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El discomycete Donadinia helvelloides fue localizado en el espacio natural arbolado denominado
“Devesa da Rogueira” (Folgoso do Courel, Lugo, Galicia, Espafia) sobre madera de tejo (Taxus baccata).
Se aportan resultados macroscopicos, microscépicos y moleculares del estudio del material recogido.
Se trata de la primera cita en Galicia de una rara especie de la que existen escasas citas a nivel mundial.
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ABSTRACT

The discomycete, Donadinia helvelloides, was located in the wooded area called “Devesa da Rogueira”,
(Folgoso do Courel, Lugo, Galicia, Spain) on yew wood (Taxus baccata). We provide macroscopic,
microscopic and molecular results from the study of material collected. Itis the first record in Galicia of
a rare species, for which there are few records, worldwide.

Keywords: Ascomycota, Pezizales, Sarcosomataceae, Donadinia helvelloides, O Courel, Lugo, Galicia,

Spain.

INTRODUCCION

Donadinia helvelloides (Donadini, Berthet &
Astier) Bellem. & Mel.-Howell, fue descrita
originalmente por DONADINI et al. (1973) en
el género Urnula Fr., como Urnula helvelloides
Donadini, Berthet & Astier, en base a las
caracteristicas macroy microscépicas observadas
(esporas finamente verrucosas, presencia de
pelos himeniales, contexto con subhimenio
filamentoso, excipulo medular de textura
intrincata y excipulo ectal de textura angularis).
Sin embargo, a lo largo de los afios su posicion
taxonomica fue cambiando segun el criterio de
diversos autores, siendo transferida por el propio

Donadini al género Plectania Fuckel (DONADINI,
1987), al nuevo género Donadinia Bellem. &
Mel.-Howell, como especie tipo por BELLEMERE
et al. (1990), recombinada al género Neournula
Paden & Tylutki por ZHUANG & WANG (1998),
neotipificapor CARBONE etal. (2011)enelgénero
Plectania seccién Donadinia (Bellem. & Mel.-
Howell) M. Carbone & Agnello, por sus esporas
elipsoides con ornamentacion ciandfila. Puede
consultarse una revisién taxondmica histdrica
en mas detalle en el articulo de CARBONE et al.
(2011). Finalmente nuevos estudios filogenéticos
realizados por CARBONE et al. (2013) concluyen
que Donadinia es un linaje monofilético dentro
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de la familia Sarcosomataceae Kobayasi vy
apoyan la independencia de los géneros
Plectania, Pseudoplectania Fuckel, Donadinia,
Sarcosoma Casp., Galiella Nannf. & Korfy Urnula,
cosiderando la posicion adecuada para este
taxdén en el género Donadinia como especie tipo,
criterio corroborado por la reciente revision de
WIJAYAWARDENE et al. (2018), a pesar de que en
bases de datos como INDEX FUNGORUM (2018)
se sigue manteniendo como nombre prioritario
para esta especie el de Urnula helvelloides.

Las especies del género Donadinia producen
apotecios de color negro en forma de copa con
estipe delgado de tamafio variable y presentan
esporas elipticas finamente ornamentadas.

Ademds de las caracteriticas moleculares, el
tamafio de las esporas y la ornamentacién
parecen ser los caracteres diagndsticos mas
utiles a nivel de especie, aunque el habitat
también es un dato importante (CARBONE et
al., 2014). El género en la actualidad contiene 5

Donadinia helvelloides (ECC17040510). Especimenes in situ

especies conocidas que, ademas de Donadinia
helvelloides como especie tipo, serian: Donadinia
lusitanica (Torrend & Boud.) M. Carbone, Agnello
& P. Alvarado, Donadinia nigrella (Seaver) M.
Carbone, Agnello & P. Alvarado, Donadinia
seaveri (M. Carbone, Agnello & LaGreca) M.
Carbone, Agnello & P. Alvarado, y Donadinia
sibirica M. Carbone, Agnello, P. Alvarado & Krom.

MATERIAL Y METODOS

Las descripciones y fotografias macroscdpicas
fueron realizadas in situ sobre material fresco
utilizando una camara fotografica digital CANON
60D con objetivo Tamron SP 90 mm F/2.8 Di
macro, y en laboratorio acoplando con un
adaptador el cuerpo de una cdmara Canon M6 a
una lupa Nikon SMZ445.

