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CERATOBASIDIUM ALBASITENSIS, UN NUEVO
HONGO DEL COMPLEJO RHIZOCTONIA AISLADO EN
ESPANA

1 DESCRIPCION

C. albasitensis es descrito como nueva especie, en base a datos morfolégicos, asi como en
recongtruccién filogenética a partir de secuencias de AND ribosomal, que incluyd representantes de
algunas especies relacionadas dentro del género. Los diferentes aislados que definen la nueva especie
fueron encontrados en varias localidades de la provincia de Albacete (Sudeste de Espafia). Este taxon
pertenece a complegjo de especies de Rhizoctonia s.l., y se sitlla en € género Ceratobasidium
(anamorfo= Ceratorhiza) debido a sus caracteristicas macro y micromorfoldgicas. Ademas, dos
nuevos métodos de induccion ala esporulacidn sexua en placa son descritos.

El género-forma Rhizoctonia es actuamente considerado como un conjunto heterogéneo de
téxones fungicos que no producen esporas asexuales, pero que poseen ciertos caracteres vegetativos en
comun. Hasta la fecha, es aceptada en genera la disgregacion de las especies del complgio en a
menos siete u ocho (dependiendo de los autores) géneros (Moore, 1987; Anderson y Stalpers, 1994).
El grupo tiene una importancia econdmica y ecolégica grande, debido a que se distribuye
précticamente por todo € globo, y los diferentes aidados del complgjo pueden vivir como saprofitos o
simbiontes, como en e caso de las orquideas terrestres. También, muchos aidados han sido
caracterizados como protectores frente a varias enfermedades fungicas (Sneh, 1998), promoviendo en
genera € crecimiento vegetal. Muchos otros aislados del complejo causan pérdidas significativas en
la agricultura y selvicultura; actuamente, las enfermedades atribuidas a Rhizoctonia han sido descritas
en més de 200 especies vegetales. Al menos 120 epitetos referidos a Rhizoctonia pueden ser
encontrados en la literatura especiaizada, mientras que muy pocos han sido los intentos realizados
para clarificar conceptos genéricos y especificos dentro del grupo. (Sneh y col., 1991; Andersen y
Stalpers, 1994; Roberts, 1999). Los teleomorfos de los diferentes hongos que muestran caracteristicas
vegetativas asignables a Rhizoctonia binucleada (una parte del complgjo), han sido habitualmente
incluidos en € género Ceratobasidium Rogers, con la excepcion de Epulorhiza repens (Bernard)

Maore (=Rhizoctonia repens Bernard), cuyo teleomorfo ha sido asignado por algunos autores al
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género Tulasnella J. Schroeter (T. calospora (Boud.) Juel) (Sneh y col., 1991). Ceratobasidium
es considerado como cercano a Thanatephorus Donk, siendo propuesto por algunos autores (i.e.
Stalpers y Andersen, 1996; Roberts, 1999) como un complejo genérico, en donde la delimitacion entre
estos dos géneros presenta a menudo dificultades. En este sentido, los anamorfos de estos dos géneros
dd grupo Rhizoctonia han sido tradicionalmente identificados y clasificados sobre la base del nimero
de nicleos por célula hifal, considerando Thanatephorus como multinucleado, y Ceratobasidium
como binucleado, a pesar de que la condicién nuclear es desconocida aln para muchas especies de

ambos géneros.

Otro importante handicap en la taxonomia de estos hongos lo constituye el hecho de que la
mayoria de estudios sobre Rhizoctonia s.|. son efectuados en cultivos "in vitro", en los cuales las
estructuras reproductoras sexuales no suelen ser observadas, con |o que la delimitacion de taxones esta
habitualmente basada en las caracteristicas morfoldgicas de los estados anamérficos. Debido a lo
anterior, la existencia y desarrollo de nuevos métodos para inducir la formacion de teleomorfos,

constituye sin duda una valiosa herramienta para clarificar y correlacionar la taxonomia del grupo.

Algunos aidados no patégenos o hipovirulentos del género-forma Rhizoctonia han demostrado
ser agentes de biocontrol altamente eficaces (Sneh, 1998). En gran parte de los estudios sobre € tema
realizados hasta la fecha, la mayoria de los aislados de Rhizoctonia s.I. conocidos capaces de proteger
y prevenir varias enfermedades de origen fingico, han sido determinados como pertenecientes a
género Ceratobasidium. En estudios preliminares (datos no mostrados), algunos aislados de la nueva
especie descrita han demostrado poseer capacidades de proteccion en varias especies vegetales, frente
a cepas virulentas e R. solani (T. cucumeris), y otros patégenos fungicos tales como Fusarium spp.,
Alternaria spp., Penicillium spp., etc. Tal y como indican algunos autores (i.e. Mordue y col., 1989;
Andersen, 1996, etc.), d empleo de aproximaciones integradoras para solventar problemas de indole
taxonébmico en Rhizoctonia (lo que incluiria € mango e integracion de datos morfométricos,
culturales, bioguimicos, ecolégicos y moleculares), podria desembocar en € establecimiento de
clasificaciones més razonables y naturales para este grupo de organismos. En este trabgjo, se redizé
una filogenia molecular de Rhizoctonia binucleada basada en la comparacion de datos de secuencia de
la region ITS ribosomal, que incluyé los aidados de Albacete, varias cepas de referencia empleadas
para definir grupos de anastomosis en Rhizoctonia binucleada y secuencias variadas de especies de
Ceratobasidium obtenidas de GenBank, cuyos resultados aportaron evidencias adicionaes (a nivel de

secuencia) paralavalidacién de la nueva especie agqui descrita.

