formas y tamafios.
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STUMMES IN MY COLOGY 47: 141-152, 20412

Molecular phylogeny of Gymneascus and related genera

M. Sold, 1. Cano®, L. B. Pitarch, A M. Stchigel & 1. Guarro

Unitar de Microbiologia, Faculiat de Medicina § Ciéncies de la Salur, Institut d"Esiudizs Avancats, Universitar Roviva § Viregill,

43200 -Reus, Tarrapona, Spain

Abstract: A phylogenetic study based on the analysis of the sequences of the ITS region and 585 rDMA gene of 24 strains
belonging to |1 morphologically similar genera of Omygenales has been performed. The analysis supports the morphological
evidence of svnonymuzation of the penera drachnicins, Gymnascella, Gymnoazcoidens and Narasimhella with Gymnoascws.
The new species (Fymacascys armeniacus characterised by smooth, oblate, ascospores and the new genus amd species
Testudomyces verrucosws based on bwo strams previously described as Gymaoascus reticulatus, are proposed. Gymnoascas
alarosparus 15 considered a synonym of Acanthogmponivees princeps. A key to the acoepted species of Chemmocascus 18

prewided.

Key words: Arachriorus, Gyemascella, Gymnoasous, Norasimbella, Testudomyees.

Introduction

Crvmnoascis Baranetzky, one of the largest genera of
the order Onygenales, has been reviewed by several
authors (Orr er al., 1963-a; Apinis, 1964: Currah, 1985
and von Arx, 1986) In the fast revision, 14 species
were accepted (von Arx, 1986). Later, two more
species were reported. Gvmmogscns arxll Cano &
Guamo (Cano & Guarro, 1989) and Grmmoascus
bolfiviensis Guarro, Ulfig & de Vroey (Guarro e al.,
1992). According 1o von Arx (1986), the genus is
characterised by expanding, lemon  yellow,
ochraceous, orange or red colonies, ascomata with a
peridium composed of a loose network of hyaline or
migmented  hyphae  and  pigmented and oblate
ascospores. In the same monograph, von Arx also
accepted, as A separate  genus, Narasimbrello
Thirumalachar & Mathur, a morphologically very
similar penus that 15 distingnished by its bivalvate and
hyaline ascospores,  These  decisions were not
followed by Currah (1983). This author maintained the
genus  Commoasciy  only  for the tvpe species,
Crwwmroaascnrs reessii Baranetzky, and  Gemmoascuy
intermedivs Om, while placing the other species
accepted by von Arx into three different genera,
Arachniots  Schroeter, Chyvmnascefls Peck  and
Gvmnoascoidens O & Ghosh. Narasimbella spp.
were placed into Gwnmascelia,

To evaluate the different taxonomic proposals for
these fungi and to examing phylogenetic relationships

‘Corresponding  asthor Dr. 1. Cano.  Unitat  de
Microbiclogia, Facultat de Medicina i Ciéncies de la Salut,
Universitst Rovira 1 Virgil, 43201 -Rews, Tarragony |, Spain.
E-mail: jfcliaiastor urv cs

in the group, we performed a molecular phylogenetic
analysis of the sequences of the ribosomal internal
transcribed spacer (ITS)1, 5.8 5 and ITS2 regions of
representative strams of the genera mentioned.

Material and methods

Merphological study, The culture media used in the
morphological study were Sabouraud peptone-glucose
agar (“Sabouraud dextrose agar,” SDA: Pronadisa.
Madnd, Spain), malt cxtract agar (MEA; Difco,
Detrent, MI, USA), potato carrot agar {PCA; potato 20
g. carrot 200 g, agar 15 g, chloramphenicol 0.05 g,
water | |, home-made), potato glucose agar (“potato
dextrose agar,” PDA; Pronadisa), and oatmeal agar
(A; Difco). The incubation temperatures used were
15°C, room temperature (20-25°C), 37°C and 45°C.

Resistance  to  cycloheximide (0.04%%)  was
determined by observing the ability of strains 1o grow
oft the culture medivm Mycosel (MYC, Becton
Dickinson and Company, Cockevsville, MD, USA).
Keratinolytic activity was gauged by observing the
capacity of isolates to digest prepubertal hair sprinkled
on PIMA plates (Sigler & Carmichael, 1976). Colony
colour was evalvated in gccordance with Komerup &
Wanscher (1984). Scanning electron microscopy
{SEM) technigues were those of Figueras & Guarro
(1988,

Melecular methods
Strains wsed in this study and their EMBL accession
numhbers are shown in Taklel,

DNA  extractfon. Fungal DNA was extracted as
described by Estruch er af (198% with some
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SOLE ET AL,

Table 1. Strains used in this studv. The name now accepted by the present anthors appears after the = sign.

SPECIES STRAIN GenBank
aecession
Auxarilrom reficalatum LAMH 2006 AJ2TL568
Gmnpascus alafospors = Acamifiegymnomyces princeps IM] 63642 Ty AJZ 15840
Gramnpascus arci = Apframaaseus orisei 1M1 326523 AJ315843
Gymnascella aurantioe = GEmroascus aurantiaens LIAMH 31358 AJ315834
Gymnoascus bolfviensis N1 351984 AJ315528
Gymnascella cliving = Gympoascus cifrinus CBS 863,72 AJ315836
Grmnascelle confluens = Gyanoascas confThens 1M1 | O0E TS AJ31583T
Cymnascetla durkoliensis = Gymnoasens daonkafiensis IWAL | 18450 AJ315832
Gymnascella confTuens = Gymmoascas dexertormon CBS 634,72 AJI15RIR
Gyannascella literalis = Gemnoascs feralis CBS 454.73 A1315833
Gymuascells marginospors = GynenoEscay RIGTEAOSPOFuT CRS 393,71 AlI15804
Gymnascella nodulvsa = Gymueascus noanlosns FhAR 3781 AJ315831
CipmRoascis petloso Fus IFI) 323 BY AlIISRI0
CrymRoascny pusrctotng CHS 279.64 AJISRIE
(ipmnaascns reessii FMR 6562 AJ315E30
Chrpsosporinm merdariun anamirph of (ymnoaiess wRclaafiy CBS 408.72 AT350554
Awxarthron reficalaraw = Testndomyces vere CHS 500,86 AJI1ERS]
Arachwmierus ruber = Gympwooscus ruber IMIL LOU LT Al315530
Crpmnearcus wdagawine IFC BU21(T) ATI15835
{rpmnascella kpalinospora = Gymaoascrs arireniecns CBS 12578 AJ31582T7
Grpmnascefla kielinoiporg = (ymdoaseny nalinesporuy CBS 545.72(T) AJI15826
Neogrmugmpees demorbreunii LUAMH 3382(T) AlII5842
Shanorella spirarricha CBS 305.36(T) AIXTI430
Unelnocarpus reessii [N 210,205 AlXT1419

madifications (Cano e al, this publication page 165-
172). The strains were grown at 28°C m 0.8 ml of
Sabouraud broth contained n 1.5 ml microfuge tubes
in an orbital shaker at 250 rpm. The cultures were
tested for punty by moculating a small portion of the
mycelium suspension on OA agar plates just before
DMA extraction. The mycelium was washed with
distilled water, lyophilised and ground to a fine
powder by using individual pipette tips i 1.5 ml
microcentrifuge tubes. The powder was incubated for
Ih at 65°C in 500 pl of extraction buffer {50 mM
TrisHCI pH 7.2, 50 mM ethylenediamine fetraacetic
acid [EDTA], 3% sodium dodecy] sulfaie [SDS]). The
lyvsate was extracted with phenol:chloroform:isoanyl
alcoho! solution (25:24:1) and DNA was recovered by
isopropanol precipitation. The pellet was washed with
T0% wiv ethanol, dried under vacuum and resuspended
in TE buffer (10 mM Tris HCI pH 8.0, EDTA 0.1
mhd]j.

DNA mmplification

The nuclear nbosomal ITS1- 5,85 - 1T52 region was
amplified as described by Gené ef al. {1996} with a
Perkin Elmer 2400 thermal cycler (Perkin-Elmer
Cetus Co., Emeryville, CA, USA). The primers [TS3
and ITS4 were used (White er al, 19903 The
amplification  programme  consisted  of  pre-
denaturation at 94°C, 5 min; 30 cycles at 93°C, 30 5
S0°C, 1 min and 72°C, 1 min; and a final incubation at
72°C for 7 min to complete the last extension. The
final products were analysed by electrophoresis on 2%
agarose MP (Roche Diagnostics, F. Hoffimann-La
Roche Lid, Basel. Switzerland). The product was
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purified using a GFX ™ PCR DNA purification kit
(Amersham Biosciences, Piscataway NI USA) and
stored at ~20°C until used in sequencing.

DINA sequencing

The protocol used for sequencing was the "Tag
DveDeoxy Terminator Cyele Sequencing  Kit”
(Applied Biosystems, Gouda, The Metherlands).
Reactions were performed using the primers 1TS3 and
ITS54 and were run on a 310 DMNA sequencer (Applied
Biosystemns). The consensus sequences were obtained
using the Autoassembler program  (Applied
Biosystems). The sequences were aligned using
Clustal W (version 1.5) of the multiple sequence
alignment computer program { Thompson ef af., 1994},
Adjustments  for improvement were made by eve
where necessary. Pairwise percent similarity was
calculated manually from the aligned sequences as the
number of identical characters divided by the total.

Phvilogenetic analyxis

Phylogenetic analyses using the Meighbour-joining
method (NI (Saitou & MNei, 1987} were performed
with the MEGA 2.1 software (Kumar ef af, 2001)
generated by the Kimura-2-parameter distance model
(Kimura, 1980}, including  transitions  and
transversions and with pairwise deletion for the
treatment of the handling gaps‘missing data.
Confidence values for individual branches were
determined by bootstrap analvses (1000 replicates)
{Felsenstein, | 98 5)
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Results and discussion

Muclentide sequences of the 3.8 5 and ITS regions
were determined for each specimen listed in Table 1.
The fotal sequence length, from 5 end of the ITS]
region to the 37 end of the ITS 2 region. ranged from
559 (Adwxarthron  reticolatum) 1o 615F bp
{ Testudomyces  verrucosus). The total number of
vanable siles was 402, The nuclentide composition as
a percentage of the sequences was: A, 2100 T, 23.1; C,
28.1: G, 278,

The sequence similarty (5) among the species
tested ranged from T3.8 % (Shanorella spivatricha -
Testudomvees verrucosus) to PRE%Y  (Gyvmnoascus
confluens-(nmnmoascus desertorum) (Table 2.

From these seguences, 306 siles were parsimony-
informative and they were used to infer the trees. The
phylogenetic analysis was cartied out using the
neighbour-joining (NI method (Fig 1 A, B, C) The
results obtained show that the majority of strains
included by von Arx (1986) and Currah (1985) in the
genera Cymmascella, Gymneavens, Narasimbella and
Arachniofus formed a monophyletic clade supported
by a bootstrap value of B9%. Only Gumroascus arxil,
Gymnoascus alalospores Natarajan and Cyvminoascus
reticilains Zukal were excluded froam this clade. The
core group consisted of two clusters. One of them
(5% of bootstrap, 5 89.01%) included Cyvmmoascus
reessi Baranetzky and Gvminooscus boliviensiz and
the other (99% bootstrap) subtended the rest of

Epecies.

Evaluation of Currah s lavonomic scheme

Currah (1985)  re-evaluated Gymeascella and
recognized thimeen species in it, making it the largest
genus in the Onygenales. He separated Gymiascella
and Gymaoascns mainly by the morphology of the
peridial hyphae. In the species placed into
Cymmascelfo, these hyphae are thin-walled, similar to
vepetative hyphae, or have some distinctly shaped and
iregularly thick-walled elements. They are usually
pale vellow to brown, In Gemnoagscus, Currah placed
species with thick-walled, yellow to reddish brown
and conspicucusly roughened peridial hyphae. As
mentioned above, he restricted Cheemoascus to (7
reessif, the type species, and &, infermedius, Von A
(1986) considered these two species indistingnishable,
Currah (19851  also  considered some  faxa
morphologically close to Gymnoascus as separate,
including the monotypic genera Arachmions and
Cymnoascoldens, Avachmotus ruber (van Tieghem)
Schroeter is characterised by orange 1o red ascomata
and orange to wellow ascospores with a double
equatorial rim, while vmnoascoidens petalosporis
Ohr, Roy and Ghosh forins petaloid ascal clusters and
abundant arthroconidia. Analysis of [TS sequences in
the present study did not support the separate states of

MOLECULAR TAXOMOMY OF (FYWNOUSTLE

these genera (Fig. 1 A). The species of Gymrascelis
formed two well-defined clusters  paraphyletic to
Gymnoascis and Arvachriorus.  The first one was
divided in two subclusters: one of them included
Arachnioms ruber, along with Gymnascello confluens
(Sartory & Bainier) Currah  and  Gemsascella
desertoram (Moustafa) Arx (5 99.6%). The last two
species were considered identical by Currah and our
molecular data support this, This small group has a
hootstrap support of 100%.  1ts common featre 15 the
presence of reddish ascospores with an equatorial
depression or furrow, a featre that does not fit the
generic  description of  Cvmmascella, Another  six
species of this genus, namely, Gyvmnoascns udagawae
von Arx, Gypmnascella citring (Massee & Salmon)
Orr, Ghosh & Roy, G liferals (Orr) Currah,
auranitaca Peck, G dankaliensis (Castellan) Currah
and O wadulosa (Ghosh, Orr & Kuehn) Currah were
placed in the other subcluster, The other three species
of ymmascella tested, together with Gemmoascaidens
petalosparus, Gvmioascas  bodiviensis, (umnoascus
reessii and  Dnweinocarpns  wncinatus Eidam, were
placed in the second cluster. The acceptance of the
monotypic  Guemnogscoidens  also seems  highly
questionable as was argued by won Arx (1957).
Cymnogscoldens  petalosporus 8 very  similar to
Crmmmogseus boliviensis, differing in only 13 bpon the
region studied (5 98.0%), Both G, peralosporus and G,
boliviensis have ascospores arranged in a petaloid
pattern in the asci and prodoce numerouws arthroconidia
in culture, In NJ, these two specics grouped with 59%
hootsteap support with (emnogscus reessil, with
boliviensis differing from this species in 74 bp and .
petalpsporuy differing in T8 bp, Gemnogscus reessti
appeared to form a subcluster with Lrcinocarpus
wncingis bt this grouping received a low bootstrap
support (44%), LT wncinarus was recently discussed by
Udagawa & Uchiyama (2000a) and on the hasis of the
presence of a lattice-like peridium, coiled ascomatal
initials.  and smooth-walled ascospores, it was
comsidered bemer accommodated in Covmnoascuy than
in Chcinocarms,

Two recent studies based on analysis of sequences
of the 58U fDNA (Sugivama er al.. 1999) and LSU
TOMNA genes (Sugivama & Mikawa, 2000) did not
support Currah’s taxonomic scheme. In the first study.
Gymnaseella fvalinospora (Koehn, Orr & Ghosh)
Currah and Crvmnoascoidens petalospores were placed
in the same group. which was revealed as being
penetically closer to Gymnoascus reessil than to other
species of Gymnascella, eg., 0 G aurantiaca Peck.
All these species, however, consistently elustered with
4 high bootsirap support, In the second study the
topology  of the tree was different. showing
Cymnascella hyalinoespora grouping with Gummoascos
reessil and  Commoarcoideus  petalospories while
Cymnascelle cftving and  several other species of
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Cvmuascella. eg., G aurantioca, Tormed a separate
clade.