Microscopia 6ptica:

La revision microscdpica se hizo tanto sobre
material fresco como deshidratado,y los
reactivos usados fueron: reactivo de Melzer,
IKI, Azul de Algoddn con Lactofenoly agua.
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“Se trata de la primera cita de esta
especie en Galicia y una de las
pocas publicadas a nivel mundial”

utilizando un microscopio trinocular Nikon
Eclipse 80i con objetivos de 4x, 10x, 40x y 100x.
Las fotografias microscopicas de las estructuras
mas relevantes se hicieron mediante una
camara Nikon DS-Fil acoplada al trinocular del
microscopio y controlador de cdmara Nikon DS-
U2 (instrumental de microscopia de la Estacidn
Cientifica de O Courel-USC). Para las mediciones
se utilizé el programa Piximetre version 5.9.

Microscopia electrénica de barrido (MEB):

Una muestra fue remitida a la Unidad de
Microscopia Electrénica y Confocal de Ila
Universidad de Santiago de Compostela (Campus
de Lugo, Edificio Cactus) para obtener mediante
un microscopio electrénico de barrido (MEB),
imagenes electrénicas de alta resolucion de la
superficie de las esporas. Un fino raspado de la
superficie himenial del apotecio se colocé sobre
un portaobjetos de MEB y se metalizd en un
“Sputter Coater” BAL-TEC SCD0O05 con Au. Las
imagenes electrénicas se generaron trabajando
a 20KV en un MEB modelo JEOL JSM 6360LV, con
capacidad de magnificacion de entre 15x hasta
290.000x y resolucion de 4,5 nm.

El trabajo de revision, seleccién y escaneado de
imagenes en el MEB fue realizado por el propio
autor.

Extraccion  del
secuenciacion:
Material de la coleccidon estudiada fue
enviado al laboratorio especializado en anilisis
genético ALVALAB (Oviedo, Espafia), para realizar
la extraccion y secuenciacion de ADN en donde
se empled la siguiente metodologia:

DNA, amplificaciéon y

El DNA total se extrajo a partir de muestras secas
empleando una modificacién del protocolo de
MURRAY & THOMPSON (1980). Una porcién

Donadinia helvelloides

de las muestras se homogeneizé con ayuda de
un micropistilo en 600 uL de buffer CTAB (CTAB
2%, NaCl 1.4 M, EDTA pH 8.0 20 mM, Tris-HCI
pH 8.0 100 mM). La mezcla se incubd durante
30 minutos a 65 °C. Se afiadié un volumen
equivalente de cloroformo: isoamilalcohol (24:1)
y se mezcld con la muestra hasta su emulsidn.
Tras centrifugar la mezcla durante 10 min a 10000
g, el DNA en el sobrenadante se precipitdé con
un volumen de isopropanol. Tras 15 minutos de
centrifugacién a la misma velocidad, el pellet se
lavé en etanol 70% frio, centrifugado de nuevo 2
minutos y secado. Finalmente, se resuspendidé en
100-300 pL de ddH20. La amplificacion por PCR
se efectud con los primers ITS1F e ITS4 (WHITE
et al., 1990, GARDES & BRUNS, 1993) para la
region ITS, y los primers LROR y LR5 (VILGALYS
& HESTER, 1990, CUBETA et al., 1991), para la
region 28S rDNA. El programa de amplificacidon
consistié en un hot start a 95 °C durante 5 min,
seguido de 35 ciclos de 45, 30 y 45 seg a 94 °C,
54 °C y 72 °C, respectivamente, con una fase
final de elongacion a 72 °C durante 10 min. Los
resultados se chequearon en un gel de agarosa
al 1%, y las reacciones positivas se purificaron y
secuenciaron con el primer ITS4. Las secuencias
se compararon con los cromatogramas originales
para detectar y corregir posibles errores de
lectura.

Comparacion de la secuencia de ADN obtenida:
La secuencia generada se compard con aquellas
almacenadas en la base de datos GENBANK
(2018) mediante la herramienta BLASTN (2018).
Dada la gran cantidad de secuencias depositadas
en GENBANK, la identidad de las cuales es
muchos casos es dudosa (BALLARA et al., 2016),
se valoraron prioritariamente los resultados de
comparaciones con las secuencias disponibles
de tipos.

DESCRIPCION

Donadinia helvelloides (Donadini, Berthet &
Astier) Bellem. & Mel.-Howell, in Bellemére,
Malherbe, Chacun & Meléndez-Howell,
Cryptog. Mycol. 11(3): 218 (1990)
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Macroscopia Donadinia helvelloides: 2a). Grupo de ascomas. 2b) Detalle de superficie externa. 2c) Ascoma de
estipe alargado (deshidratado). 2d) Corte del estipe.