Métodos. Aislados de C. albasitensis. Muestras de cormo Y raiz de azafran, plantulas de pino,

asi como un volumen de aproximadamente 50 ml de suelo y/o sustrato de semillero fueron recogidas
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en sais locaidades en Albacete. Los aislamientos se redlizaron lavando las raices y plantulas con agua
corriente para limpiar € materia de particulas de tierra adheridas, colocando posteriormente tanto
segmentos radiculares como particulas de suelo rizobial en placas petri que contenian agar-agua
(WA) 1.5%, suplementadas con Cloranfenicol (250 mg/ml) e incubadas a 24°C durante 26 dias. De
entre todas las colonias emergentes en las diferentes placas, |las pertenecientes a género Ceratorhiza s.
Moore (1987) (=Rhizoctonia binucleada) fueron identificadas mediante observacion directa a
microscopio de caracteristicas morfolégicas en cultivo tales como ramificacion hifad, color de la
colonia o formacion de esclerocios o hifas molinioides. Tras esto, las cepas seleccionadas fueron
transferidas y mantenidas como subcultivos sucesivos en placas PDA (39 ¢/l Agar de Patata
Dextrosa). El nimero de nucleos por célula hifal fue determinado mediante e método descrito en
Julidny col. (1997).

Formacion de los estados perfectos. Para la induccién en los diferentes aidados de la
formacion de estructuras de reproduccion sexua en placa, se emplearon dos métodos no descritos
previamente. El primero de ellos consistio en una modificacion del previamente descrito por Hietda y
col. (1994). En este primer método, semillas de rabanito (Raphanus sativus L.) y/o colza (Brassica
napus L.) fueron esterilizadas en superficie (etanol 70% 2 min.; hipoclorito sddico 5% con Tween 20
0.005% 15 min., y a menos cinco lavados en agua destilada estéril), y posteriormente pregerminadas
por incubacién en placas de agar-agua 15% invertidas y en oscuridad a 24°C durante 24 dias. Tras
esto, las plantulas fueron transferidas a placas petri que contenian 20 ml de agua destilada estéril y dos
in6eulos de hongo de aprox. 5 x 5 mm provenientes de un cultivo de 7 dias, e incubadas a temperatura
ambiente y con luz natural. La produccién de fases teleomdrficas tuvo lugar entre 3 y 10 dias tras la
inoculacion de los aislados. Un segundo nuevo método fue también desarrollado en e laboratorio,
consistiendo en una modificacion de algunos de los previamente descritos para este tipo de hongos,
basados en la transferencia de cepas desde medios nutritivos a medios pobres en nutrientes (i.e.
Flentje, 1956; Murray, 1982 y 1984). Brevemente, las fases sexuales fueron obtenidas tras crecer
cultivos de las distintas cepas en PDA (Agar de Patata Dextrosa) durante 56 dias y redlizar después
pases a placas de agar-agua 15% que contenian peguefios trozos (como media dos trozos de 10 cm2
por placa) de hojas, ramitas o serrin de diferentes especies vegetales tales como Nerium oleander L.,
Prunus laurocerasus L., Ligustrum vulgare L., Pinus halepensis Miller, etc. o0 materiales atamente
hidrofébicos como restos capilares, previamente esterilizados en superficie (etanol 70% 2 min.;
hipoclorito sddico 5% con Tween 20 0.005% 15 min., y a menos cinco lavados en agua destilada
estéril). La produccion de himenio (segun las diferentes cepas) comenzd entre 7 y 15 dias después de

latransferencia de |las colonias.

Reconstruccion filogenética: Para los andlisis filogenéticos, la secuencia completa de la

region ITS de 37 adados de Rhizoctonia binucleada (lo que incluyé varias especies de
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Ceratobasidium) fué determinada. Las secuencias fueron alineadas y procesadas para reconstruccion
filogenética. Todos los aidados empleados en esta reconstruccion estén listados en la tabla |,
incluyendo los aidados de C. albasitensis, todos |os testigos de anastomosis en Rhizoctonia binucleada
disponibles y algunos aidados de C. cornigerumy C. cerealis procedentes de la coleccion de cultivos
vivos de CBS (Baarn,Holanda). Ademas, varias secuencias ITS de C. oryzae-sativae, C. cerealis
Waitea circinata y Serendipita vermifera s Roberts (1999) (= Sebacina vermifera) fueron obtenidas
de GenBank y procesadas para su inclusion en e estudio. Los protocolos de aislamiento de AND, PCR
y secuenciacién empleados han sido previamente descritos en Boysen y col. (1996). Los alineamientos
autométicos de la region ITS de las cepas estudiadas fueron realizados con d programa CLUSTALW
(Thompson y col., 1994). Los andlisis filogenéticos fueron efectuados mediante el méodo de méxima
parsimonia, usando el algoritmo de busqueda heuristica del programa PAUP 3.1.1 (Swofford, 1993).
Los &holes fueron enraizados con la secuencia ITS de un aidado de A. bisporus. La fiabilidad
estadistica de los datos obtenidos fue comprobada con 1000 réplicas de bootstrap empleando la opcién
de blsqueda heuristica del programa. El porcentaje de réplicas que mostré cada agrupamiento del
arbol fue utilizado como medida de la confianza estadistica. Un agrupamiento con un porcentagje de