Von Arx’s taxonomic scheme

Won Arx (1986} had a broader concept of Gyminoascuy
than Currah  did; he considered Arachriorus,
Gumnascelln and Gymmoascoidens 1o be synonyms.
However, he accepted Norasimirella, which he
distinguished from Cuvmrooscus by its unequally
bivalvate, hyaline ascospores, obovate asci formed
from croziers, and frequently stipilate ascornata. He
included three species in the genus, N marginospora
(Kuehn & Ored Arx, N poonensis Thiramalachar &
Mathur and N fvalinospora (Koeehn, Orr & Ghosh)
Arx. According to Currah (1985), the first two species
are identical.

Our molecular  analyses did not support a
distinction hetween MNarasimbella and Gemmoascus.
For cxample, N. marginospora was genetically closer
to Gvmnoascrs punciatus (Dutta & Ghosh) Arx than
to  Navasimhella  fvalinospora (Fig 1) N
marginospara and . pumctatus differ only in 24 bp,
and N marginospora and N, Avafinospora differ only
in 27 bp. The unequally bivalvate ascospores
considered to be a key [eature of Narasimbelfa by von
Arx (1986) are not always observed in  these
organisms; for example Norasimbella sp. strain CBS
12578, which von Arx included in N, marginospora,
has smooth ascospores (Figs. 2,3).  This strain 15
further discussed below.

Owur proposal

Taking into account the discrepancies between the two
dominant morphological taxonomic schemes for the
Onygenales and our molecular analvsis as well as
those of Sugivama et al (1999) and Sugivama &
Mikawa (2001}, we have elaborated a new proposal
(Fig. 1Ch It is based on a combination of molecular
and morphological data. Our decision is that 1t is most
reasonable to consider all the species included in the
main monophyletic group in our analysis as belonging
to a single genus. The name Owmmoasens has
nomenclatural priority  and therefore  dracfimiofy,
Gympascella,  Gymnoascoidens  and  Narasimbella
should be considered synonyvms.

This proposal unifies the previous proposals and
imphies a minimum of nomenclature changes. Only
two new combinations are nesded, and thev are now
made below,

Gymnoeascas fiyalinosperus (Koeehn, O & Ghosh)
Sole, Cano & Guarro, comb. nov. (Fig. 4h)
= Peewdoarachnions hvalinesporus Kuehn, Orr & Ghosh,
Mycopathol. Mycol, Appl, 14:215,196]1 (hasionym)

= Arachnioms halinosporas (Kechn, O & Ghosh)
Apinis, Mycol. Pap. 96: 41, 1964

MOLECULAR TANOMOMY OF GFMNOASCLE

= Narasimhella hvalinospora (Kuehn, O & Ghosh) v
Arx., Persoonia 6 373, 1971
= Rollandinag hyalinospora (Kuehn, Orr & Ghosh) Roy et
al.. 1 Subramanion (Ed. ) Taxonomy of Fungi {Proc. int
Svmip, Madras, 1973), 1:221, 1978

= Ormuascello hyalinospora (Kuchn, O & Ghosh)
Currah, Mycotaxon 24:84, 1985

Gymmoascus marginospores (Kuehn & O ) Solé,
Cano & Guarro, comh. mov. (Fig, 4k)
=  Peewdoarachnionrs  marginesporns Kwebn & O,
Mycopathol. et Mycol. Appl. 19:257. 1963 (basionym)

= Arachiiotus marginosporus (koehn & Orr) Udagawa,
Trans. Mycol. Soc. Jap. 10:103, 1970

= Narasimhella peonensis. Thirumalachar & Mathr,
Swdowia 19: 184, 1965

Uchiyama er al (1993) described the new species
Gymnascella  faponica  Uchiyama,  Kamiya &
Udagawa chamacterized by colonies with a wvery
restricted  growth, yellow to orange ascomata and
irregularly shaped and often inequilateral ascospores
with a tuberculate wall. On the basis of the criteria
established here we consider this species to belong to
Gymnogscns and the following new combination is
proposed:

Gymapogscus  japericus  (Uchivama, HKamiya et
Udagawa) Solé, Cano & Guarro, comb. nov. (Fig_ 4i)
= Gymnascells japorica Uchivama, Kamiva ot Udsgawa,
Mycoscience 36:211,1995 {basionym)

A detailed examination of the strain Narasimbella sp.
CBS 12578 revealed that it is different from the
species hitherto described and therefore it is proposed
A5 8 Mew species.

ymnoascns armeniocus Solé, Cano & Guarro, sp
nov, (Figs. 2, 3, da).

Etyvm.: armeniocus (L)~ tangerine, referring to the
colour of the colonies

Colonige in agare "PDM® in cemiro elevaloe. radiato-
sufcatae, brinmeodurantiacae, cum margiribus granmlosis,
Ascomata disoreta vel confluentia, globosa, J00-750 tom
dicimn.. initio flava, cum maturant, brunnea. Peridii yphae
hyvalinge, [oeviae vel mberculaiae, crasse mnicatae, 3.2-4
i diam. Asci ectospori. subglobosi, evanescerites, 7-9 x 6-
& pm. Ascorporae hyvalinae  vel  pallide Brunneae,
lemticalores, 3.2-4 © 1.5-2.5 g, faevioe,

Ananrarplios is abest

HCLOTYPUS: IMI 386570 ivadans ex macropl slerdorg,

India.
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Colonies on PDA attaining 50-53 mm diam in 21 4 at
room temperature, slevated in the central area, folded
radially, vellowish brown (5D6) at 30 d, marginal
zone with geanulation; big (4 mm diam) grevish green
{22C5) exudate drops were produced afier 30 d of
imcubation.  Reverse colour grevish orange (5Ba),
centre yellowish brown (3D6). Ascomata distinetly
stipitate, discrete or confluent, globose, 400-750 pum
diam, yellow to light tangerine at maturity. Peridial
hyphae hyaling, smooth to tuberculate, thick-walled,
32-4 pum broad. Asci S-spored, evanescent,
subglobose, 7-2 x 6-F pm diam, hyvaline to pale
yellow. Ascospores hyaline to pale brown, lenticular,
324 x 1.6-24 pm, smooth, without rim or furrow,
Anamarph lacking,

Colonies on PCA attaining 34-40 mm diam in 21 d
at room temperature, elevated in central part, white
and shightly powdery at first, becoming yellowish
white (4A2) with mature orange spots, cottony and
strongly  fumiculose, margin regular and  defined;
reverse light orange (5A5), Ascomata maturing within
25-30 d, forming irregular flocei (3-5 mm diam.)
uniformly distributed on the colony. Colonies on OA
35-40 mm diam in 21 d at room temperature, plane,
hvaline, no ascomata produced. Reverse greyish
crange {5B6), yellowish brown (5D6) at centre.

At 377 C the growth rates and features are similar
to those seen at room temperature, At 15° O colony
growth is relatively slow (22-25 mm diam. in 21
days). There 15 no growth at 45° C. The species is
keratinophilic and tolerant of eveloheximide,
HOLOTYPE: IM] 386370, kangaroo dung, India,
Living culture: CBS 12578  (deposited  as

Cymmnascelle velinospora),

Fig. 2. Coleny of Gymaoascus armenigons (1M1 3865700 on
2% potato dexirose agar at 3 days incubation at 25°C in L0
cm Petri dishes.
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Thizs species is morphologically similar to G
hvalingsporus, although the ascospores of the latter
have imegularly lobate-reticulate walls, best seen
under SEM, that under light microscopy appear to he
covered with scattened warts.,

According our molecular analysis, three species
previously considersd to belomg o Gimnoaseus
should be excluded from this genus. ymnoagscies
arrif, which 15 currently considered a species of
Aphanoascus, 15 one of them { Cano et al., this
publication page 153-164). This specics shows pale
brown to orange, discoid ascospores, with thickenings
at the poles and a shallow equatorial groove
omamented with evenly distributed small pits. Its
ascomata have a peridium at first made up of a
tenuous  mesh  of  hyphae, eventually  becoming
{lattened and turming into & hyaline to pale beige
membranous peridium  composed of a layer of
flattened cells. These features are never observed in
(rymnonscns. Based on the omamemation of its
ascospores, its  Chnsosporium anamorph, and  its
keratinophilic activity, Sigler er al. (1998) transferred
this species 1o Uncingcarpus. That proposal, however,
15 not supported by molecular analysis. Gymroascus
afatosporus, 8 species only known from a single strain
iznlated from the rhizosphere of Pemniserwm niphoides
Trim in India, was also excluded from the
Gymnoascus clade. We have examined this strain, and
consider it to be identical to Acanthogvmnomyees
princeps  (Udagawa & Uchiyama) Udagawa &
Uchivama, a recently proposed penus (Udagawa &
Uchivama, 2000b). ts ascospores are vellow to pale
brown. oblate, with a broad equatorial rim and polar
thickenings, narrowly sulcate with linear ridges and
finely  punctate over the entie  surface.
Acanthogymromyces differs from Spivomasiiv Kuehn
& Orr, in the following characters: it forms two kinds
of ascomatal appendages and finely sulcate, oblate
ascospores with & broad equatonal nm. The third
species excluded from the Gymaoascus clade was that
represented by the strain CBS 500.86, isolated from
soil i Spain,  In a previous study, we identified this
strain as Cvmmoascas Feficnlatne Sukal (Cano ef al,
1987) betause of its similarity to a strain from a
decaying cow hoof isolated by von Arx (1986) and
later placed under this name. Unfortunately, the type
specimen of G reticndatus 15 lost and a comparison
was nol possible. In any case, a more detailed study of
our strain revealed that it is morphologically very
different from Cmmoavcns spp. [t ascospores are
darker than those of Gymnoascus spp., and they have a
type of omamentation that 15 unigue in  the
Onvegenales, When woung, they have a wide
equatorial rim, which collapses when mature and
becomes an  mcomplete om owith  numerous
pronounced protuberances. This peculiar morphology
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0": gy | ; ; . 9
ig 3. Chmmoascus armenicons (1M1 3865700 a. Ascoma. b Ascomata initials, od Asci. ef Ascospores, a-te Momarsky
microscopy; d,F Scanning electron microscopy. Scale bars: a = 100 jm; bee =5 pmid = 2 jpm; 7= 1 pm.
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Fig 4. Ascospores of Gumnogscws spp. &, O, ovmeniocis. b G aurantiocns. ¢ G bofivienyis. d. . confinens, e, G citeimis. §
5. dankaliensis, g G, deveoeyi. b, G folinosporns, 1, G faponicus, [ G fitoralis, k. G mavginosporus, | G noduloes, m,
G. peialasporus. 0. G, puackaius. o. G, reeisi, p. G peber. g, G pecinatus, £, G wdagawae, Scale bar- 5 jm.

scems (o comelate with the great phylogenetic distance
seen between this species and the others included in
the present study. The ITS sequence of this species
differs from that of . reessii, the type species of
Gymunogscrs, in 138 bp. We have studied a second
strain (CBS 626.88). also isolated from soil in Spain,
which has the same features. Therefore, we propose a
new genus and species 1o accommodate these strains

148

TESTUDOMYCES Solé, Cano & Guarro, gen. nov.

Etym.: Testueds (L) turthe, referring to the morphology of
the ascospores under SEM;

Ascomata discreta, globoza, rubva-brunnea od niahritos
Hyphae pevidiales fvalinae vel rubrobrunnese seplalae,
ramosae. Axci globosi vel obovali, octosporali, cum partete
fenui sed resistente. Azcospovor lemlicnlares, verrucosge
cum crisia aegiuoriall, cun maturand, richrobunmeae
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Fig 5. Testudomyces verricosuy (CBS 50LE6). 8. Ascomata on PRA. b Ascoma. o, Asci and ascospores, €-1. ASCOSPOIEs, i
Stereo microscopy: b-g: Nomarski microscopy: hi: Scanning electron microscopy. Scale bars: b= 200 jim; c-ga = 10 pm; h =
1 pm. (The original source of Figs. 4h and 41 1s Cano of af, 1987,
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Fig.6. Testudomrces verrucosws, (CBS 300860, a. Ascus. b Different stages of ascospore arnamentation, Scale bar: 10 pm

Species typica: Testadomyees verrneosus Solé, Cano &
Chuarro

Ascomata discrete, globose, reddish brown when
mature, Peridial hyphae hvaline to reddish brown,
septate and branched. Asci spherical to obowvate, #-
spored, evanescent. Ascospores lenticular, verrucose,
with an eguatorial rim with protuberances, reddish
brown when mature.

Testudomypees verrncosus 5Sole, Cano & Guarro,
spowov. (Figs, 3, 6)

Etym.: Latin, verrucosus = warted, referrning 1o the
omamentation of the ascospores.

Colowlae in agarae "PDA"Y, in centro elevatae,  albag,
Ascomata discreta, globosa, 300-1500 ten diam., initio
alha, cum manerant,  rebrobrunnea.  Hyphae peridiales
fvalinage vel rubrobrunncae, 3-4.5 gm. seplatae, ramosae,
poufum compactae. Asci nwmerosi, botryoides, sessiles,
globosi vel abovati 15-H) pm vel 17-22 x 1417 g,
acfosport, cum portele fennd sed resiiienle,  Ascosporae
lewticilares,  VWerrucDioe ciE crisia rrc'qur.rﬂ:lr.'.r.n'r'. CHEE
mfierani, rubrabrunneae, 6-8 x 4.5-6 tm.

Ancamarphosis abesi.

HOLOTYPUS: IMI 331,244 isolaus ex solo, ' Adauhia,
Alicante, Spain,

Colonies on PDA attaining S0-60 mm diam in 21 days
at room temperature, white 1n the center and light
vellow (4A5) over the rest, plane and elevated in the
center, velvety, with uncoloured exudate drops of |
min diam. Reverse wellowish white (2A2) m the
marginal zone, reddish yellow (4A6) in the centre and
reddish  yellow (4B6) in the intervening arca,
Ascomata discrete, globose, 300-1500 jim in diameter,
white and lanose when young, reddish brown when
mature; ascomatal initials formed on aerial hyphae,
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small, composed of coiled branches, Peridial hvphae
hvaling to reddish brown, 3-4.5 pm broad, septate and
branched, usually sparse, occasionally nearly absent,
Asci very numerous, botryose, sessile, spherical or
obovate, 1520 pm or 17-22 x [14=17 um, B-spored,
with a thin, but rather persistent wall, Ascospores
reddish brown, lenticular, slightly verrucose, 6-8 x
4.5-6 pm, with an equatorial rim that collapses when
mature, becoming incomplete and bearing numerous
conspicuous protuberances (Fig 6). Anamorph lacking.