Etimologia: Donadinia: nombre en honor
al micdlogo francés Jean Claude Donadini.
helvelloides: con forma semejante a una helvella.

Clasificacidn: Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina,
Pezizomycetes, Pezizales, = Sarcosomataceae,
Donadinia (WIJAYAWARDENE et al., 2017, 2018).

Sindnimos: Urnula helvelloides Donadini, Berthet
& Astier 1973. Bull. mens. Soc. linn. Lyon 42(3),
p. 40; Plectania helvelloides (Donadini, Berthet
& Astier) Donadini 1987. Mycol. helv. 2(2), p.
228; Neournula helvelloides (Donadini, Berthet

& Astier) WY. Zhuang 1998, in Zhuang & Wang,
Mycotaxon 67, p. 357.

Macroscopia:

Apotecios negros cupulados y estipitados, con
copa inicialmente estrecha luego urceolada
que no llega a extenderse, de entre 0,5-2,0 cm
de didametro y altura de entre 0,5-1,5 cm y con
margen bien definido, crenulado y revuelto hacia
el exterior de un modo especialmente evidente en
ejemplares adultos (Fig 1 y 2a). Contexto negro.
Himenio liso y negro. Superficie externa de marrén
negruzca a negra, mate, arrugada (Fig. 2b). Estipe
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Microscopia Donadinia helvelloides 1: 3a) Ascas en himenio (en IKI). 3b) Extremidad del asca (en Azul de Algoddn
con Lactofenol -AAL- e IKI). 3c) Esporas dentro del asca (en IKI). 3d) Morfologia y ornamentacion de espora (en
AAL). 3e) Gutulas y contenido granular en esporas (en IKI+agua+AAL).

negro, mas o menos comprimido lateralmente
y surcado longitudinalmente, fino de entre
0,2-0,4 cm de didmetro y de longitud bastante
variable seguin ascomas: corto (0,5 a 0,8 cm) y de
proporcion de 1:1 a 1:3 respecto del didametro de
la copa en aquellos ascomas que se encuentraron
sobre la porcidn superior, plana y mas expuesta
de la madera de crecimiento, y mas largo (1 a
1,5 cm) y de proporcidn 2:1 a 3:1 respecto del
didmetro de la copa en aquellos que crecian en la
parte lateral y vertical de la madera (fig. 2c). Base
con presencia de un tomento miceliar negruzco.
Contexto del estipe lleno con zona medular
blanquecina y cortical negra (fig. 2d)

El apotecio es flexible y elastico en los ascomas
frescos y humedos y fragil y quebradizo en el
material deshidratado de herbario.

Microscopia:

Ascas cilindricas de 380-420 x 11,5-13 um, con
extremidad frecuentemente curvada y opérculo
excéntrico (fig. 3a y 3b). Ascosporas en forma
de disco eliptico con uno de sus planos concavo
(fig. 3d), de dimensiones en nuestra coleccién
de: (20,6) 21 — 23,8 (24,9) x 10 — 10,9 (11,8)
um; Q = (1,9) 2 - 2,37 (2,4) ; N = 20; Me = 22,5
x 10,5 um ; Qe = 2,2. La superficie presenta
una ornamentacidon que al microscopio déptico
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2 M

Fig. 3f. Ornamentacidn espora Donadinia helvelloides al MEB

con azul lactico se observa como finamente
verrugosa (fig. 3d) y al MEB se aprecian crestas,
pustulas o verrugas de pequefias dimensiones
(altura inferior a 0,3 um), aisladas o unidas
irregularmente varias de ellas entre si (fig. 3f).
Contenido de aspecto granular con presencia de
1-3 (4) gutulas de entre 2,5-5,5 um (fig. 3e).

Parafisis subcilindricas de entre 2-3 um.
de diametro, tabicadas, en algunos casos
moniliformes con tendencia a engrosarse
entre septos (“fortulismo”) (fig. 4c), a veces
anastomosadas, conectadas entre si (fig. 4d),
frecuentemente bifurcadas en el apice (fig.
4e) y en ocasiones con el articulo terminal
noduloso o irregularmente hinchado, o incluso
sinuoso y diverticulado (fig 4f y 4g). Pelos
himeniales subcilindricos, largos que sobrepasan
ligeramente la superficie himenial (fig. 4h).

Excipulo medular constituido por hijas cilindricas,
alargadas y de disposicion irregular (textura
intrincata), inmersas en una matriz de aspecto
gelatinoso (fig. 4b). Subhimenio filamentoso.