bootstrap de mas de 90% fue considerado como estadisticamente fiable.

Ceratobasidium albasitensis V. Gonzdlez & V. Rubio, spec. nov. — Figs. 1-4

Basidiocarpus a bidus, resupinatus, sparsus, inconspicuus, tenuis, pelliculosus vel pulveraceum quando
recens et in aridus. Hyphae subiculares hyalina, laxa, partim incrassate tunicatae, ramis angulis rectis, fibulae
destitutae, 3,5-5,5 (6,5) um latae. Basidia subglobosa vel sphaericopedunculata, producta aut singula aut quasi
racemis aggregata ex hyphis subicularibus, (16,2-)18,2-20,8 (24) x 7-11 pm, 4(-5) sterigmata, longissima,
cornuta, subcurvata, saepe cum septis adventitis prope apices (19) 22-35,7 x 1,9-3 um. Sporae subglobosae vel
|atae ellipsoideae (Q = 1,2-1,4), laeves, hyalina, inamiloideae, raro iterativae prope laterales, 5-7-(8) x (3,5) 4-
5,5(-6) pm. Hyphae moliniformiae amplae, tumoribus, 13-15 um latae. Status anamorphosis Ceratorhiza.

Interraad Crocus sativus L. et Pinus halepensis Miller

Holotypus: Hispania, Albacete, Tobarra, 7 Nov. 1996, O. Salazar & M. C. Julian, in herb. Alcala

(AH 26603) conservatur

Etymology: referring to the geographical origin of the isolates
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De los nueve aidados inicides, tres de elos fructificaron repetidamente con los métodos de
induccién empleados. Por €llo, las descripciones de los caracteres macro- y microscopicos de los
estados sexuales, estan basadas en fructificaciones en laboratorio de esos tres aislados anteriormente

mencionados.

Basidiocarpo blanquecino a casi hidino, resupinado, delgado, himenio consistiendo en una
capa pelicular hipochnoide y pruinosa producido sobre la superficie del agua (en fructificaciones sobre
agua estéril con plantulas de rabanito) o en la superficie externa del agar, cerca de los margenes de la
colonia, més raramente cubriendo toda la superficie de la placa, e incluso colonizando ocasionalmente

residuos vegetales afiadidos al medio sintético (i.e. ramitas de pino, hojas de Nerium oleander, etc).

Basidios globosos a principio, luego piriformes a esferopedunculados, de (16.2-)18.2-20.8 (-
24) x 7-11 pm, producidos directamente sobre hifas basales 0 en grupos arracimados. Esterigmas en n°
de 4(5), muy largos (més de 2 veces la longitud del kesidio), de (19-)22-35.7 x 1.9-3 um, curvados o
erectos, facilmente colapsados y a menudo con septos adventicios situados junto a la base del
esterigma. Basididsporas anchamente elipsoidales a ovoides (Q= 1.2-1.4, media 1.26) en vista frontal,
amigddiformes a ligeramente citriformes en vista lateral, de 57(-8) x 45.5(-6) um (media 6.42-4.19)
(n=21), apiculadas, hialinas, lisas, no amiloides, germinando por un tubo de germinacion lateral, y més
raramente por repeticion. Hifas subiculares laxas, hialinas, de pared gruesa a fina, de 3.5-5.5(-6.5) um
de diametro. Hifas molinioides presentes entre los tegidos himeniales, consistiendo en elementos

inflados tipo barril de hasta 15um de didmetro. Fibulas ausentes en todos los tejidos.

Habitat — Saprofitico en suelo rizosférico y cormos sanos de azafrén (Crocus sativus L.) y

pléntulas de pino (Pinus halepensis Miller), en suelos agricolas.

Material estudiado. ESPANA: Albacete, Tobarra, 28 Nov. 1996, en suelo agricolacon Crocus sativusL.,
leg. O. Salazar y M.C. Julian (holotypus, AH 26603); ibidem, 7 Jul.. 1996, AH 26605; Albacete, AguasNuevas, 7
Jul. 1996, leg. O. Salazar y M.C. Julidn, AH 26604.