HOLOTYPE: IMI 331244 from garden soil,
I"Adzuhia, Alicante. Spain, February 1986, Living
strains: FMR 918 (=CBS 500.86), FMR 2226 (=CBS
626 B8y from forest soil, Vallbona, Castelldn, Spain,
April 1987,

Colonies on MEA, OA, PCA and SDA arc similar to
those grown on PDA. Colonies grown at 37°C are
similar to those grown at room temperature, while 15°
C colonies are slightly resiricted in diameter (22-25
mm diam. in 21 days). There 15 no growth at 45°. The
species 15 keratinophilic and  tolerant  of
cycloheximide.

Chymnpascus  reiculatus, according to the original
description by Zukal (Zukal, 1887) in German,
translated by wvon Arx (1986), is characterised hy
orange-reddish ascomata covered with a network of
hyphae., These hyphas are about 5 pm  hroad,
distinctly septate, and reddish; asci are botrvose,
nearly spherical, and about 13 pum: ascospores are
lenticular, yellow, and thick-walled about 6.4 pm
diam. In view of this description. &, reficulatis is very
different from Awxardferon reticulainm (Zokaly Orr and
Plunkett, with which it has sometimes been confused
{Currah, 1985). Auvarthron reticulatum has very small
(2.2-3.6 um diam) globose and reticulate ascospores
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and its peridial hyphae form a relatively structured
peridiom (Figs. 3-5 it Orr et al., 1963-h)

Even though Argchriorus is considered a synonym
of Ghvmroascus in the present work, we consider that
the recently described Arechiiotus insolitus Udagawa
& Uchiyama (Udagawa & Uchiyama, 2000-a} should
be excluded, We were unable to observe the holotype
of this species, but according to the very complete
deseription made by the authors it is evident that some
important morphological cheracters of this taxon are
not ypical in Gwnroasews, The most important
feature that separates 4. insalitus from Grmrdasens 15
the presence of oblate and pitted ascospores, which are

Key to (ymencascus species

MOLECULAR TAXONOMY OF GFYLMIASC LS

reminiscent of those of Urcinocarpus sensu Sigler e
al. (1998) or Aphanoascus,
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1. Colonies restricted: ascomata vellow: ascospores imegular in shape; ..., o JOPNKCILS
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3. Equatorial depression of the ascospores distinetly deep . venciann e rI0NEr
Equatorial depression of the ascospores Shallow ... s e enenees U CORTRRERS
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5. Ascospores hyvaline o pale yellow. ...

vireeens U, MViRROEDOF IS
)

Ascospores ) yellow, yellow orange or reddish brown .
6. Ascospores arranged in a petaloid pattern in the ascus; arthroconidia abundant . T
Ascospores not ammanged as above; arthroconidia scarce or Jacking ..o imnem e e e B

7. Ascomaia forming dense, orange-white uggregahnns asmspnm with a distinet cquaturml

thickening .. ... (. holiviensis
Ascomata discrete to tunﬂux:nt brorw to g.reennsh hmwn ascnspnrcﬁ w |1.h ne :quatmml
thickemng . R e et e oo 7. prefalosgroris
& Ascomata formed by thick-walled, well differentiated peridial hyphae with appendages. .9
Ascomata formed by peridial h]-'plml‘.' pwr]y differentiated from vegetative
hyphae and without appendages . 14
9 Ascomata with uncinate appendages, Chrysosporism anamaorph.... - (F, wncinatus
Ascomata with curved, hooked and branched appendages; anamnrph knckmg O reessil

10, Ascospores yellow-orange, smooth or slightly reugh, with an equatorial lhlckf.nmg band......ocneenins
Ascospores hyaline, smoodh, without equatonal thickenmgs ..

11, Asgospores with equatorial thickenings ..
Aseospores without distinet equatorial rhlckenmw-

12. Ascospores 6-5 x 4.5-3.5 jim, with a disinct narrow equatorial :hlr.k:nmgand with 'p-ula.r

thickenigs ...

Ascospores sma1]cr 1.'-1Ih-;Jl.|l pular lhuckemngs A B S S K S S R R PO

oo GF, IREIFEIROSPOYIE
- F. armeniacus

]
14

oo 7. dankaliensis
13

13. Colonies restricted; ascormata vellow 1o orange-brown; ascospores with o narrow

equatorial thickening .-

Colonies expanding: asc:}.-mata pa!n to Imght pml: b:-cummg me‘-l;-' mnge asci:uspmcs witha

broad equatomal band

o O fitteralic

1o CF. LN KTLES
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14, Ascospores lemon-yellow with polar thickenings ... . eitrinng
Ascospores of different colour, without polar thickenings ... RSN e e I

15. Ascospores oblate, yellow-orange to orange or reddish-brown; arthroconidia present ..o O divraepd
Ascospores discoid, vellow o polden-vellow; aleuroconidia present or not Lla

16, Colonies on PDA orange (0 ochraceoes; ascospores with 1r|'4.-g.u|u.r polar ﬂlTF-d.t-!.‘.-b"" {5, CRFaniicous
Colonies on PDA lemon yellow or pale; ascospares sroooth i 18

17, Colonies restricted; peridial hvphae with irregularly thick-walled elements with broad swellings

and constrictions at septa; ascospores measunng 3.8-5.2 x 2.1-2.3 pm, arranged in a petalond

puttem in the ascus,.

17, Colonies expanding: ]:lmq]la] h}'phm:- md:f'fcrch|atud Fn:lm vcgclntwl: Ilypha.: H.EDDEFIIJH:'S
measuring 4-5 x 2.3-3.5 pm, not areanged in 2 petaloid pattern .. &

o LF. Hedulosns

. AF wlaprrvae

Abbreviations used: T = ex-type sirain; CBS = Centraalbureau
waor Schimmelcultures, FME = Facultat Medicina de Rews; [FO =
Institute for Fermemation Osaka; IMI = Cabi Bioscience; UAMH
= Liniversity of Alberta Microfungus Collection and Herbarium,

Literature cited

Armnis, AE 1964 — Revision of Brish Gymaoascaceae. —
Mycol. Pap. 96: 1-56.

ARX, LA, vou |, 1986 — The ascomycets penus Gymnoaseny. —
Persoonia 13 173183

ARY, LA, voN , 1987 — A re-evaluation of the Eurotinles. —
Persoonia 13: 273300

Cano, 1, GuUarrO, ). & Fwousras. MJ, 87 — Some
k:mtinu‘rﬁlliu :rmgi from Spain, - M].-:q'rulholnj;in 10 163
16T,

Cang, 1 & Guamro, 1, 1989 — Two new keratinophilic
Azcomyeetes from Spain.— Stud. Mycal: 31: 61-67.

Curkad, RS, 1985 — Taxonomy of the Onygenales:
Arthrodermataceas, Gymnoascaceas, Myxotrichaceas  and
Oy genaceae.— Mycotazon 24; 1-2 16,

Esteocn, 10, AnTufia, O, FERRER, 5. & Rawmoy, [, 1980 —
Alamentc de  DMA EEI'II.'E"I'I-'IICI.J de Trir.bnp.[l_wm
menlagrophyies, — Rev. Iberoam. Micol. &: 6266,

FELSENSTEIN, 1, 1983 — Confidence limits in phylogenics: An
appronch using the bootstrap. — Evolution 3%:; TR1-741

Ficueras, ML & Guamen, T, |988 — A scanning electron
microscopic sty of ascoma developmemt in Choetomiion
malaysienre,— Mycologia 80: 298-3064,

Guarro, L, ULAG K. & YVeoey Ch pE, 192 — A new
keratinophilic Chwireeens from Bolivian soil— Mycotaxon
45 317 - 332,

Geng, J, Guinianon, LM, Guarro, 1, Poo, ©& Uk, Ko,
1996 — Mobecular characierization, relatedness and antifungal
susceptibility of the busidiomycetous Hormographiells species
and  Coprins cinevens from clinical and  environmental
sources.— Antonie Leevwenhoek 745057

Eantunra, Mo, 1980 — A simiple method for estimating evolutionary
rates of base substitutions through comparative studees of
nucleotide sequences. — 1. Mol. Eval. 16: 111-130.

Koruerur, A, & Wanscner, LH., 1984 — Methuen handbook of
colour. — Methuen Lid,, London.

KumMar, 5., TaMuma, K. Jakossew, LB & Nei, M, 2000 —
MEGA, Molecular evolutionary genetic anafysis v.2.1. —
Analysis  sofbware,  Bininformatics,  Sint-Martens-Latem,
Bielgium

152

Opi, GF., Kuenw, HH. & Proskert OA L 1963 3 — The genus
Gymemoaseis Baranetzky — Mycopathol, Mycoel. Appl. 21: 1-
18

Onrp, G.F,, Kugii, HH, & PLUSKETT, OuAL 1963 b — A new
genus of the Gymnoascaceas, with swollen peridial septo. —
Can. J. Bol. 41 1439-14346,

Sa1moL, M, & MEl, M., 1987 — The neighbour-joining method: a
new method for reconstructing phylogenstc trees. — Mal,
Biol. Evol. & 406425,

SpoLER, L., & Capmioiapl, LW, 1976 — Tawonomy of
Malbranctes  and  some other Hyphomyeetes  with
arthroconidia, — Mycotaxon 4; 345488,

SHILER, L., FLs, A L. & CARMICHAEL, JW,, 1998 — The genus
Uncirovarpis (Unygenaceae } and its synonym Serummeasporg:
ew concepts, combinations and connections w anamesphs in
Chrvsosporiunr, and [unther evidence of relationship with
Coceidivides immisie.— Can_ . Bor Te: 16241636,

UGy ama, M., OHara, A & Mikawa, T, 199% — Molecular
phylogeny of onygenalean fungi hased on small subunit
ribosnmal DNA (551 rDNA]) sequences. — Mycoscience 40
251-=258.

Suivama, M. & Micawa, T., HeH — Phylogenste anabyses of
the non-pathogenic genus Spiconnerid [Onygenacess) and
related onygenalean taxa based on barge subumit ribosomal
DMA sequences, — Mycosceeroe 42: 413-421.

Toospson, LD Hiccws, DG & Gmsow, TJ 1994 —
CLUSTAL W improving the semsitivity of progressive
multiple sequence alymment throsgh sequence  weighting,
pasitions-specilic gap penalties and weight matrix choice. —
Mucleic Acuds Res. 22:4673 — 4680,

Ucsnvama, S, Kamiva 5 & Ubwcaws, 5, 1995 — Five
onygenalean fungi from Japan.— Mycoscience 36: 211-220,
Unacawa, 5. & Uovama, S, 2000-8 — Taxonomic studies on
new or critical fungi of non-pathogenic Onygenales 3. —

Mycoscienoe 41- 303 - 311

Unagaws, 5. & LICHIYaMa, 5., 200kh — Amrﬁnm.'mnwljn':., a
new genus of gymnothecial Ascomycetes with sctae and
suleate ascospones, — Mycotaxon Ta- 411- 418,

Wi, TJ., Bruws, T, Leg, 5 & Tavior, [, 90 —
Amplification and direct sequencing of fungal mbosomal BENA
genes for phylogenetics. — Ppo 3153-322. fn: PCR protocols: a
guide to the methods and applications. Eds. M_A_ Ixsas, DLH.
GELDFAND, 1.1, SniskY, & T.J, WiITE — Academic Press,
Mew Work.

Zukar, H, 1887 — Uber cindge e Ascomyesten. — Verh mol-
ol Lies. Wien. 37: 349 - 44,




Resultados y discusion

4.3. Filogenia molecular de Gymnoascus y géneros relacionados

Objetivo: Llevar a cabo un estudio filogenético del género Gymnoascus y
géneros afines, comparar los resultados con los principales esquemas de
clasificacion del grupo y formular nuevas propuestas taxonémicas para
establecer un sistema de clasificacion mas natural. Para ello se realizo el
analisis de las secuencias de los espaciadores ITS1 e ITS2 y la regidn
5.8S del ADNr de diferentes cepas representativas del género
Gymnoascus Yy de otros géneros relacionados o que tradicionalmente han

pertenecido al mismo.

Articulo:*Molecular phylogeny of Gymnoascus and related genera”.
Solé M., Cano J., Pitarch L.B., Stchigel A.M. & Guarro J. Studies in
Mycology 47:141-152 (2002).

En este estudio se pretendia determinar las relaciones filogenéticas
entre las especies pertenecientes al género Gymnoascus Yy géneros
morfolégicamente similares (ver Tabla 1, del articulo). En el mismo se
incluyeron todas aquellas especies que fueron consideradas, en algun
momento, pertenecientes a dicho género (Currah, 1985; v. Arx, 1986), asi
como otros taxones que presentaban caracteristicas morfologicas
similares. El arbol resultante (ver Figura 1, del articulo) muestra que la
mayoria de las especies de los géneros Gymnascella, Gymnoascoideus,
Gymnoascus, Narasimhella y Arachniotus forman un grupo monofilético
bien soportado estadisticamente (87% de indice de bootstrap). Por lo
tanto, estos resultados estan en concordancia con el concepto definido
por von Arx (1986), de que las caracteristicas morfologicas del peridio no
son fiables como criterio taxondmico para la distincion entre géneros de la
familia Gymnoascaceae, (debido a que las mismas varian con las
condiciones de cultivo), en contraposicion a Currah (1985), quién
aceptaba los géneros mencionados como diferentes de Gymnoascus.

Tras el examen de las caracteristicas morfologicas de los taxones en
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cuestion, se propone considerar a los géneros Arachniotus, Narasimhella,
Gymnascella y Gymnoascoideus como sinénimos de Gymnoascus. Esta
propuesta de unificacion conlleva un escaso numero de cambios
nomenclaturales, proponiéndose las siguientes combinaciones nuevas: G.
hyalinosporus (Kuehn, Orr y Gosh) Solé, Cano y Guarro, G.
marginosporus (Kuehn y Orr) Solé, Cano y Guarro, y G. japonicus
(Uchiyama, Kamiya y Udagawa) Solé, Cano y Guarro.

Se considera que G. arxii debe ser transferido al género
Aphanoascus Zukal como A. orissi (B. Sur y G.R.Ghosh) Cano y Guarro.
Esta propuesta se encuentra sustentada tanto molecular como
morfologicamente, dado que este taxon exhibe un peridio rudimentario
formado por células aplanadas y ascosporas anaranjadas o parduscas,
con engrosamientos polares y un surco ecuatorial poco profundo
ornamentado con pequefias depresiones (SEM), y anamorfo
perteneciente a Chrysosporium, caracteristicas que nunca han sido
descritas para el género Gymnoascus. Gymnoascus alatosporus, otra
especie excluida del género, se considera morfolégicamente indistinguible
de Spiromastix princeps Udagawa y Uchiyama, posteriormente
renombrada como Acanthogymnomyces princeps Udagawa y Uchiyama
(Udagawa y Uchiyama, 2000).