Excipulo ectal constituido por células poliédricas
sin espacio intercelular (textura angularis) con
pared celular con presencia de pigmento negro
(fig. 4i). Pelos surgiendo del exterior del excipulo
ectal de dos tipos: hifas hialinas, delgadas (3-4
um de didametro), tabicadas, con frecuentes
incrustaciones de cristales en la pared, y pelos
cilindricos de mayor diametro (5-6,5 um de
diametro), marrén oscuros, nodulosos y de
pared gruesa (fig. 4j).

Hifas del tomento basal cilindricas, tabicadas y
de 7-8 um de diametro y pared de 1 um (fig. 4k).
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Microscopia Donadinia helvelloides 2: 4a) Corte de ascoma (en agua). 4b) Excipulo medular en Azul de Algoddn
con Lactofenol -AAL-). 4c a 4g: Paréfisis, distintos detalles (en AAL y 4f en agua). 4h). Pelo himenial (en IKI y agua).
4i) Excipulo ectal. (en IKI y agua). 4j) Pelos en excipulo ectal (en IKl). 41) Hifa de tomento basal (en AAL).
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Habitat:

Sobre rama muerta y decorticada de Taxus baccata
L., tirada en el suelo en el curso de un pequefio
arroyo con escaso caudal de agua, parcialmente
en contacto y humedecida por el agua, surgiendo
los ascomas de grietas en la madera con presencia
de musgo.

Zona y material de estudio:

La localizacion del lugar de recolecta corresponde
a las coordenadas 42°36’20.1”N 7°06’40.2”W, a
1300 m de altitud aprox., dentro del drea arbolada
natural denominada “Devesa da Rogueira”, situada
en la vertiente oeste de la Sierra de O Courel
(parroquia de San Juan de Seoane, municipio de
Folgoso do Courel, provincia de Lugo, Galicia,
Espafia). La “Devesa da Rogueira” se considera una
de las zonas con mayor valor ecolégico y botanico
de Galicia y cuadrante noroccidental ibérico, ya
que en tan sélo 310 ha alberga un total de 21 tipos
de bosques diferentes (RODRIGUEZ-GUITIAN et
al., 2013).

El material de estudio se corresponde con 2
colecciones de ascomas encontradas sobre una
rama muerta de Taxus baccata L., la primera en
fecha 05/04/2017 correspondiente a 7 ascomas
en buen estado y distinto grado de desarrollo y
la segunda en fecha 09/05/2018 correspondiente
a un solo ascoma parcialmente deteriorado
encontrado en la misma rama y lugar que la
primera coleccién. Dichas colecciones estan
depositadas en el herbario de la Estacién Cientifica
de O Courel indicadas como ECC17040510 vy
ECC18050901 respectivamente. Leg. et det. Julian
Alonso Diaz. En el lugar de recolecta coexisten
multiples especies arbdreas como: Taxus baccata
(tejo), Fagus sylvatica L. (haya), Corylus avellana L.
(avellano), o llex aquifolium L. (acebo), entre otras.

Secuencia de ADN y comparacion con la
disponible de material tipo en Genbank:

La secuenciacion del ADN nos permitié comparar
mediante la herramienta BLASTN la secuencia
de ITS obtenida (n.° de secuencia en GENBANK
MH703907), con las disponibles en GENBANK.

Sobre la de material tipo (LY PB 940, n.° de
secuencia ITS JX669834) se obtuvo un grado de
similitud del 100% (coincidencia de 485 de 485
pares de bases).

OBSERVACIONES Y DISCUSION

Estudio macro y microscdpico: La descripcion
original de DONADINI et al. (1973) y el posterior y
magnifico estudio complementario sobre material
tipo y topotipico realizado por CARBONE et al.
(2011), coinciden en sus apreciaciones con nuestra
recolecta, aunque con algunos matices:

Macroscépicamente la superficie externa de la
copa del apotecio se indica en la descripcion
original como “sublisa” y en nuestra recolecta la
apreciamos claramente rugosa, ondulada, aunque
poco evidente en los ascomas mas jovenes
en los que si podria considerarse adecuada la
definicion de “subliso”. DONADINI et al. (1973),
indican también que el estipe es muy largo
proporcionalmente a la copa, mientras que en
nuestras recolectas se mostré bastante variable
segln ascomas: largos proporcionalmente a la
copa en aquellos que crecian en la parte lateral y
vertical de la rama, pero cortos y de proporciones
iguales o inversas en aquellos que se encuentraron
sobre la porcion horizontal y superior de la misma.