El sistema de agrupamiento en base a reacciones de compatibilidad somética (anastomosis), es
actualmente la base aceptada sobre la cual se asienta la taxonomia de los diferentes grupos de hongos
englobados bajo & concepto de Rhizoctonia s.l. (Ogoshi, 1975; Sneh y col., 1991). Estos métodos han
sido ampliamente empleados en aidlados multi- y binucleados de Rhizoctonia, en detrimento de

aproximaciones basadas en el estudio de fases perfectas. En este sentido, varios autores han apuntado
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la dificultad para diferenciar especies dentro del género Ceratobasidium (Ogoshi y col., 1983).
Aungue existen algunos trabajos en la literatura que recogen especies bien definidas por su teleomorfo
[i.e. C. oryzae-sativae Gunell & Webster (1987); C. ramicola Tu, Roberts & Kimbrough (1969)],
muchos de los teleomorfos de los diferentes grupos de anastomosis en Rhizoctonia binucleada (AG-E,
AG-L, AG-l, AG-K, etc) obtenidos en laboratorio por métodos indirectos, estan asignados a
Ceratobasidium pero sin descripcion alguna de epiteto especifico (Sneh y cal., 1991).

Thanatephorus, e teleomorfo de Rhizoctonia multinucleada (i.e. R. solani) es reconocido
como el género més cercano a Ceratobasidium. La posicion sistemética de ambos géneros en
basidiomicetos y las relaciones evolutivas de la familia Ceratobasidiaceae con € grupo de los
heterobasidiomicetos (principamente Tulasnellaceae y Tremellaceae), han sido previamente
estudiada por varios autores (i.e. Talbot, 1965; Eriksson y Ryvarden, 1973; Stalpers y Andersen, 1996,
etc). La posicion sistemética de los dos géneros permanece alin confusa, aungue actualmente son
situados en la familia Ceratobasidiaceae (Ceratobasidiales, Basidiomycetes), dentro del grupo de los
Homobasidiomicetos (Hawksworth y col., 1995). Recientemente, Roberts (1999) sugiere una
redisposicion de la anterior clasificacién propuesta en Hawksworth y col. (1995). Este autor gropone
simplificar los esquemas taxonémicos de algunos géneros de Ceratobasidiaceae, sinonimizandolos a
aguno de los tres géneros aceptados para la familia por e autor; Ceratobasidium, Thanatephorusy
Waitea. Tal y como numerosos autores han sugerido (i.e. Stalpers y Andersen, 1986; Roberts, 1999),
las diferencias morfolgicas usadas para distinguir entre géneros de Ceratobasidiaceae son graduales,
aunque es cominmente aceptado e epiteto Thanatephorus para aquellos aidados mayoritariamente
parésitos, con basidiomas hipochnoides y a veces gelatinizados, basidios dipsoides a mazudos a partir
de hifas subiculares verticales y apretadas en empalizadas, generamente con més de dos nucleos por
cdula hifal, mientras que € epiteto Ceratobasidium es preferido para designar taxones con
basidiocarpos ceréceos con basidios ovoides a esferopedunculados emergiendo de hifas subiculares
arracimadas, con dos nucleos por célula hifal. La conveniencia de aceptar Waitea como miembro de la

familia Ceratobasidiaceae serd discutida en un posterior epigrafe.

Los tamafios de laregion ITS (ITS1, gen 5,8S e ITS2) de los diferentes aisados estan listados
en latablal. Laregion ITSL vario en longitud entre 171 y 228 pb, mientras que la region 1TS2 lo hizo
entre 198 y 249 pb. Fue también observado regularmente que la region ITS1 era ligeramente més corta
gue la ITS2 en todos los aidados estudiados. La region codificante para € gen 5,8S aparecio altamente
conservada; todos los aislados midieron 155 pb de longitud, aungue se detectaron variaciones minimas
en la secuencia nuclectidica entre algunos aislados. Los porcentgjes de similitud para toda la regién

ITS entre grupos del arbal filogenético (etiquetados de G1 a G9), son resumidos en latabla .
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Con la excepcién de dos aidados de C. cornigerum (AG-Bo y AG-P), C. cerealis(AG-D) y C.
oryzae-sativae (AG-Bb), cuando se secuenciaron dos 0 mas aislados de la misma especie, siempre

agruparon en lamisma rama, o a menos en ramas adyacentes.

Los andlisis filogenéticos agruparon todos los aislados binucleados con teleomorfo en
Ceratobasidium en siete grupos, estando la mayoria de ellos bien soportados por valores de bootstrap.
Todos estos grupos se situaron lgjos de los dos aislados de W. circinata y la cepa de S. vermifera.
Varios autores han discutido la posicion de estos dos miembros de los Steredles y Tremellales
(Heterobasidiomicetes) respectivamente (Hawksworth y col., 1995), habitualmente considerados como
Rhizoctonia s.l. debido a ciertas caracteristicas vegetativas exhibidas por sus estados anamorficos.
Moore (1978, 1987), empleando microscopia electronica para caracterizar la ultraestructura del
aparato septal en los taxones del complgjo, designé los anamorfos de Rhizoctonia binucleados con
estado perfecto en Tulasnella como pertenecientes a Epulorhiza, mientras que Andersen y Moore
(Moore, 1996) adoptan e epiteto Opadorhiza para acomodar Rhizoctonia globularis Saksena y
Vaartgja, un tédxon con teleomorfo en Sebacina, muy similar a Epulorhiza pero con distinta estructura

€en su aparato septal.