La cepa CBS 125.78 de Gymnascella hyalinospora ha servido de
base para la nueva especie Gymnoascus armeniacus Solé, Cano y
Guarro. Dicha especie es morfologicamente similar a G. hyalinosporus,
pero se pueden diferenciar una de otra por la ornamentacién de sus
ascosporas, observable mediante microscopia electrénica de barrido.

Otro aislamiento (CBS 500.86), identificado previamente como
Gymnoascus reticulatus por Cano y col. (1987), ha servido de base para
la propuesta del nuevo género y especie: Testudomyces verrucosus Solé,
Cano y Guarro. Dicha especie es facilmente distinguible de todos los otros
Onygenales por sus esporas oscuras y su peculiar ornamentacion, Unica
dentro del orden. El anillo ecuatorial, que es ancho cuando las ascosporas
son jovenes, se colapsa al madurar, dando origen a un anillo incompleto,

con protuberancias de gran tamafo. Estas diferencias morfolégicas se
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ven reflejadas en el arbol filogenético, difiriendo su secuencia nucleotidica
respecto de la de G. reessii (la especie tipo del género) en casi 140 pb.
Por ultimo, se propone una clave dicotomica para el total de las

trece especies aceptadas en el género.
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4.4. Pseudoamauroascus, a new genus of the Onygenales
(Ascomycota) Cano J., Solé M., Pitarch L.B. & Guarro J. Studies in
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STUDIES 1M MYyCoLoGy 47: 173-179, 2002

Pseudoamauroascus, a new genus of the Onygenales (Ascomycota)

1. Cano*. M. Solé, L.B. Pitarch & I, Guarmo.

Unitat de Microbivlogia, Faculiar de Medicing § Ciénctes de Ja Salwr, Insuret d " Estudis Avangars, Universitar Roviea § Viegils,

43200 -Fews, Farvagona, Spain.

Abstract: The new genus and species Prewdogmaurossens australivasis, was isolated from Avstrahan sodl. This fungues is
distinguished from other known taxa by producing the following combination of characters: white, spherical ascomata formed
by a network of thin, hyaline hyphae indistinguishable from vegetative hyphae; oblate, brown ascospores omamented with a
reticulum of conspreuons and anastomosed crests: and & Malbranchea anamorph.  Sequence analyas of the [BS rDNA and
3.88 r'NA genes supports the separation of this fungus from all taxa bearing some morphological similarty,

Key words: Pipudoamanroasous, P. qustraliensis, Onygenales.

Introduction

During a continuing study of soil-bome microfung
from different peographic regions, we isolated an
interesting fungus from Australian soil using the hair
baiting technique. The fungus had a clear afMiliation
with the order Onygenales, yet was inconsistent with
any genera currently incleded in this order. A detailed
study of the fungus growing on its natural substrate
and in axenic culture revealed sufficient differences
from existing taxa to warrant the proposal of a new
genus i the Onygenales (Currah, 1985 von Arx,
1986), The most distinctive feature of this fungus is its
peculiar ascospores, which are brown and oblate with
a very pronounced reticulum formed by conspicuous
and  anastomosed  crests, 11 also possesses @
Malbranchea anamorph. In order to assess if the
morphological  differences  from  similar  genera
comesponded 10 genetic differences, we performed a
comparative molecular study sequencing the 185
rDNA and 588 rDNA and nbosomal  internal
transeribed spacer (ITS) regions of the proposed new
fumgus and some related taxa,

Materials and methods

Sampde locality and fingal lsolafon.  Soil samples
were collected at Mount Lofty, near Adeclaide, South
Australia, in Australia in March 1994, Collections
were taken mainly from the superficial layer of soil

*Corresponding  awhor: De. J. Cane.  Unitat de
Microbiclogia, Facultat de Medicina @ Ciéncies de la Salut,
Universitat Rovira @ Virgih, 43201-Reus, Tarragona, Spain
E-mail: jfclimastor.urv.cs

with sterilised polyvethvlens bags. Prior to their study
in the laboratory, the samples were placed in a
refriperator at 4-6°C. The hair baiting method
described by Vanbreuseghem (1952} was used for the
isolation of the keratinophilic fungi, with horsehair
used as the source of keratin.

Morphological stwdy. The technigues vsed in this
study were the same as those described i Cano ef af,
(this publication page 165-172). Briefly, the culture
media used for colony description were Sabouraud
dextrose agar (SDA), catmeal agar (OA), potato carrot
agar (PCA), potate dextrose agar (PDA), phytone
weast exfract agar (PYE), Sabourawd diluted salts
mediom (TK) and malt extract agar (MEA) (Cano er
al., 2002).

Tolerance to cycloheximide (0L04 %4} was tested using
the Mycosel medium (MYC; BBL, Cockevsville,
LsA) Keratinolytic capacity was determined after
Ajello and Georg {1957),

Strains and DNA extraction. The straing wsed in this
study and the GenBank accession numbers of the
sequences are shown i Table 1. Fungal DNA was
isolated as deseribed by Cano er of. (this publication
page 165-172).

DNA  amplification.  In  the amplification of the
fragiment corresponding to the 185 rDNA gene we
used the primers NS1 and NS24 (White e al,, 19903,
and for the ITS regions and 5.85 rDNA gene the
primers ITS 5 and ITS 4 {(White ¢f al. 1990}, The
protocol used for amplification was described by
Henrion ef al. (1994) with some modifications {Gené
et al, 1996). The product was purified using the
Geneclean kit (Bio 101, Toshua Way Vista, CA, USA)
and stored at -20°C until used in sequencing.
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Table 1. Strains of the different genera used in this study.
Name Strain Ribosomal | GenBank accession

gene

Psewdoamauroascus australiensis IMI 370014 588 Al 131787
Arrarthron preudoreficnlaim LAMH 3117(T) 5.85 AJ2T71420
Awvarthron kuehnii AMH 3115 5855 AJ2T71422
Awxarthran kiehnil RV 22810 588 AJ2T1424
Awxarthron kuelnii FARAR 4053 5ES AJ2T1427
Amguroascus ablatus UAMH 2296 585 AJ2T1421
AMAUroEsCHs PUrpuress TFO 32622 585 AT 271564
Nannizziapsis albicans 1M 155645 588 AlXT1432
Amiguroascus volatifis-parelis LAMH 3406 585 AJINITE
Mallochia echinulata [FO 3182 i85 A 271562
Avxarthion sp RV 24809 285 AJ 271425
Awxarthron prewdoauwearthron IFC 31701 585 AJ 271572
Amaurascopsis perforatis RV Z4B13(T) 585 AJ 390377
Avhanoascis Reratinophilis M 319010 585 AJI133436
Preudoamauroascous australiensis IMI3T0015 155 AJI31TEE
Uncinocarpus reesii In1 21 1205 185 L 27991
Awrarthros confligaiim FMR 5547 |ES AJ3ISIT4
Amaurascopsis perforanis IMI1 350687 155 Al315171
Crenomyces servaius [FO 31712 155 129391
Ajellonypcer dermetiticlis CB5 124.34 |85 X 59420
GVMnOasCis MArgInespors CBS 39371 | 185 | Al 315168
Aphanogscus fufvescens FMR 2179 | L85 | Al 315172

Abbreviations used: T = ex-type stram; CBS = Centraalbureau voor Schimmelcuiures; FME = Facultat Medicina de Rews; [FO = Instinte
for Fermentation Osaka; IMI = Cabd Bioscience, UK UAMH = University of Alberta Microfungus Collection and Herbanum; BN = Institut
de Médicine Tropicale “Prince Léopold™.

Table 2. Pairwise sequence similariiy (%) of the 185 rDNA of taxa of Tahle 1.

;
" % »
: : £ |
% = ) E
= & = B | E =
I g B
= i_ B ] E.
g |E g g ; g
z =
L 1ELE G
= ~ H
RERLRESE N
= =
Aphanoaseuy fudvescens = ™ =
Lincimocarpus reesid GHT . - - - £ = F
Peendoamaurcascus australiensis | 988 | 983 | - - - -
Awcarthron comjupatum QB2 | 879|977 - - . - -
“Clemomyces serratus 97.5 | 968 [96E (970
Gymmoarcies Margingiporis OR7 | 965 |U64|0632|970| - | -
Afellomyces capselatus Q7.6 [ 975 (973|972 (974 (074
Amaurascopsis perforatus T [ 967 | 969|944 | 069|066 (973

174




Resultados y discusion

Restriction analysis was according o de Hoog e af
(20007, The enzvmes used for restricting the TS, 583
|85 regions were the same as those given by Cano ef
al. (this publication page 165-172).

DNA sequencing, The protocol used for sequencing
wilized the “Tagq DyeDeoxy Terminator Cycle
Sequencing Kit" (Applied Biosysterns, Gouda, The
Metherlands). Reactions for the ITS regions and 5.85
tDMNA gene were performed according to Sclé e al.
(this publication page 141-152). For sequencing the
185 rDNA fragment we used eight different primers:
MS1, NS2, NSISUCB, NS20UCE, NS2IUCB,
NS22UCE, NS2IUCE and NS2UCB (White et al.,
1990 Gargas & Taylor, 1992) and the products were
mn on a 310 DNA sequencer (Applied Biosys-
tems). The consensus sequences were obtained using
the Autoassembler program (Applied Biosystems).
The sequences were aligned with Clustal W (version
1.5} of multiple sequence alipnment computer
program {Thompson ef af, 1994). Any necessary
adjustments for improvement were made by eye.

Phvlogeneiic analysi., Sequence analyses using the
Neighbour-joining method {Saitow & Ned, 1987) were
performed with the MEGA 2.1 computer program
(Kumar er al, 2001) with the Kimura two-parameter
model, including transitions and transversions and
with parwise deletion for the treatment of the
handling gaps‘missing data, Confidence values for
individual branches were determined by bootstrap
analyses {1000 psendoreplicates).

Results and discussion
TAXONOMY

PSEUDOAMAUROASCUS Cano, Solé & Guarro,
fen, v,

Etwm.: Psende (L) -similar 1o the genus Amauroascs.
Ascomake pon catiolaty, sphaevica. alba. Peridinm Ayphis
anastomosaniibuy, non  diffeventtans,  eewibus,  hvalinis
conrtexium. Asef oclospori, globosi vel subglobocd, faaling
vel  Bewrmel,  evanescentes.  Ascosporas  unicellulares,
ablatae, sublyvalinge vel brunneae, frvegularirer reticulatae.
Ancemorphosiz: Mafbranchea sp.

Species tpica:  Psendoamauroascus  australiensis
Cano, Solé & Guamo

Ascomata non-ostinlate, spherical, white. Peridium
composed of a network of anastomosed, undifferenti-
atedd, smooth, hyaline hyphae. Asci 8-spored. globose
to  subglobose, hyaline to  brown, evanescent,
Ascospores one celled, oblate, subhyaline to brown,
irregularly reticulate.

Anamorph: Malbranchea sp.

PREUINMMA URCASCUS, A NEW GENUS OF THE ONYGENALES

Psewdoamauroascus  austraficnsis Cano, Sole &
Guarro sp. nov. (Figs 1,2)

Etyim.: anstraliensis latinized from the name Australia
referring to the country of the type locality.

Fingus homothalficus. Coloniae in agaro cum decocto
tuberorum ef carafgean (PCA] 20 mm diam. pose 14 dies,
albae, cottoneae. Ascomata in medio IMIMersd, REMErosd,
glotosa, soliteria, afba, 900-1100 e digm.  Peridium
Iphis  mowm  differensiany,  hvaliny,  septaris,  ransosis,
temuitimicatis, laevibus, 3-4 m lafis  comlextum. Asc
octoapari, globosi vel suhglobosi  Rvalint vel  fTavi
evanescentes, 7-9 % 7-8 um digm. Ascosporae uricellulores,
oblaime,  subfvalinge  wel  brunnede  cumo maieranl,
irvegulariter reticulatae, 4-4.5 & 3-4 pom, Ceratinophulica,
Anamerphosis:  Arthroconidie  hyaling  vel  subivaling,
temeitunicala, laevia, (3.53-)4-6 x 2.1-2.5 (-3.5) pm.
Holatvpus: 1ML 370004 iselatus ex solo, Mowm! Laojfty,
Awsrralia, 994

Homaothallic, Colonies on PCA restricted, attaining 20
mm diam in 14 days at 25°C, white, cottony, with
numerous ascomata, located mainly on submarginal
region. Vegetative hyphae septate, hyaline, simple or
branched. thin- and smooth-walled, straight and 2 - 3.5
pm in diameter. Racquet hyphas present. Ascomata
immersed i the aerial mycelom, globose, discrete,
S3-1100 pm in diam, white, matunng after 21 days.
Peridium composed of a network of undifferentiated,
hvaline, septate, branched, thin walled, 34 pm broad
hyphae, Asci B-spored, globose to subglobose, hyaline
to wellow, evanescent. 7-9 x 7.8 Um. Ascospores
unicellular, oblate, 445 x 34 pm, subhvaline to
brown  when matere; wall irregularly  reticulate,
formed by conspicuous and anastomosed ndges, 5-%
conspicuously demarcated meshes per spore diameter
inn face view, reticulations polygonal, 2.5-6 pm wide
and (,5-1.5 pm high; on the spore surface within each
rmesh lacuna there 15 another, much smaller reticulum

seen only under scanning electron  mocroseopy.
Keratmophilic.
i
frd
BN e L 1II:H|.:|L:|L'|::- = =]
g o
% ’ %
- {:-,*:I

i

Fig 2 Malbranchea anamorph of Presdoamaurocesces
australiensiz (1M1 370014 ), Scale bar = 10 pm.
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CANOET AL,

(1)

Fig, 1, Peryrdoamaeroasows austrativesis (IM1 370014). a. Colony on 2% potate dexisose agar after 21 davs incubation a8 25°C in 10 cm
Petri dhshes. be i Ascospores. d. Initial forms. e Asci £. Persdial hyphae b,c: Scanning electron micrascopy, d-g: Nemarski microscopy
Scale bars: b= 2 pm; € = Jpm; d-g = 1um.

1 76
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Anamorph: Arthroconidia bome on the main hyphas
and on straight or slightly arcuate lateral branches,
cylindrical, hyaline to subhyaline, thin- and smooth-
walled, solitary or in chains, (3.5-) 4-6 x 2.1-2.5 (-3.5)
pm, Terminal conidia solitary and clavate (3-) 4.5-5 (-
6% 2-2.5 (-3 um.

HOLOTYPE: from soil, Mo Lofty, Auswalia, 111994
(M1 370014) Isotype: FMR 5482, Ex type culture; UAMH
2392

Colonies on PDA attaining [5-25 mm diam. in 14
days at 25 "C, densely cottony in the centre and
scarcely cottony over the rest, flat, elevated in the
centre, white in the centre and yellowish white (4A2;
Komemp & Wanscher, 1984) in the margin; reverse
reddish vellow (4BT).