Microscopicamente las dimensiones de las
ascosporas de nuestro estudio se ajustan a las
indicadas en las descripciones aunque dentro de
sus rangos mas bajos. En relacidn a la superficie
esporal observada al microscopio (dptico vy
electrénico de barrido), CARBONE et al. (2014)
indican en su clave sobre las especies del género
Donadinia: “ornamentacién de esporas que
consiste en verrugas bajas y pequefias crestas
formando un patrén subreticulado, apenas visible
con un microscopio O6ptico”, descripcion que
basicamente coincide con nuestras observaciones
al microscopio dptico y al electrdnico de barrido.
En relacion al habitat, tanto el holotipo de 1973,
como el material topotipico de 1986 recolectado
también por Donadini en 1986 y depositado en el
museo botanico berlinés (CARBONE et al., 2011),
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asi como otras citas publicadas (IVALDI et al., 2015)
o no publicadas en articulos (MICOTARRACO,
2015), indican habitat sobre ramas muertas de
Taxus baccata, al igual que nuestras recolectas.
En nuestro caso observamos ademas la presencia
de un capa de musgo presente en las grietas de la
madera en donde emergen los ascomas. La base
del estipe y su tomento basal se aprecian directa e
intimamente unidos a los rizoides de estos musgos,
y aunque no es posible concluir en base a esta
observacion ninguna posible relacién ecolégica
entre el hongo y el musgo, en posteriores estudios
consideramos que sera interesante poder valorar
y aclarar esta posibilidad.

Analisis molecular: La secuenciacion de ADN de
una muestra nos permitié comparar mediante la
herramienta BLASTN la secuencia de ITS obtenida
(n.° de secuencia en GENBANK MH703907), con
las otras disponibles para la especie en GENBANK.
La disposicion de secuencias de material tipo
resultd la mejor garantia para la comparaciény nos
permitié confirmar plenamente la identificacion,
ya que se obtuvo un grado de similitud del 100%
(coincidencia de 485 de 485 pares de bases) con
la correspondiente al material tipo LY PB 940, n.°
de secuencia ITS JX669834, superior al 99,5% con
otras secuencias disponibles en |la base de datos de
Donadinia helvelloides, e inferior al 95% con todas
las secuencias de otras especies de Donadinia u
otros géneros (GENBANK, 2018).

Confusiones:  Donadinia  helvelloides  es
macroscopicamente similar a otras especies de
los géneros Plectania y Pseudoplectania, de las
que se diferencia especialmente por su distinta
morfologia y ornamentacién esporal (CARBONE
et al.,, 2013). De otras especies del género
Donadinia las diferencias se fundamentan sobre
todo en el habitat, en el tamafio, ornamentacion
y valor Q esporal y, por supuesto, en sus
caracteristicas moleculares (CARBONE et al.,
2011, 2012, 2013, 2014). De D. nigrella se
diferencia porque esta especie presenta esporas
de mayor tamafio y superior valor Q, con
ornamentacion esporal muy sutil apenas
punteada-rugulosa al MEB y habitat

Donadinia helvelloides

en madera de coniferas en America del Norte.
De D. seaveri por sus esporas con ornamentacion
de verrugas aisladas, bien definidas y visibles
claramente ya a microscopio éptico y su habitat
en madera de Juniperus bermudiana L. en la Islas
Bermudas. De D. sibirica porque ésta presenta
esporas con ornamentacion de verrugas aisladas
y bien definidas y habitat en madera de coniferas
con distribucion boreal (Siberia). Finalmente, de la
otra especie del género encontrada en el sur de
Europa: D. lusitanica, se diferencia porque ésta
presenta esporas mas pequefias y de menor valor
Q y por su hdbitat en Cupressus sp. En CARBONE
et al., 2014, se puede consultar una clave de
identificacion para las especies de Donadinia
conocidas.

Citas conocidas: Donadinia helvelloides sélo nos
consta citada y publicada en Europa en Francia: en
el bosque de Saint-Baume y en Corcega
(DONADINI et al., 1974; IVALDI et al., 2016). Sin
publicar nos consta también una cita fiable en
Tarragona, Espafia, al indicarse la confirmacién
por analisis molecular y por la revision del
especialista italiano Matteo Carbone
(MICOTARRACO, 2015). En esta pagina web se
hace mencién a otra posible cita en Cerdefia,
Italia. En otros continentes sélo estd citada en
China (ZHUANG & WANG, 1998), aunque esta
cita es poco clara y precisa ser revisada
(CARBONE et al., 2012, 2013, 2014).

Se trata, por tanto, de la primera cita de esta
especie en Galicia y una de las pocas publicadas
a nivel mundial con material de herbario vy
secuencias de andlisis molecular disponibles.
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