Sobre la base de este tipo de estudios, ambos géneros deberian ser considerados como
periféricos a Rhizoctonia en € concepto moderno del complgjo. No obstante, Roberts (1999) incluye
Waitea como miembro de la familia Ceratobasidiaceae, considerando este género como muy cercano
(sino sindénimo) a Thanatephorus, mediante € manejo de criterios morfométricos y moleculares. La
presente reconstruccion filogenética no esta en concordancia con esa hipétesis, y sugiere mantener este
género fuera de Ceratobasidiaceae. Ademés, Johanson y col. (1998), empleando métodos basados en
PCR para discriminar entre los diferentes taxones implicados en e complejo del tizon dd arroz,
mostraron que aislados de R. oryzae (teleomorfo= Waitea circinata) agruparon separados de los de R.

solani y R. oryzae-sativae (teleomorfo= Ceratobasidium oryzae-sativae).

La posicion sistemética de S. vermifera que revela este andlisis, coincide con las conclusiones
previamente apuntadas por algunos autores (i.e. Roberts, 1999; Andersen, 1996, etc.). e primer autor
disgreg6 algunas especies del género Sebacina Tul. (Tremellales s. Hawksworth y col., 1995) en a
menos cuatro géneros. Ceratosebacina P. Roberts, Endoperplexa P. Roberts, Serendipita P. Roberts y
Hauerslevia P. Roberts, todos ellos incluidos por € autor en € orden Exidiales. Ademas, Andersen
(1996) empled estudios de ultraestructura y métodos moleculares (andisis por RFLP) para distinguir

Waitea y Sebacina de tdxones homobasidiados en el complejo Rhizoctonia.

El grupo 7 incluy6 varias cepas testigo de grupos de anastomosis tales como AG-Bo, AG-Bb,
AG-P, AG-N y AG-K, un aislado binucleado espafiol previamente identificado como Ceratobasidium
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sp., més los aidados 521 y 2815, dos cepas reportadas previamente en la literatura como R.
solani AG4 (Boysen y col., 1996). Este clado se diferenci6 del resto de los aislados binucleados (con
un 100% de bootstrap), configurando un conjunto heterogéneo de téxones, en donde pueden
reconocerse dos cepas C. cornigerum y C. oryzae-sativae respectivamente, junto con varias cepas
testigo de otros grupos de anastomosis con fase teleomdrfica no o insuficientemente conocida. A pesar
de toda esta heterogeneidad nomenclatural en € grupo 7, la divergencia nucleotidica observada dentro
de este clado oscilaba entre 0.35 y 4.37%, lo que sugiere que la posicién taxonémico de todas esas

cepas testigo del grupo 7 deberian ser revisadas.

El grupo 6 incluye 3 aidados testigo de grupos de anastomosis (AG-1, AG-G y AG-J), todos
dlos sin teleomorfo bien definido. Recientemente, Matsuhara y col. (1994) describieron las
caracteristicas de los teleomorfos de varios aidados de AG-I, y los caracterizaron como pertenecientes
a complgo C. cornigerum, aunque los mencionados autores llegan a citar en su estudio dos probables
teleomorfos para los diferentes aidlados; C. cornigerumy C. pseudocornigerum. Los otros dos aislados
dd clado, AG-G y AG-J son habitualmente citados en la literatura como pertenecientes a
Ceratobasidium, sin epiteto especifico definido.

El grupo 5 reuni6 todas las cepas pertenecientes a la nueva especie descrita (con un valor de
bootstrap del 98%). Los aislados de este clado mostraron unos porcentajes de divergencia nucleotidica
entre 0.00 y 1.06% (los valores mas bajos encontrados entre los nueve grupos), sugiriendo que las
secuencias del grupo 5, aunque procedentes de digtintas localidades geogréficas (e incluso de

diferentes sustratos), podrian representar un taxon homogéneo y natura dentro del género.

Los grupos 3 y 4 se dispusieron de forma contigua (agrupacion soportada por un 76% de
bootstrap) y contenian varios aislados de C. cerealis (G4) y un conjunto de cepas de C. oryzae-sativae
(G3), junto con una cepa testigo (AG-5) citada como Ceratobasidium sp. (Snehy col., 1991). El grupo
4 incluia secuencias obtenidas de aidados depositados en CBS, més una secuencia de la misma
especie obtenida de GenBank, mostrando todo e conjunto una divergencia nuclectidica de entre 0.34
y 1.53%, lo que sugiere una baja variacion infraespecifica para este tdxon. Por otro lado, el otro
aidado (AG-D) con teleomorfo asignado a C. cerealis presente en e estudio, quedd incluido en €l
grupo 1, junto a varias cepas testigo con fase sexual perteneciante a C. cornigerum. Ceratobasidium
gramineum (=C. cerealis, Corticium gramineum) fue propuesto por Oniki y col. (1986) como €l
teleomorfo de los aidados de AG-D (CAGL). Dichos autores obtuvieron fructificaciones sexuales de
cepas de AG-D y compararon las medidas de sus estructuras himeniales con las de Corticium
gramineum lkata & T.Matsuuray Ceratobasidium cereale Murray & Burpee, concluyendo que los tres