Colonies on 04 attaining a diam. similar to that of
colonies on PDA, scarcely cottony in the centre with
small granulations over the rest of the colomy, flat,
umbonate at the centre, white; reverse white,

Colonies on TK with features similar to those seen
on OA. The reverse is pale yvellow (3A3) in the centre
and vellowish white (3A2) on the margin.

Colonies on PYE similar to those on PDA, but with
crateriform central portion and with reverse brownish
vellow (5C7) in the centre and hght vellow (4A4) on
the margin. No growth was observed at 12°C or 45°C.
At 37°C the growth was very restricted. 18-19 mm
diam. The fungus was moderately keratinolytic and
did not show cellulolytic capacity. It was tolerant of
cycloheximide,

PRECTOAMAURGASCUS, A NEW GENUS OF THE ONYGENALES

Discussion

The new genus Preudodamaunroascies shows a certam
resemblance  to Amawroascus  Schroeter o s
peridium, which is composed of a network of
undifferentiated hyaline hyphae. On the other hand,
the ascospores of the new taxon are oblate, which is
not usual in Amauroascws spp. The latter genus only
has one species with oblate ascospores, dmauroascus
abfatuy Cano & Guarro (Cano & Guarro, 19%09). This
species has very small ascospores (2.25-3 x 2-2.5 pum),
omamented with a very regular reticulation. In the
phylogenetic tree obtained from the analysis of the
ITS regions and 5.85 rDNA gene (Fig. 33, 4. oblatus
was placed at a great distance from the new taxon,
which would support the placement of these species in
different genera. The omamentation patterm of the
ascospores of £, australiensis 15 similar to that of the
Amauroascns purpireny Ito &  Nakagini (1o &
MNakagirt, 1995), but in this species the ascospores are
globose with frilled rims that give giving an
irregularly reticulate appearance, similar to that seen
on a rumpled sheath. Additionally, the ascomata of
A MEUEraascus p.urpurﬂ:.‘; are ]JLL'I'P]&. J“ FHJ:PII'J"E‘H_‘:' WS
shown by sequence analvsis not o be closely related
to P australiensis {Fig. 3).
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Paeirdoamanroascns australiensiv M1 370014
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Fig 3. Meighbour-joining unrooted tree based on nuclestide sequences of the ITS region and 2 85 rDNA gene of differemt epecies
morphologically similar to Prevdoamanroascus australiensis, Branch lengths are proportional to distance. Bootstrap replication frequencies

wre indicated in the intermaodes.
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,ﬁil—— Aphanoascus fulvescens FMR 2179
T3

Fseudoamauroascus australiensis IMI 370014

9%

Uncinocarpus reesil IMI 211205

Auxarthron conjugatum FMRE 5567
Clenomyces serratus [FO 31712

Amavrascopsiz pevforatius RV 24813

39 _I Gymnoascus marginosporus CB3S 393.71
45 Ajellomyces dermatitidis CBS 12434

oS

Fig 4. Meighbour-joining unrooted tree based on nucleotide sequences of the 185 rDNA gene of different genera related with
Peencdvamauroasews. Branch lengths are proportional 1o distance. Bootstrap replication frequencies are indicated in the
internodes,
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Fig.5. Prendoarmmiroascus australiensiy (IMI 370014). Restriction map of the ITS region and 5.85 rDMNA gene.
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Fig.6, Prewdogmayroascus gqusiraiensis (1M1 370014). Restriction map of the |85 rDNA gene.
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Another  morphologically  similar  genus s
Aphanoascus Zukal, particularty 4. keratinophilis
Punsola & Cano (Cano & Guarro, 1990) since its
ascospores are subglobose to oblate, with a reticulate-
alveolate wall and with small verrucae inside the
meshes of the reticulum. But the species of
Aphanogscis are clearly morphologically
differentiated from P ogustraliensis because all of
them have a pseudoparenchymatouws or membranous
peridium.Fig. 4 shows the phylogenetic tree ohiained
from the 185 DNA sequence analysis of several
species  of  Onygenales.  Peendoomaurogscis
australiensis clustered with Uneinocarpus reesii Sigler
& Orr and Aphanoascus fulvescens (Cooke) Apinis,
The three specics share oblate ascospores with pirted
of reticulate ormamentation. They can be clearly
distinguished by the types of peridium they form.
Peridia are membranaceous in Aphancasces, poorly
differentinted in Preudoomauroascus and absent in
Uncinecarpus Sigler & O dwxarthron kiehnii (Atx)
Solé, Cano & Guarro, which showed the pendium
most similar to that of the new species, was placed in a
different cluster. This suggests that the type of
peridivm formed has low taxonomic value, e that
the characters that are traditionally used to distinguish
genera in this fungal geoup relatively readily undergo
evolutionary convergence.

The analysis of ITS and 5.85 rDNA sequences
confirmed the differences separating the new taxon
from the other 11 species of Onygenales tested (Fig 3).
In the phylogenetic tree, . australiensis formed a
cluster with Aphanoascus kevarimophiluy with a 100%
of bootstrap value. The two species, however, were
phylogenetically very distant from each other (116
bp). Restriction maps for relevant ribosomal DNA
regions are shown in Figs. 5 and 6.
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4.4. Pseudoamauroascus un nuevo género de los Onygenales

(ascomycota)

Objetivo: Se describe un nuevo género en el orden Onygenales, y se
estudia la situacion taxondmica del mismo discutiendo las relaciones
existentes con diferentes géneros en base al analisis de secuencias del
ADN:T.

Articulo:“Pseudoamauroascus, a new genus of the onygenales

(ascomycota)” Cano J., Solé M., Pitarch L.B. & Guarro J. Studies in

Mycology 47:173-180 (2002).

Se describe el nuevo género Pseudoamauroascus a partir de una
cepa aislada de muestras de tierra de origen australiano mediante el
método del anzuelo de queratina.

Este género presenta un peridio similar al género Amauroascus,
formado por un entramado de hifas indiferenciadas. Ambos géneros se
diferencian sin embargo por la morfologia de sus ascosporas, ya que el
patron de reticulacion de la superficie de las ascosporas del género nuevo
es irregular, formado por crestas, y no se observa en ninguna especie de
Amauroascus. Tras el estudio del gen 5.8S del ARNr y las regiones ITS1
e ITS2 de Pseudoamauroascus, Yy de diferentes especies de
Amauroascus, Auxarthron 'y otros géneros morfolégicamente
relacionados, se verificd que dichos géneros estan filogeneticamente muy
distantes. La ornamentacion de las ascosporas de la especie tipo que
aqui se describe, Pseudoamauroascus australiensis Cano, Solé y Guarro,
es similar a la que presenta Amauroascus purpureus Ito y Nakagiri, pero
las ascosporas de esta ultima presentan un reticulado con borde sinuoso
(“frilled rims”) y son esféricas. También es facil la distincion entre ambas
especies por sus ascomas, ya que en el caso de Amauroascus purpureus
es de color purpura (como indica la etimologia de la especie) y el de P.

australiensis es de color blanquecino. Otro género con el que guarda
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cierta similitud es Aphanoascus, concretamente Aphanoascus
keratinophilus Punsola y Cano. Ambas especies presentan ascosporas de
subglobosas a obladas, con una pared reticulada-alveolada y con
pequefias verrugas dentro de los alvéolos. Pero se diferencian claramente
en que las especies de Aphanoascus tienen un peridio
pseudoparenquimatico (0 membranaceo) y Pseudoamauroascus, como
fue mencionado, presenta un peridio formado por un entramado de hifas
indiferenciadas.

Con el objetivo de intentar estudiar las relaciones filogenéticas
entre Pseudoamauroascus y otros géneros de Onygenales, se han
analizado las secuencias del gen 18S del ARNr, el que al presentar un
mayor grado de conservacion lo que lo hace idéneo para dicha finalidad.
Se han comparado las secuencias del nuevo taxon con las de las cepas
de Uncinocarpus, Aphanoascus, Auxarthron, Ctenomyces,
Amaurascopsis, Gymnoascus y Ajellomyces. Segun este estudio, el
nuevo género esta molecularmente mas relacionado con Uncinocarpus y
Aphanoascus, concretamente con las especies U. reesii Siglery Orry A.
fulvescens (Cooke) Apinis que con el resto de géneros del orden
Onygenales. Esto se correlaciona perfectamente con las caracteristicas
morfolégicas, ya que las tres especies presentan ascosporas
ornamentadas con un patron de reticulacion con féveas, pero que se

pueden diferenciar entre ellos por el tipo de peridio que presentan.
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STUDIES IN MYCOLOGY 47; 165172, 2002

Castanedomyces australiensis, gen. nov., sp. nov., a keratinophilic fungus from
Australian soil

J. Cano*, M. Solé, L. B. Pitarch & J. Guarro

Unitar de Microbiologia, Facultat de Medicing @ Ciéwcies de la Sales, Tnscinus d'Extudis Avangats, Universitat Rovira @ Viegili
43200 — Reus, Favvagona, Spain

Ahstraet: Castanedmmyvess ausiraiiensis gen, nov,, sp. nov., isolated from Australian soil, is described and illustrated. The
outstanding characieristics of this new taxon are pilose, globose, non-ostiolate ascomata, with a membranous peridivm and
numercis seta-like appendages, and lenticular ascospores with a tuberculate wall and an equatorial crest A comparative
sequence analysis of the 188 rONA sene of representative species of some morphologically related penera demonsirated a
close telationship of Castamedomyces with Aphareascus, another onygenalean genus which also possesses a membranous

peridium, a feature found m only a few Onygenalean genera.

Key words: Casianedomyces ausivelionsis, taxonomy, keratinophilic fungi

Introduction

During our studies on keratinophilic fungi  from
different peographical regions and  habitats, an
interesting  keratinophilic ascomycete was isolated
from 2 soil sample from Australia. The species
features pilose ascomata with a membranous peridium,
as well as lenticular ascospores. This  unusual
combination of characteristics is not known so far in
the Ascomycota, For this reason, in combination with
confirmation of its distinctiveness 1n molecular
studies, it is considered a new genus of the order
Onygenales and is described below.

The Onygenales have been extensively studied by
various suthors (Benny & Kimbrough, 1920; Currah,
[9%5, 1988, 1994, 1995 and von Arx, 1987 ). The most
comprehensive study (o date is the review of Currab
{ 1983). Currah accepted 29 onvgenalean genera. Since
then, ten more genera have been described. They are:
Ovromyees Sur and Ghosh (Ghosh & Sur, 1985),
Malloehia v, Arx and Samson (1986), Monascelfo
Guarro and v. Arx (1986), Branneospora Guarmo and
Punsola (Guarro et af,, 1987), Bissoorvgena Guarmo,
Punsola and Cano (1987), Awmasrascapsis Guarro,
Geng and De Vroey (1992) Chamnostellatospore
Udagawa, Uchiyama and Kamiya {(1993) Polviolypea
Scott and Malloch (Scott er al., 1993); Bifidecarpus
Cano, Guarro and Castafieda (1994) and Neoarachmoe-
theco Ulfig, Cano and Guarro (Cano er all, 1997),
Some of these genera have recently been excluded

Comesponding  author; Dr. J. Cano. Unitat  de
Microbiologia, Facultat de Medicing i Ciéncies de la Salut,
Universital Rovira i Virgili, 43201-Reus, Tarragona , Spain.
E-rmail: jfeliciastor.urv.es

from the Onygenales or atherwise removed from
consideration in this comtext. Momascelle was shown
1o be related to the Pezizales (Stchigel et al. 2001),
Gymmostellatospora was included in the Mysotricha-
ceae, # family of uncerain position (Eriksson, 1999;
Vidal er af, 20000, and Branneospora and Chvonyces
were considered svnonyms of Uncinocarpus by Sigler
el gl (19971 The type of peridivm has been
considered a key character in the taxonomy of these
fungi. The majority of Onypenales produce
gymnothecia, ie., ascomata with an incomplete
peridium formed by interwoven hyphae. Only the
genera  Aphanoascis  Zukal and  Arechromyces
Malloch and Cain have a pseudoparenchymatous
petidium. Our taxon, which also has a psendoparen-
chymatous peridium, is clearly morphologically
different from these two genera. Analysis of 183
rDNA sequences supports its distinction from these
and other related genera.

Materials and methods

Sample origin and fingal solation
So0il samples were collected in Mount Lofty in
Australia, during the awtumn of 1994, Collections
were made mainly from the Ay sofl horizon, using
previously sterilised polyethylene bags, closed by a
rubber band. On returning to the lsboratory the
materials were stored at 4-7°C until wsed, The hair
baiting method described by Vanbreuseghem (1952}
was used for the isolation of the keratinophilic fungi.
Morphological study

The strains were grown on Sabouraud dextrose
agar {SDA: Pronadisa, Madrid, Spain), oatmeal agar
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TABLE 1. Strains of the different genera used in this study.

SPECIES STRAIN Arorssion n® EMBL
Arthroderama curreyi CHA 13R.26 EYETRIT
Ctewmmpeey permmus IFO&1712 U Masa|
e ipnduiroms petfmbas s UUAMEH 4152 L 19502
Arrewlarus Feber 1M1 EOHISE 3 AIR]5166
ARFCRTEEVEES AT CHS 32800 Ty AIRISI6T
Narasteebelia marginospenn CBS 3957uT) ALVIAEE
Ay Ty Feeral FME 6562 AJL15 189
Bysungiens strimasponi CBS 64260T) AJXISLTO
Asellomves devmmaitiiols CHS 13454 X SRk
AMAUFHNIPSI PerfarTies FMR 5449 AJ31S1TE
Aplarascus fulvescens FMIR 2179 AJ3IS1TZ
Apimisia queensiondic IMII 21673 (T} AlF15173
Awrarthron compugmium FMR 3567 Al315174
Brunmivpare reficwlalin IMEIEST44 Ty AJI15175
Bisraomymeta coraimoypiila IR 3TEMI2 AJ3I5176
Castaneaomyces aairalicns e IME 3T ST ALIISITT
Pertimatrichum famenre FMR 37789 ALIISIT7R
Bomigpvra favisyima IME 240706 L1 253495
Limcinorarpes Feeeil IMEZ 1125 L.27e91
Mesrospans crassa FMR 5141 X497

* T pype strain — * CBS Centraalbureau voor Schimmelcubtures
CABI Brosgienss -

(OA; Difco, Detroit., USA). potato carrot agar (PCA;
potato 20 g, carrot 20 g, agar 15 g, chloramphenicol
0.05 g, water IL), potato dextrose agar (PDA;
Pronadisa), phytone yeast extract agar (PYE; BBL,
Cockeysville, USA), Sabouraud difuted salts medium
(Takashio's medium, TK), (Takashio, 1972} and malt
extract agar (MEA; Difeo). Growth rate  was
determined between 12-45'C on OA and at room
temperature (22-25°C) for all media. Tolerance to
cyclobeximide {004 %) was tested using the Mycosel
medium  (MYC;  BBL, Cockeysville, LSA)L
Keratinolytic capacity was determined as per Ajello
and Georg (19570 Cellulolytic ability was determined
as the capacity to digest a cellophane membrane
placed over the surface of a PDA petri dish (Sigler &
Carmichael, 1976). Colour notations in parentheses
are from Komerup and Wanscher (1984). The
maorphological structures were measiured in water and
lactophenol, Scanning electron microscopic {SEM)
techniques were according to Figueras and Guarro
{1988).