téxones debian ser considerados sinénimos. Después de una revision critica de las dimensiones
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recogidas en Oniki y col. (1986) para Corticium gramineumy C. cerealis, estos dos Ultimos tdxones
no deben ser considerados como pertenecientes a la misma entidad taxonémica. Asi, los teleomorfos
exhibidos por los aidados de AG-D podrian ser asignados a téxon descrito por Murray y Burpee
(1984), pero no a Corticium gramineum. De otro lado, las dimensiones aportadas por estos dos Ultimos
autores para C. cereale entran en € rango de las medidas citadas por Rogers (1935) para C.
cornigerum. Ademas, en un reciente estudio (Toda y col., 1999) sobre varios aislados de AG-D de
céspedes, se diferenciaron dos subgrupos (I y I1) por méodos de secuenciacion del ADN ribosomal y
andisis de RAPDs. En resumen, los datos moleculares y morfolégicos sugieren la existencia de dos
fases teleomdrficas para este grupo de anastomosis; una de €las probablemente relacionada con otros
grupos (AG-A, AG-C, etc) con una fase sexua perteneciente a C. cornigerum, y otro grupo de

aidados definidos por la posesion de un teleomorfo en C. cerealis.

El grupo 3 incluyé cuatro secuencias de C. oryzae-sativae obtenidas de GenBank y un aislado
testigo de AG-S. El hospedante original de esta Ultima cepa no es mencionado en la literatura vy,
aungue no se ha definido tampoco hasta hoy un teleomorfo para este grupo, AG-S podria representar
un miembro de C. oryzae-sativae. La reconstruccion filogenética sugiere que este documentado
patbgeno de arroz constituye un grupo hatural, a pesar del elevado porcentaje de divergencia
nucleotidica observado en e grupo (entre 0.16 y 8.46%) y la heterogeneidad del origen geogréfico de
los aidlados del clado.

El grupo 2 reunié cepas de CBS (con un 100% de bootstrap), todas €ellas depositadas bajo €
epiteto de C. cornigerum, mas un aidado de Albacete previamente identificado (empleando métodos
de induccién en laboratorio) como C. cornigerum s.l. Dentro de este clado, la divergencia nucleotidica
vario entre 3.15 y 13.88%, indicando una alta heterogeneidad a nivel de secuencia. Interesantemente,
esas cepas de CBS fueron depositadas como aidados testigo de varios de los grupos de anastomosis
definidos para Rhizoctonia binucleada en America (Burpee y col., 1980a; 1980b). Los datos
moleculares indican que los grupos americanos podrian representar un conjunto de téxones
estrechamente relacionados, en donde cada uno de los diferentes grupos descritos representarian

poblaciones del mismo taxon colectivo con diferentes tasas de aislamiento somatico entre ellos.

Los grupos 1 y 2 formaron una rama comun. Los aislados del grupo 1 representan 5 cepas de
referencia para grupos de anastomosis japoneses (AG-A, AG-C. AG-D, AG-E y AG-L), més un
aidado de CAG2. Con la excepcion de AG-D (mencionado en un péarrafo anterior), los teleomorfos
recogidos en la literatura para los miembros de este grupo 1 son en su mayoria C. cornigerum, o
Ceratobasidium sin epiteto especifico definido. Varios autores (i.e. Ogoshi y col., 1983) han propuesto

una correlacion entre la mayoria de los grupos de anastomosis americanos con |os japoneses. La

Memoria ITAP 2000 393 Ceratobasidium Albasitensis



reconstruccion filogenética llevada a cabo en este trabgjo, sugiere considerar a los diferentes grupos de
anastomosis creados en Rhizoctonia binucleada como miembros del mismo taxon colectivo, en donde
las relaciones entre los diferentes grupos de aidados (en términos de compatibilidad somética)
deberian ser revisadas, debido a que las correlaciones basadas en anastomosis hifal no parecen estar
reflgjadas a nivel de secuencia. Cubeta y col. (1991), emplearon metodologias moleculares (andlisis
mediante RFLP) para caracterizar la mayoria de los grupos de anastomosis de Rhizoctonia binucleada,
siendo capaces de diferenciar mediante esta técnica, 13 de los 21 grupos descritos, aungue las
correlaciones entre grupos japoneses y americanos que arrojé es estudio no fueron del todo

consistentes con las propuestas en Ogoshi y col. (1983).

En lo referente a comportamiento nutricional de los taxones incluidos en e estudio, los datos
moleculares apoyan la diferenciacion de varios tipos de edtrategias vitdes dentro dd género
Ceratobasidium. En este sentido, la reconstruccion filogenética sugiere la existencia de a menos dos
tendencias monofiléicas en e género; una de €elas estaria relacionada con la posesion de
patogenicidad, que incluiria los grupos 1 y 2, en donde la mayoria de los aidados son reportados como
patogénicos en varias especies vegetales (Ogoshi y col., 1983; Burpee y col., 1980b; Toda y col.,
1999, etc.), y los grupos 3 y 4, que incluyen aislados patdgenos de arroz y otras gramineas. Los
restantes clados en e &rbol filogenético, contienen en su mayoria aislados saprofiticos (grupo 5), asi
como otros aislados no descritos previamente como patégenos (i.e. AG-1, AG-P, AG-N, etc), o incluso

descritos en laliteratura como agentes de biocontrol (i.e. AG-G) (Leclerc-Potviny cal., 1999).

En resumen, e andlisis filogenético de laregion ITS apoyo la definicion de C. albasitensis, un
taxon de Rhizoctonia binucleada no descrito previamente, bien diferenciado del resto de taxones
descritos para € género mediante métodos morfométricos (ver discusion posterior). Ademés, la
reconstruccion filogenética permitié apuntar algunas hipétesis acerca de las relaciones entre agunas
de las especies de Ceratobasidium. Asi, C. cornigerum, la especie més comin y distribuida del género,
se mostré en este estudio como un amplio complgjo de taxones (que incluiria diferentes especies,
variedades, ecotipos y poblaciones), en e que es necesario una revision critica del concepto de

especie, asi como una redefinicion de los criterios que definen grupos de anastomosis.

La presencia de dos nulcleos por célula hifal, comportamiento saprofitico, posesién de un
anamorfo tipo Ceratorhiza y los caracteres morfolégicos (incluyendo estructuras himeniales)
exhibidos por los basidiomas de los diferentes aislados, permiten situar la nueva especie descritaen €
género Ceratobasidium. C. albasitensis es caracterizado por su hébitat en suelo, basidios largos y
esferopedunculados, esporas ovoides a subdipsoidales y esterigmas extremadamente largos (hasta

35.7 um), diferencidndose claramente de otras especies de Ceratobasidium. C. stridii J. Erikss. &
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Ryvarden, un téxon poco frecuente del norte de Europa caracterizado por poseer esporas de 5.5 7 x 3-4
um, recuerda a C. albasitensis, pero segun la literatura disponible (Eriksson y Ryvarden, 1973;
Raoberts, 1999), las esporas de C. stridii deben ser consideradas como de oblongas a fusiformes (Q=
1.5-1.9). Ademas, se han descrito que las esporas de C. stridii producen esporas secundarias en su
mayoria apicamente, caracteristica no constante a lo largo del género, y ausente en C. albasitensis. El
téaxon més comun y ubiquista del género, C. cornigerum difiere de C. albasitensis en la posesién de
basidiocarpos subceraceos (no peliculares) con hasidios cuboides a papilados de menor tamafio y
lateramente pedunculados, esporas de mayor tamafio (hasta 12.5 um de longitud) elipsoidales a
fusiformes e incluso a veces subcilindricas (Q= 1.4-2) y esterigmas de hasta 12 um de longitud
(Rogers, 1935; Eriksson y Ryvarden, 1973; Jilich, 1989; Roberts, 1999, etc). C. obscurum Rogers, un
taxon descrito habitualmente como simbionte en Orchidaceae (Warcup, 1967) y actualmente
combinado a Thanatephorus obscurum (Rogers) P. Roberts (Roberts, 1999), recuerda a también a C.
albasitensis, pero aunque posee esporas subglobosas a anchamente elipsoidales con Q= 1.2-1.4 (no
solapantes en los rangos de anchura y longitud), debe ser considerado definitivamente como una
especie de Thanatephorus, tal y como apunta Roberts (1998) en su estudio de la coleccion tipo de C.
obscurum, donde & mencionado autor describe basidios oblongos que forman empalizadas himeniaes

compactas, ademés de una ecologia parasitica sobre madera de Ulmus sp.

Las medidas morfol6gicas de C. albasitensisy otras especies de Ceratobasidium relacionadas,

gquedan resumidas en latablalll.
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Tabla I. Aislados empleados en este estudio. Tipo de hospedante, tamafios de ITSL, ITS2, de la
region rDNA-ITS total, y nimeros de acceso de EMBL o GenBank. a) aidados de C. albasitensis, b)
aidados testigos de grupos de anastomosis en Rhizoctonia binucleada. ¢) otros aislados.