Muolecular methods

Strains and DNA exiraction: The strains used in this
siedy and their EMBL aceession numbers are shown
in Table 1. When available, type or authentic strains
were used. Fungal DMNA was isolated as described by
Estruch &/ al (1989) with somec modifications
{Guillamon er al,, 19%9%). The strains were grown at
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28°C in 0.8 ml of Sabourawd broth contained in 1.5 ml
microcentrifuge tubes and shaken at 250 rppm. The
mycelium was washed with distilled water and
lyophilised and ground to a fine powder by macerating
it with single-use pipetie tips in 1.5 ml microcentrifuge
tubes. The powder was incubated for 1h at 65°C in 500
pl of extraction buffer (30 mM Tris HCI pH 7.2, 50
mM  ethylenediamine tetraacetic acid [EDTA] 3%
sodium dodecyl sulphate [5DS]). The lysate was
extracted with  phenol:chloroformasoamy]  alcohol
solution {25:24:1) and DNA was recovered by
isopropanol precipitation. The pellet was washed with
0% viv ethanol, vacuum dried and resuspended in TE
buffer (10 mM Tris HCL, pH 8.0, EDTA 0.1 mM]).

DONA  amplification: The fragment of the rDNA
comesponding to the 185 gene was amplified using the
primers NSl and NS24 (White e af, 1990). The
protocol used for the amplification was that deseribed
by Henrion er al (1994) with some modifications
{Gené ef ol 199%). The product was purified by the
GFX ™ PCR DNA purification kit (Amersham
Biosciences, Piscataway NJ, USA) and stored at -
20°C unti] used in sequencing.

Reswriction  analvsis:  Restniction  analysis  was
performed according to de Hoog er af (2000}, For the
fragment consisting of the internal transcribed spacers
(ITS) and ITS2 and the intervening 5.8 5 nucleic
rbosomal DNA gene, the ensymes used in digestions
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were Hinfl, Aaelll, Rzal, Ddel, Tagl, Adell, ffhal and
Hpall. For the 185 rDNA gene the enzymes used were
Hinfl, Rral, Ddel, Tagl, Hdell, Hhal and Hpall.,

Sequencing and phylogenetic analysis

The protocol used for sequencing was the “Tag
DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing  Kit”
{Applied Biosysterns, Gouda, The Metherlands).
Reactions were performed using the primers N8I
N52, NSI9UCRE, NS20UCE, NS21UCB. NS22UCE,
MNE2IUCE apd NS24UCE (White e of . 1990, Gargas
& Taylor, 1992) and were man on a 310 DNA
sequencer  {Applied Biosystems). The consensus
sequences were obtained using the Autoassambler
program (Applied Biosystems). The sequences were
aligned with the multiple  sequence  alignment
computer program Clustal W, version 1.5 {Thompson
et al, 1994} Phylogenetic amalyses using  the
MNeighbour-joining method (N1} (Sattou & Nei, 1987)
were performed with the MEGA 10 computer
program (Kumar e al, 1993}, Confidence values for
individual branches were determined by bootstrap
analyses (1000 psewdoreplicates). In the parsimony
analysis, we used PAUP (version 3.1.1.) (Swofford,
1991 ) with the heuristic search option. The robustness
of branches was assessed by bootstrap analysis with
10040 replicates.

Results and discussion
TAXONOMY

CASTANEDOMYCES Cana, Pitarch & Guarro, gen

FIQIN.

Aseomata  solitaria, #on  ostiolata,  sphaerica vel
subsphaerica,  rubrobrunnee. Perfdiom cum texiia
argeilars,  Appendices  reeti vel  flevvosi cum basi
semisphasrica Asel globosi vel  swhglobasi,  hvaling,
cvamescentes,  ocfospori,  Ascosporgg inicelftilares,
brurreae,  lemticulares,  chm oristis  eguatorialibu,
quherculosae. Statous asexualis igrois,

SPECIES TYPICA: Castanedomyces australiensis,
BT R,

Ascomata solitary, non-osticlate, more or  less
globose, brownish-red. Peridium psevdoparenchyma-
tous with texture angularis. Appendages siraight to
flexuose, tapering to the apex, with a hemispherical
base. Aseci globose to subglobose, hyaline, evanescent,
H-spored.  Ascospores  unicellular,  light  brown,
lenticular, with a prominent equatorial crest and with 2
berculate wall. Amamorph unknown.
ETYMOLOGY: named after Rafael Castafieda, an
ermment Cuban mycologist.

Type species: Castanedomyces australiensis, sp, nov,

Castanedomyces australiensis Cano, Pitarch &
Cuarro, sp. nov. Figs.1-7
ETYMOLOGY : australiensis relative to Australia.

Coloniae in apare cunt decocto fuberoram et oarotarm
CPCA T 30-40 wam post [ dies, Qavae, comoneas, funiculos
in centre colonige formaniibus; veversum colore simili
superficiel. Myveelfwm compositin ex hvphis dvalinis e
sublivalinis, ramosis, seplatis, laevibus, 2-2.5 g crassis,
Posr %00 dies videntur formae initiodes, anthertdio of
ascoponio  symmeirice infricata, Post 10212 dies
incuharionis i cemtro ef i spbmargine colomiae vidertay
ascomala 1 mycelio aerfo fmmersa. Ascomate sclifario.
numerara. non asiolata, globosa, cum appendicibes, flova
vel brunseorutra. [30-185 g diom,; paries pectdielis 4-10
g crasse, cren 2o 3 stealis, cum textura angrlaris, celfulis
fovobeunneis 5% g diam formats,  Peridinme
Favoruhren, cum  textura angiloris, 4-3 g crossum.
Appendices mumerad, fovorubed, cam bayi femisphoerica,
A-00 par clignn, i fofe ascomaris superficie occurrenies,
solitarii vel Bini, 6070 wh longl, v parte media 7-8
cressl, seprari, in basi lemiter ugosi el i celero Tneves,
aligui ramificationes simplices. prope basim kabent. Asei
actospar, globosi vel subglobosi, valini, ovanescentes, 11-
13 & 1i-12 pem diam. Ascosporae  wmicellulaves,
Tenticnlares, subfyalingae vel rubrohrunneae, tibercilosae,
cimr cristiy  equatorialibuy ef  cwm prerassalionis
podaribius 6Ty 45 v Sfatus avecialis fgnotus.

Holotypus- ex solo, Mownt Lofty, Seuth Australia,
THATO%d [T 370005, Isotypas: FME F484

Colonies on potato carrot agar (PCA) reaching 30-40
mm diam. in 14 days at 25°C, yellowish-white (M.
4A2-4AT), coltony; reverse yellowish-white (M. 4A2-
4A3). Mycelium composed of hyaline 1o subhyaline
hyphae, branched, septate, smooth, 2-2.5 um wide,
forming  [enicles in the centre of the colony.
Ascomatal initials coiled, appearing after 9-10 days of
incubation. Ascomata superficial to immersed in the
aerial mycelium, maturing after 10-12 days of
incubation in the central and submarginal zones of the
colony, solitary, more or less globose, pilose,
brownish-red, 130-185 um diam; peridium 4-10 pm
thick, 2-3 layered. structured as a textura angularis
composed of 5-9 pm diam., brownish-vellow cells.
Appendages brownish-red, with @ broad hemispheri-
cal base, single or in pairs, up to 15 in number,
distributed over the surface of the ascomata, 60-T0 wm
long, tapering towards the apex, 7-8 pm diam. in the
midregion, septate, slightly roughened at the base,
smooth over the remainder of the surface, sometimes
with a second appendage branching away near the
base. Aseci B-spored. globose to subglobose, hyvaline,
evanescent, 11-13 x  11-12  pm.  Ascospores
unicellular, lenticular, subhyaline to reddish-brown,
with a prominent equatorial crest and polar
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Figs. 1-7 Costaredomyess australienses (FMR 5484), Fig [, ascomata on PCA, (30 x). Figs, 1, 3, appendages ()
(2: bar = 23pm: 3: bar = 10um). Fig. 4, initial forms (N} (bar = 10um). Fig. 5, ascospores (N) (bar = 10pm). Figs.
&, 7, ascospores (SEM) (6: bar = 1pnm; 77 bar = 3pum).

Lik]
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Figs. 8.0,

thickenings and with a tuberculate-granulose wall, 6-7
% 4-5 pm. Anamorph unknown,

HOLOTYPE: from soil, Mount Lofiy, Australia,
I1/1994 (TMT 370015). Isotype: FMR 5484, Ex type
culture: UAMH 8386,

Colonies on (A and TK similar to those on PCA.

Growth on PDA, S8DA and PYE more restricted than
on POA, 15-25 mm diam. after 14 days of incubation,
colonies vellowish-white (M. 4A2-4A3), with regular
margin, dense, cottony. Mo growth at 12°C or at 43°C,
at 37°C more restricted growth than at 25°C (18-20
mim in 14 days). [ntolerant of cyeloheximide. Slightly
keratmolytic, not cellulolvtic,
A restriction map of the ITSLATS2 and 5.8 5 rDNA
gene is shown in Fig. 100 The length of this fragment
i5 595 bp. In nucleic acid base composition, it contains
138 A, 150 C, 157 GG, and 150 T. In location, TSI
extends from positions 29-236, 585 from 237-410,
and [T52 from 411-344. The restriction map of the 18
5 rDNA gene is shown in Fig. 11, This gene 15 1741
bp leng, consisting of 450 A, 366 C, 464 G, and 461
T.

Discussion

The major characteristics of the keratinophilic fungus
. australiensis unequivocally show that it is a
member of Onygenales (Currah, 19850 or of the
Eurotiales as defined in a broad sense (von Arx, 1987)
tr include the onveenaleam fungi. O awustrafionsis,
however, shows a combination of features that makes
it difficult to place it accurately in any of the existing
genera of these orders. The presence of ascomata with
a membranous peridium is unoseal in Onygenales:
such structurcs are otherwise only present in

L

a i o .
vinera coraiinmriala (ML 370021 ). Fig 8, ascus{bar =1

m} Fig. 9, ascospores {bar = 1 pm).

Apfrancascus and Arachnomyces. Aphanoascus, like
Casfanedomyces,  includes species with  lenticular
ascospores showing an equatorial crest and polar
thickenings {Cano & Guarro, 1990) Figure 12 shows
the tree that was obtained when the 185 rDNA
sequences of C. gustraliensis and of 19 related species
were compared using M1 The tree demonstrates that
O australiensis 15 phylogenetically distant from the
other species. It clustered  with  Aphanoascus
Sfufvescens, the branch containing both organisms had
a hootstrap value of 98%. In the 185 region, the two
species only differ by 15 nucleotides (Figure 13).
Ascomatal appendages are present in other genera
of Onygenales such as Uncimocarpms Sigler & O,
Awxartfron O & Kuehn, Afelfomyces McDonough &
Lewis and Crenonppees Eidam. In these penera,
however, the peridivm is incomplete, i.e., it is made up
of interwoven, anastomosed hyphas. Additionally,
none of these genera have ascospores with equatorial
crests. Phylogenetically, all are widely divergent fram
the cluster Fformed by A fifvescens and O
custraliensis, Ascospores with equatoral crests and
thickened poles are found i some species of
Chmmenarcus Bargnetzky, particelarly G ciirinus
(Massee and Salmon) v, Arx and ¢ dankaliensis
{Castellani} v. Arc, but these species can be
distinguished from C  ausirafiensis by  peridial
morphology, Arachaomyces, has a parenchymalous
peridium and also produces appendages similar to
those of Cavtanedomyess. But the peridium  of
Arvachnomyees is made up of two distinet cell layers,
an outer dark layer and an inner hyaline layer, and its
ascospores do not have equatorial crests or polar
thickenings (Malloch & Cain, 1970). Additionally, the
arthroconidial anamorph Onvchocela Sigler is present
in one species of drachnonipees, This genus is placed
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Flg. 11. Crstmedomices australionsie (FMR 5484). Restriction map of the 18 5 rDMA pene.

o0 Brunneospora reticufata IMI 315744
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T4

1 I__
Apinisia queensiandica IMI 121675

Uncinocarpus reesii IMI 211205
Castamedomyces australiensis IMI 370015

ag I
Aphanoazcus fulvescens FMR 2179

Renispora flavissima IMI 241766
Awuxarthron conjugatum FMR 5567
Pectinotrichum Nanense FMR 3779

— Byssoonygena ceratinophilal Ml 370021

Arachnomyces minimus CBS 324.70

i

Amaurascopsis perforatus FMR 5489

Afelfomyces dermatitidis CBS 124.34

Arthroderma curreyi CBS 138.26

—l

Crenomyces serratus IFO 61712

Arachniotus ruber IMI 100913

Gvmroascus pelalosoorus UAMH 4152
97 !FE Gymnoascus reesii FMR 6562
Narasimhella marginospora CBS 393,71

Byssoascus striatisporus CBS 64266

Neurospora crassa FMR 5141

Fig. 11. Meighbour-joining tree based on nucleotide sequences from the 185 DMA pene. Branch lengths are proporional o dislance.

Boodstrap replications frequencies are indicated above the infernodes,

far from Castanedomyees in the [BS tree, forming a
cluster with Syssoomagena with o bootstrap index of
4%, Currah (1985) sugpested the exclusion of
Arachnomyces from the Onypenales on the basis of its
apparently smoath ascospores and its gametangia that
differ strikingly from those of other members of the
Onveenales, Later, Sigler ef ol (1994) and Abbott e
all (1996) apain placed the genus in the Onyeenales,
family Gymnoascaceae. Our data support the inclusion

170

of Arachmameces in the Onygenales, although in our
analysis it shows a higher affinity to the Onygenaceas
than to the Gymneascaceae sensu Currah. In the tree,
Arachnamyces formed a cluster with the monotypic
genus Byssoonvgens, Bveroonymena cerafinophila iz
characterised by irregularly ellipsoidal ascospores that
are verrucose with a pitted wall (Figures 8, 9). 1t has a
rudimentary  pseudoparenchymatous  peridium.  The
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lamer fearure corroborates the inclusion of this species
in this clade.

Our  analysiz excluded  Swssoasews,  the only
member of the Myxotrichaceae congidered, from the
Onygenales. This agrees with the findings of
Segrvama ef al (1990, Eriksson (1999) considered
the Myxotrichacese to be a family of uncertain
prosition.