a) Aislado Origen ITSL ITS2  Total  N°Acceso
Eab-F1 Crocus sativus 184 231 570 AJ242875
Eab-F2 Crocus sativus 185 230 570  AJ242876
Eab-F3 Crocus sativus 184 230 569 AJ242877
Eab-F5 Crocus sativus 184 230 569 AJ242878
Eab-F6 Crocus sativus 184 230 569 AJ242879
Eab-F7 Crocus sativus 184 232 571 AJ242880
Eab-S1 Crocus sativus 185 231 571 AJ242881
Eab-S5 Crocus sativus 184 230 569 AJ242885
Eab-6 Pinus halepensis 184 230 569 AJ242886
b) Aislado AG Origen ITS1 ITS2  Total  N°Acceso
C662 AGA Soil 188 223 566 AJ242890
BN4 AGA (CAG2) <ail 188 223 566 AJ242891
SR-2 AGB(0) | pomoea batatas 185 230 570  AJ242892
C-455 AGBb Oryza sativa 185 230 570  AJ242893
70B AGC Sail 189 223 567 AJ242894
C-610 AGD unknown 189 223 567 AJ242895
Rh155 AGE unknown 190 223 568 AJ242896
C-653 AGG unknown 183 232 570  AJ242897
AV-2 AGI Artemisia sp. 183 229 567 AJ242898
184 AGJ unknown 183 229 567 AJ242899
FA59209 AGK unknown 193 237 585 AJ242900
76146 AGL unknown 190 222 567 AJ242901
TC1 AGN unknown 186 230 571 AJ242902
76150 AGP unknown 187 230 572 AJ242903
c) Aislado Origen ITSL ITS2 Total N°Acceso
R. cerealis Poa annua 212 231 598  AF063019
C.0-s2 Oryza sativa 226 249 630 AJ000192
Co-sl Oryza sativa 227 249 631 AJ000191
Co-s3 Oryza sativa 226 249 630 AJ000193
Co-s4 Oryza sativa 226 248 631 AJ000194
Rh2815 Viciafaba 188 228 571 U19962

521 soil 190 230 575 U19950

C1(CAG-1) Festuca 198 241 594  AJ301903
C2 (CAG-2) Pittosporum 198 238 591 AJ301899
C4 (CAG-3) Juniperus 191 243 589 AJ301900
C5(CAG-5) Taxus 190 240 585 AJ301901
C6 (CAG-6) Erigeron canadiensis 185 236 576 AJ301902
C8(CAG-7) Pittosporum 190 245 590  AJ302006
Cl11 Triticum aestivum 210 231 596 AJ302007
C13 Triticum aestivum 210 231 596 AJ302009
C12 Triticum aestivum 210 231 596 AJ302008
Eab-aB Medicago sativa 228 242 625 AJ302010
Eab-S3 Crocus sativus 185 233 573 AJ242883
W. circinata | Oryza sativa 213 198 566 AJ000196
W. circinata Il Oryza sativa 212 198 565 AJO00195
A. bisporus unknown 294 207 656 AJ301619
S. vermifera Orchidaceae 171 199 525 AF202728
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Tabla 1. Porcentgje de divergencia nucleotidica entre los nueve grupos reconocidos en € arbol

filogenético.

G1 G2 53 G4 G5 G6 G7 G8 G9

Gl 0.00- 14.09- 13.03- 14.89- 10.84- 10.44- 10.48- 31.67-  40.64-
6.27 17.84 18.24 17.38 12.80 13.02 14.61 33.48 43.48

G2 3.15- 15.16- 15.75-  10.57- 12.07- 11.63- 34.07-  42.90-
13.88 22.80 25.22 14.38 13.99 15.94 40.23 44.56
G3 0.16- 16.46- 13.23- 11.80- 12.89- 36.19- 42.03-
8.46 17.75 15.85 15.06 17.82 39.46 43.61
G4 0.34- 13.84- 13.67- 14.78-  38.25-  43.01-
1.53 15.09 15.43 16.65 39.19 43.72
G5 0.00- 4.56- 6.27- 30.56-  40.32-
1.06 6.30 8.35 31.52 41.71
G6 0.18- 7.34- 29.83-  40.08-
2.88 10.02  31.15 40.32
G7 0.35- 29.61-  39.05-
4.37 30.85 41.83
G8 0.53 45.24-
45.37
<=1 1 1 1 © 1 1 1 11—
Tabla IIl. Comparacién microscopica entre C. albasitensis, T. obscurum, C. stridii y C.
cornigerum
Especie Esporas Q Esterigmas Habitat
C. albasitensis 5-7(-8) x 4-5.5(-6) 1.2-1.4 -35.7mm long. Saprofitico”
C. gtridii 5575x 34 1519 -8 nm long. Saprofitica”®
T. obscurum 810x 67 1.2-1.4 -12.5 mm long. Parasitico®
C. cornigerum (6.5)7-11.5x 356 192 -12nmmlong.  Saprofitico,parasiticoy
simbionte®*

1 ESTE TRABAJO; 2 ERIKSSON & RYVARDEN, 1973; 3 ROBERTS, 1999, 4
ROGERS,1935
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PIE DE FIGURAS

Figs. 1—4. Ceratobasidium albasitensis. a; hifas del subiculo, b; estrato himenial (basidios y
basidiolos), ¢; esporas, d; células molinioides. Barras: 10 y 20 um respectivamente.

Fig. 5. Arbol filogenético generado mediante e método de méxima parsmonia utilizando €
programa PAUP 3.1.1. Como cepa externa de referencia fué utilizada la secuencia ITS de un aisado
de Agaricus hisporus. Se indican ademés los indices de bootstrap para valores por encima del 50% y
los de decaimiento para valores por encima de 10 pasos.
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