The members of the Onygenales included in this
study  were divided into four clades. With the
exception of the clade formed by Afellommyces
dermatitidis and Amawrascopsis perforarus, all were
supported with high bootstrap values, These clades
only correlate partially with the traditional taxonomic
scheme of Currah (1985), who divided the Onygenales
into four  families, the  Arthrodermataceae,
Gymnoascaceae, Myxotrichaceae and Omygenaceae.
He had considered primarily  their  ascospors
morphologies, the nature and occurrence of anamorphs
and the enzymatic capacities possessed by the various
taxa.  Ajellomvees.  included by Currah in the
Omygenaceae, is morphologically very different from
the other members of the family, and, as was
mentioned before, iz also phylogenetically distant. The
polyphyly  of Onygenaceae had been  mentioned
previously (Sugivama er o, 1999 Vidal er af., 20040),
The clade formed by Arhroderma  cuveyi and

Clenomyces  servafusy corresponds with  the
Arnthrodermatacese  senvy Currah, and  the clade
formed by Gymnoasens  ruber,  Gumnoascus

petalasporus, Gvmmooscns reesil and  Narosimbella
marginospora commesponds with the Gymnoascaceae,
However, in our opinion, this latter family is
superfluous because its circumscription s the same as
that of the penus Gymnoascns (Sole er ol this
publication page 141-152).  Currah {1994) proposed
the inclusion of Chywmoascus  (Gymmoascoidous)
petalpsporns in the family Arthrodermataceae, but our
results do not support this  statement. We have
demonstrated (Solé er af, 2002) thal the genus
Uncinocarpus sensu Sigler (1997} 15 clearly
polyphyletic because the type species, Dncinocarpus
reesii, is in a separate clade from that formed by
Uncinocarpus  gueenslandicus  and  its  synonym
Bruwneospora rediculata. We must also note the
placement of Pectinorichum flamemse in a separale
cluster from that embracing Awxarthron. This finding
disagrees with Cureah (1994), who proposed the new
combination Awxartiron Hanense. The distinctiveness
of Pectinotichum has also been  indicated by
Sugivama f of. (1999) after analysis of rRNA penes,
and by Solé et al. (2002) after examination of the [TSs
regions.

The results obtained with parsimony analysis (Fig.
| 33 were similar to those obtained with M), The main
difference was that MNJ placed Amaurascapsiv
perforats and Afellompees dermaritidis together (Fig.

12y in the Onypenales clade, albeit with a low
bootstrap value (31%), while parsimony showed these
species rooted separately (Fig, 130,
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4.5. Castanedomyces australiensis gen. nov., sp. nov. un hongo

queratinofilico de suelo australiano

Objetivo: Se propone al nuevo género monotipico Castanedomyces del
orden Onygenales, en base a un aislamiento de una muestra de suelo
procedente de Australia. Se ha realizado un estudio morfolégico y
molecular del género, discutiendo las relaciones existentes con otros

géneros de dicho orden.

Articulo:Castanedomyces australiensis gen. nov., sp. nov., a
keratinophilic fungus from australian soil. Cano J., Solé M., Pitarch

L.B. & Guarro J. Studies in Mycology 47:165-172 (2002).

En este trabajo se describe e ilustra un género y especie nuevos
para la Ciencia, aislado a partir de una cepa aislada de una muestra de
tierra procedente de Australia. Este nuevo género para los Onygenales se
denomind Castanedomyces Cano, Pitarch y Guarro, siendo la especie tipo
Castanedomyces australiensis. Una de las caracteristicas mas relevantes
es el peridio de tipo membranéceo, que no es un caracter comun entre los
Onygenales. En general, los miembros de este orden poséen ascomas
delimitados por un entramado de hifas, a excepcion de los géneros
Aphanoascus y Arachnomyces, los que presentan un ascoma con
paredes pseudoparenquimaticas o membranaceas. Para determinar la
relacion taxonomica con otros géneros del orden se realizo el estudio de
las secuencias del gen 18S del ARNr. En dicho trabajo se incluyeron 20
especies del orden, y se analizaron mediante el método de “neighbour-
joining”. Este estudio revel6 que Castanedomyces esta alejado
filogenéticamente del resto de especies analizadas, siendo el género mas
proximo Aphanoascus (con un indice de bootstrap del 98%). El nuevo
género se caracteriza por poseer apéndices en el ascoma. Esta
caracteristica también la presentan otros géneros tales como
Uncinocarpus, Auxarthron, Ajellomyces y Ctenomyces, pero en todos ellos

el peridio nunca es membranaceo; ademas, ninguno de estos géneros
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presenta ascosporas con una cresta ecuatorial, que es otra de las
caracteristicas distintivas de Castanedomyces. Dentro de los Onygenales
se encuentran algunas especies que presentan ascosporas con cresta
ecuatorial y polos aplanados, pero son facilmente diferenciables de
Castanedomyces por la morfologia de su ascoma.

Los Onygenales incluidos en este trabajo se dividen en cuatro
grupos: a excepcion de Ajellomyces dermatitidis y Amaurascopsis
perforatus, todos estos agrupamientos estan altamente soportados con un
elevado indice de bootstrap, pero solo se correlacionan parcialmente con
el esquema taxondomico tradicional propuesto por Currah (1985), que
divide a los Onygenales en cuatro familias, Arthrodermataceae,
Gymnoascaceae, Myxotrichaceae y Onygenaceae, considerando la
morfologia de las ascosporas, la naturaleza y tipo de anamorfo y sus
capacidades enzimaticas. Ajellomyces, que fue incluido por Currah en los
Onygenacecae, es morfolégicamente muy diferente de otros miembros de
la familia, y se encuentra filogenéticamente alejado. El hecho de que
Onygenales sea un orden polifilético ha quedado demostrado también en

otros estudios anteriores (Sugiyama y col., 1999; Vidal y col., 2000-b).
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5. DISCUSION GENERAL

Los Onygenales son uno de los grupos de hongos mas
fascinantes que existen. Pertenecen a la division Ascomycota y agrupan a
una gran diversidad de taxones. Muchos de ellos presentan la rara
habilidad de degradar la queratina, caracteristica poco comun dentro del
reino de los hongos, lo que les hace indispensables para su
descomposicion en los diversos ecosistemas (escamas, pelos, ufas,
cuernos, etc.). Pero ocasionalmente pueden atacar al hombre, causandole
importantes infecciones superficiales, las dermatofitosis. Pertenecen
también a los Onygenales otros importantes patdégenos sistémicos, tales
como los hongos dimdérficos: Histoplama, Coccidioides, Paracoccidioides y
Blastomyces. Estos hongos presentan un conjunto de caracteristicas
morfolégicas tipicas, como son gimnotecios con ascos mas 0 menos
esféricos, de paredes delgadas y evanescentes, y ascosporas pequefas,
esféricas o lenticulares, y estructuras asexuales poco diferenciadas
(incluidas generalmente en Chrysosporium o Malbranchea). La
observacion detallada de estas caracteristicas permite clasificar facilmente
a estos hongos como pertenecientes al orden Onygenales; sin embargo,
su inclusién en alguna de sus familias ya no resulta tan sencillo. La
delimitacién en las familias que se ha propuesto tradicionalmente para
este orden es confusa. Recientemente, Leclerc y col. (1994) demostraron
gue las delimitaciones entre las familias no eran consistentes, ya que
algunos miembros de Onygenaceae estaban filogenéticamente mas
relacionados con miembros de la familia Gymnoascaceae que con otros
géneros incluidos en la primera. En este mismo sentido, Sugiyama y col.
(1999) demostraron que Onygenaceae era claramente polifilética. Otros
trabajos recientes han puesto de manifiesto la limitacién de los caracteres
morfologicos para establecer una clasificacion natural en los Onygenales
(Currah, 1994, 1997; Sugiyama y Mikawa 2001;Untereiner y col., 2002;
Sugiyama y col., 2002). De todo ello se desprende que la taxonomia del
orden Onygenales resulta artificial, por lo que se plantea la necesidad de

realizar esfuerzos para intentar elaborar una clasificacion mas natural
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(Guarro y Cano, 2002). Diferentes autores estan de acuerdo en que, para
ello, se necesitan nuevas aproximaciones que tengan en cuenta ademas
de la morfologia caracteristicas bioquimicas, ecolégicas y, especialmente,
el analisis de las secuencias nucleotidicas (Untereiner y col.,, 2002;
Sugiyama y Mykawa, 2001). Sin embargo la tarea no parece facil, ya que
trabajos recientes que han utilizado el analisis de secuencias han dado
resultados contradictorios. Asi, Sugiyama y col. (2002) consideran que se
deberia aceptar la familia Amauroascaceae establecida por v. Arx (1987),
mientras que segun otros no deberia ser asi (Currah, 1994). Aunque hasta
la realizacién de la presente tesis la mayoria de los autores han seguido
los criterios de Currah (1985), los ultimos esquemas de clasificacion de los
ascomicetos siguen considerando 5 familias, incluyendo también
Amauroascaceae (Eriksoon 2003, 2004-a). En lo que si estan de acuerdo
dichos autores es en el analisis de multiples genes para inferir la
estructura filogenética mas probable de los Onygenales (Sugiyama y
col.,2002; Untereiner y col., 2002).

En los ultimos afos se han llevado a cabo diversos estudios sobre
la filogenia de los Onygenales, entre otros (Cano y col.,, 2002-a,-b;
Sugiyama y col., 2002; Sigler y col., 2002; Untereiner y col., 2002). En
estos estudios se han analizado las secuencias de diferentes regiones de
ADN ribosémico, tales como el gen 18S (SSU), los espaciadores
intergénicos ITS2-ITS2 y el gen 5.8S del ARNr, asi como el gen 28S.
Eriksoon y col. de la Universidad de Umea, en su publicacion periddica
Notes on Ascomycete Systematics vienen revisando los trabajos
taxondmicos sobre Onygenales, y en su ultimo namero (Eriksoon, 2004-b)
mencionan que el estudio de la estructura secundaria de la region ITS2 es
el elemento mas til para inferir la filogenia del orden. Un ejemplo claro de
este tipo de estudios es el realizado por estos mismos autores sobre el
género Aphanoascus (comunicacién personal), obteniendo unos
resultados similares a los observados por estudios realizados mediante el

analisis de las secuencias (Cano y col., 2002-a).
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Sin embargo, dichas estructuras no han sido estudiadas por ningun otro
autor.

Debido a la problemética actual de la sistematica del orden a nivel
supragenérico, parece mas acertado intentar proponer una taxonomia
basada en el establecimiento de relaciones filogenéticas a nivel de género,
siendo innecesario la division en familias, que resulta artificial. En
consecuencia, el objetivo principal de la presente tesis, ha sido proponer
una base estable para la taxonomia de los Onygenales centrada en el
analisis de las secuencias el ADN ribosémico, pero sin dejar de lado la
morfologia que, a nuestro entender, es también fundamental.

Como ya se ha comentado, los géneros incluidos en los
Onygenales se separaban tradicionalmente en funcibn de sus
caracteristicas morfolégicas, ocupando un lugar central la estructura del
peridio, que ha sido considerado fundamental para la delimitacion de los
mismos (Currah, 1997). Sin embargo, existen algunos casos en que la
delimitacién entre géneros en base de las caracteristicas morfolégicas no
resulta clara, como en el caso de los géneros Amauroascus y Auxarthron.
También se encuentran limitaciones a la utilizacion exclusiva de los
caracteres morfologicos para la delimitacibon de especies dentro de
determinados géneros, especialmente aquellos mas complejos. En la
presente tesis se han revisado algunos de estos géneros problematicos,
proponiendo algunos cambios taxonémicos importantes.

Dos de los géneros mas conflictivos a nivel morfolégico, ya que se
separan unicamente por el grado de diferenciacion de las células del
peridio, son Auxarthron y Amauroascus. Por otra parte, ambos géneros
agrupan a un numero importante de especies (15), dificiles de separar
entre si, algunas de las cuales presentan caracteristicas morfoldgicas
intermedias entre ambos géneros. Para intentar esclarecer las relaciones
filogenéticas entre dichos géneros, e intentar delimitar las especies que los
integran, se han estudiado 25 especies en medios de cultivo
estandarizados.

El estudio de las secuencias del gen 5.8S y los espaciadores

intergénicos ITS1 e ITS2 del ADNr puso de manifiesto que diferentes
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géneros incluidos en el estudio Amaurascopsis, Amauroascus, Apinisia,
Shanorella, Mallochia, Nannizziopsis, Pectinotrichum y Uncinocarpus) eran
polifiléticos, mientras que el genero Auxarthron era claramente
monofilético. Todas las especies de este género se encontraban en la
misma rama o0 agrupamiento, con un elevado soporte estadistico. En
consecuencia, hemos propuesto mantener al género Auxarthron como
valido y dividir el género Amauroascus en un conglomerado de nuevos
géneros, con un numero reducido de especies en cada uno de ellos. El
género Amauroascus deberia limitarse a la especie tipo A. niger, y a las
especies A. aureus, A. mutatus, A. oblatus, A. purpureus, A.
gueenslandicus y A. volatillis-patellis, que tienen unas caracteristicas
morfolégicas comunes tales como el tipo y estructuracion del peridio, asi
como la morfologia de sus ascosporas. Sin embargo, hacen falta mas
estudios que incluyan un mayor numero de cepas y mas genes, para
delimitar los posibles géneros dentro del complejo Amauroascus.

Precisamente, las dos especies de Amauroascus mas conflictivas
son A. kuehniiy A. pseudoreticulatus, debido a que presentan un peridio
mas diferenciado que el resto de especies del género, pero no lo suficiente
como para ser consideradas como especies de Auxarthron. El estudio
molecular revel6 que deberian de ser integradas en este ultimo género.
Otro de los aspectos que nos permitio resolver el andlisis de las
secuencias fue el poder evidenciar la existencia de otras especies dentro
del complejo Auxarthron kuehnii. Habiamos observado que las cepas de
A. kuehnii presentaban una importante variabilidad morfologica: asi por
ejemplo, la cepa IMI 387183 presentaba un ascoma peculiar, con
engrosamientos en las hifas peridiales, formaba hifas en raqueta y sus
hifas son muy pigmentadas. El estudio molecular nos demostré que se
trataba de una nueva especie, a la que denominamos Auxarthron
concentricum.

Con la adicibn de estas nuevas especies, el género queda
constituido por nueve especies. En esta tesis se aporta una clave
dicotbmica para la identificacion de las mismas. Sin embargo,

recientemente Sigler y col. (2002) han publicado dos nuevas especies,
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Auxarthron filamentosum (Sigler, Hamblenton y Flis) y Auxarthron
alboluteum (Sigler y Hamblenton).

El género Gymnoascus es uno de los géneros mas complejos de
los Onygenales, ya que incluye un gran nimero de especies. V. Arx (1986)
y Currah (1985) en sus revisiones del orden, trataron dichos géneros de
una forma muy diferente. ElI primero, utlizando un criterio mas
convergente, no aceptd algunos géneros relacionados con Gymnoascus y
los consider6 como sinénimos del mismo, por lo que el nimero de
especies aumentd considerablemente. Currah, en cambio, se basé en
criterios de divergencia y acepté nuevos géneros tales como
Gymnoascoideus, Gymnascella, Arachniotus, etc. como relacionados pero
distintos a Gymnoascus, limitando a dicho género solo a dos especies (G.
reessiiy G. intermedius). En el presente trabajo basado en el estudio de
las secuencias del gen 5.8S y de los ITS1-ITS2 del ADNr, se ha revisado
criticamente ambas propuestas, poniendo de manifiesto las
inconsistencias de las mismas, lo que ha llevado a formular una nueva
propuesta. Se considera a Gymnoascus en un sentido amplio, y se acepta
en el a un total de 18 especies. Se aporta una clave dicotémica para la
identificacion de las mismas. También se esclarece la posicion taxonémica
de un taxon interesante, que habia sido publicado errbneamente como
Auxarthron reticulatum (CBS 500.86), una especie confusa, y que en la
presente tesis se propone como el nuevo género Testudomyces.

Finalmente, en base a aislamientos recientes procedentes de
diferentes partes del mundo, hemos propuesto los géneros
Castanedomyces y Pseudoamauroascus como nuevos para la ciencia.

Como conclusion final se puede decir que, en la elaboracion de la
presente tesis y de los articulos de ella derivados, la utilizacién conjunta de
caracteres morfoldgicos y moleculares ha sido fundamental para la
obtencibn de los objetivos planteados. Ambos criterios se han
complementado perfectamente, y la utilizacion de uno solo de ellos no

habria permitido resolver la mayoria de problemas planteados.
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1. A partir del analisis filogenético de las secuencias nucleotidicas de la
region ITS1-5.8S-ITS2 de las especies del género Auxarthron vy
Amauroascus podemos concluir que el primero es monofilético, en tanto

gue el segundo es polifilético.

2. A partir del andlisis de las secuencias de la region ITS y de un detallado
estudio morfolégico, se proponen las siguientes nuevas combinaciones:
Auxarthron  kuehnii  (Arx) Solé, Cano y Guarro, Auxarthron
pseudoreticulatum (Currah) Solé, Cano y Guarro, Amauroascus
gueeslandicus (Apinis y R.G .Rees) Solé, Cano y Guarro y Mallochia

reticulata (Kuehn y Goos) Solé, Cano y Guarro.

3. El estudio de las caracteristicas morfolégicas de un gran namero de
cepas de Auxarthron kuehnii y el posterior analisis de secuencias de la
region ITS, permite confirmar que se trata de un taxon filogenéticamente
heterogéneo. A raiz del presente estudio se proponen como nuevas
especies para la Ciencia Auxarthron concentricum Solé, Cano y Guarro y

Auxarthron chlamydosporum Solé, Cano y Guarro.

4. Del estudio de la filogenia molecular, basada en el andlisis de las
secuencias nucleotidicas de la region ITS, de las diferentes especies
pertenecientes al género Gymnoascus Yy otros morfolégicamente
relacionados, se proponen nuevos criterios para la taxonomia del género
Gymnoascus, considerando los géneros Arachniotus, Gymnascella,
Gymnoascoideus y Narasimhella como sinénimos del mismo. Se proponen
las nuevas combinaciones Gymnoascus hyalinosporus (Kuehn, Orr y
Ghosh) Solé, Cano y Guarro y Gymnoascus japonicus (Uchiyama, Kamiya

y Udagawa) Solé, Cano y Guarro.
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5. De acuerdo con el citado andlisis, tres especies pertenecientes a
Gymnoascus son excluidas: Gymnoascus arxii, que se transfiere a
Aphanoascus; Gymnoascus alatosporus, se sinonimiza  con
Acanthogymnomyces princeps, y Gymnoascus reticulatus se propone
como un nuevo género para la Ciencia: Testudomyces, con T. verrucosus

como especie tipo.

6. En base a la morfologia de las ascosporas, las caracteristicas culturales
y el analisis de la secuencia de la regién ITS, se propone a Gymnoascus
armeniacus Solé, Cano y Guarro como nueva especie para la Ciencia, a
partir de la cepa CBS 125.78.

7. Se proponen dos nuevos géneros para la Ciencia: Castanedomyces

Cano, Pitarch y Guarro, y Pseudoamauroascus Cano, Solé y Guarro.
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Especie Cepa N° GenBank | Region
rDNA
Ajellomyces dermatitidis CBS'124.34 X 59420 18S
Amaurascopsis perforatus RV~ 24813(T°) AJ 390377 5.8S
ITS1/2
Amaurascopsis perforatus IMI* 350687 AJ 315171 18 S
Amaurascopsis perforatus RV 24813 (T) AJ 390377 5.8S
ITS1/2
Amaurascopsis perforatus IMI 350687 AJ 315171 18S
Amaurascopsis reticulatus IFO> 9196 AJ 271434 5.8S
ITS1/2
Amaurascopsis reticulatus CBS 392.61(T) AJ 271418 5.8S
ITS1/2
Amauroascus aureus CBS 593.71 AJ 271431 5.8S
ITS1/2
Amauroascus aureus IMI 151274 (T) AJ 271433 5.8S
ITS1/2
Amauroascus kuehnii UAMH® 3115 AJ 271422 5.8S
ITS1/2
Amauroascus kuehnii RV 22810 AJ 271424 5.8S
ITS1/2
Amauroascus kuehnii CBS 539.72 (T) AJ 271417 5.8S
ITS1/2
Amauroascus kuehnii = Amauroascus oblatus UAMH 2296 AJ 271421 5.8S
ITS1/2
Amauroascus kuehnii = Auxarthron concentricum FMR’ 4054 (T) AJ 271428 5.8S
ITS1/2
Amauroascus kuehnii =Auxarthron concentricum FMR 4053 AJ 271427 5.8S
ITS1/2
Amauroascus kuehnii = Auxarthron kuehnii CBS 539.72(T) AJ 271417 5.8S
ITS1/2
Amauroascus kuehnii = Auxarthron kuehnii *IHEM 16190 AJ 426454 5.8S
ITS1/2
Amauroascus kuehnii = Auxarthron kuehnii IHEM 16191 AJ 426455 5.8S
ITS1/2
Amauroascus kuehnii = Auxarthron kuehnii CBS 632.72 AJ 426453 5.8S
ITS1/2
Amauroascus kuehnii = Auxarthron kuehnii IHEM 16193 AJ 426457 5.8S
ITS1/2
Amauroascus kuehnii = Auxarthron kuehnii IHEM 16192 AJ 426456 5.8S
ITS1/2
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Especie Cepa N° GenBank [ Region

Amauroascus kuehnii = Auxarthron kuehnii UAMH 3115 AJ 271422 5.8S
ITS1/2

Amauroascus kuehnii = Auxarthron kuehnii RV 22810 AJ 271424 5.8S
ITS1/2

Amauroascus mutatus IFO 32600 AJ 271565 5.8S
ITS1/2

Amauroascus mutatus CBS 181.70 AJ 271567 5.8S
ITS1/2

Amauroascus niger IFO 32599 (T) AJ271563 5.8S
ITS1/2

Amauroascus oblatus UAMH 2296 AJ 271421 5.8S
ITS1/2

Amauroascus oblatus UAMH 2296 AJ 271421 5.8S
ITS1/2

Amauroascus pseudoreticulatus UAMH 3569 AJ 271423 5.8S
ITS1/2

Amauroascus pseudoreticulatus = Auxarthron UAMH 3569 AJ 271423 5.8S
pseudoreticulatum ITS1/2

Amauroascus pseudoreticulatus = Auxarthron UAMH 3117 (T) AJ 426452 5.8S
pseudoreticulatum ITS1/2

Amauroascus purpureus IFO 32622 (T) AJ 271564 5.8S
ITS1/2

Amauroascus sp. = Auxarthron chlamydosporum RV 24809 (T) AJ 271425 5.8S
ITS1/2

Amauroascus sp. = Auxarthron chlamydosporum FMR 7680 AJ 426458 5.8S
ITS1/2

Amauroascus sp. RV 24809 AJ 271425 5.8S
ITS1/2

Amauroascus volatilis-patellis IMI 155647 AJ 390378 5.8S
ITS1/2

Amauroascus volatilis-patellis UAMH 3406 AJ 390378 5.8S
ITS1/2

Aphanoascus fulvescens FMR 2179 AJ 315172 18S

Aphanoascus keratinophilus IMI 319010 AJ 133436 5.8S
ITS1/2

Apinisia queenslandica IMI 121675 (T) AJ 315173 18S

Apinisiaracovitzae CBS 151.65 AJ 271429 5.8S
ITS1/2

Arachniotus ruber IM1 100913 AJ 315166 18S

Arachniotus ruber = Gymnoascus ruber IMI 100913(T) AJ 315839 5.8S
ITS1/2
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Arachnomyces minimus CBS 324.70 (T) AJ 315167 18S
Arthroderma curreyi CBS 138.26 AJ 315165 18S
Auxarthron californiense UAMH 18891 AF 038352 5.8S
ITS1/2
Auxarthron compactum CBS 200.64 (T) AJ 271574 5.8S
ITS1/2
Auxarthron conjugatum FMR 5567 AJ 315174 18S
Auxarthron conjugatum UAMH 3519 AJ 271573 5.8S
ITS1/2
Auxarthron kuehnii UAMH 3115 AJ 271422 5.8S
ITS1/2
Auxarthron kuehnii RV 22810 AJ 271424 5.8S
ITS1/2
Auxarthron kuehnii FMR 4053 AJ 271427 5.8S
ITS1/2
Auxarthron pseudoauxarthron IFO 31701(T) AJ 271572 5.8S
ITS1/2
Auxarthron pseudoreticulatus UAMH 3117(T) AJ 271420 5.8S
ITS1/2
Auxarthron reticulatum UAMH2006 AJ 271568 5.8S
ITS1/2
Auxarthron reticulatum = Testudomyces CBS 500.86 AJ 315841 5.8S
verrucosus ITS1/2
Auxarthron sp. RV 24809 AJ 271425 5.8S
ITS1/2
Auxarthron sp. RV 26652 AJ 271426 5.8S
ITS1/2
Auxarthron thaxteri UAMH 3912(T) AJ 271571 5.8S
ITS1/2
Auxarthron zuffianum IMI 76603 AJ 271570 5.8S
ITS1/2
Auxarthron zuffianum UAMH 4566(T) AJ 271569 5.8S
ITS1/2
Brunneospora reticulata IMI 315744 AJ 315175 18S
Byssoascus striatosporus CBS 642.66(T) AJ 315170 18S
Byssoonygena ceratinophila IMI 370021 AJ 315176 18S
Castanedomyces australiensis IMI 370015 (T) AJ 315177 18S
Chrysosporium merdarium anamorph of CBS 408.72 AJ 390384 5.8S
Gymnoascus uncinatus ITS1/2
Ctenomyces serratus IFO 31712 U 29391 18S
Ctenomyces serratus IFO 61712 U 29391 18S
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Gymnascella aurantiaca = Gymnoascus UAMH 3138 AJ 315834 5.8S
aurantiacus ITS1/2
Gymnascella citrina = Gymnoascus citrinus CBS 863.72 AJ 315836 5.8S
ITS1/2
Gymnascella confluens = Gymnoascus confluens IMI 100873 AJ 315837 5.8S
ITS1/2
Gymnascella confluens = Gymnoascus CBS 634.72 AJ 315838 5.8S
desertorum ITS1/2
Gymnascella dankaliensis = Gymnoascus IMI 119450 AJ 315832 5.8S
dankaliensis ITS1/2
Gymnascella hyalinospora = Gymnoascus CBS 125.78 AJ 315827 5.8S
armeniacus ITS1/2
Gymnascella hyalinospora = Gymnoascus CBS 548.72(T) AJ 315826 5.8S
hyalinosporus ITS1/2
Gymnascella littoralis = Gymnoascus littoralis CBS 454.73 AJ315833 5.8S
ITS1/2
Gymnascella marginospora = Gymnoascus CBS 393.71 AJ 315824 5.8S
marginosporus ITS1/2
Gymnascella nodulosa = Gymnoascus nodulosus FMR 3781 AJ 315831 5.8S
ITS1/2
Gymnoascus alatosporus = Spiromastix princeps IMI 169642(T) AJ 315840 5.8S
ITS1/2
Gymnoascus arxii = Aphanoascus arxii IMI 326523 AJ 315843 5.8S
ITS1/2
Gymnoascus boliviensis IMI 351986 AJ 315828 5.8S
ITS1/2
Gymnoascus marginosporus CBS 393.71 AJ 315168 18S
Gymnoascus petalosporus IFO 323.89 AJ 315829 5.8S
ITS1/2
Gymnoascus petalosporus UAMH 4152 U 29392 18S
Gymnoascus punctatus CBS 279.64 AJ 315825 5.8S
ITS1/2
Gymnoascus reessii FMR 6562 AJ 315169 18S
Gymnoascus reessii FMR 6562 AJ 315830 5.8S
ITS1/2
Gymnoascus udagawae IFO 8921(T) AJ 315835 5.8S
ITS1/2
Mallochia echinulata IFO 9192 AJ 271562 5.8S
ITS1/2
Nannizziopsis albicans IMI 155645 AJ 271432 5.8S
ITS1/2
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Nannizziopsis vriesii CBS 407.71(T) AJ 131687 5.8S
ITS1/2
Narasimhella marginospora CBS 393.71 (T) AJ 315168 18S
Neogymnomyces demonbreunii UAMH 3382(T) AJ 315842 5.8S
ITS1/2
Neurospora crassa FMR 5141 X 04971 18S
Pectinotrichum llanense IMI 160413 (T) AJ 390391 5.8S
ITS1/2
Pectinotrichum llanense FMR 3779 AJ 315178 18S
Pseudoamauroascus australiensis IMI 370014 AJ 131787 5.8S
ITS1/2
Pseudoamauroascus australiensis IMI 370015 AJ 131788 18S
Renispora flavissima IMI 241796 U 29393 18S
Shanorella spirotrichia CBS 305.56 (T) AJ 271430 5.8S
ITS1/2
Uncinocarpus queenslandicus IMI 121675 AJ 390394 5.8S
ITS1/2
Uncinocarpus reesii IMI 211205 AJ 271419 5.8S
ITS1/2
Uncinocarpus reesii CBS 121.77 (T) AJ 271566 5.8S
ITS1/2
Uncinocarpus reesii IMI 211205 L 27991 18S

El nombre aceptado en la actualidad se indica después del simbolo =

'cBS Centraalbureau voor Schimmelcultures,Utrech.; 2RV Institute de Medicine Tropicale “Prince

Léopold”. T cepa tipo; “IMI CABI Bioscience, Egham; °IFO Institute for Fermentation Osaka

(actualmente NBRC National Biological Resource Center, Chiba); °UAMH University of Alberta

Microfungus Collection and Herbarium, Edmonton;7FMR Facultat Medicina de Reus; 8 HEM Scientific

Institute of Public Health. Louis Pasteur. Mycology section.
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