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RESUMEN

Rhytidhysteron rufulum es una especie pantropical comun pero poco estudiada, con
amplio ambito de substratos y de habitats; es la tinica especie de su género que ha sido
descrita en Costa Rica. En este estudio se empled datos morfolégicos, moleculares y
quimicos para determinar la variabilidad y la diferenciacion de muestras de esta especie
recolectadas en la costa pacifica y atlantica del pais. Los analisis filogenéticos de las
secuencias nucleares de la regién ITS revelaron la presencia de cuatro linajes distintos
en el complejo de R rufulum. Al re-examinar la morfologia y anatomia de las muestras
se notaron diferencias marcadas entre los linajes tanto en el ascocarpo como en las ascas
y ascosporas, las cuales previamente se habian definido como variaciones
intraespecificas. Asimismo, los compuestos producidos por los linajes fueron distintos;
dos de ellos produjeron las palmarumicinas MK-3018, CJ-12372 y CR1, el Clado Il
produjo deshidrocurvularina y el Clado 1V compuestos no identificados. Los datos
obtenidos sugieren la existencia de 4 especies y rechazan las interpretaciones previas de

una unica especie morfolégicamente variable.



INTRODUCCION

El reino Fungi estd compuesto de organismos eucaridticos, algunos de ellos no
relacionados cercanamente. Esto ha hecho que algunos autores utilicen el término fungi
en un sentido muy general y el término Fungi (con F mayuscula) especificamente para
los asi llamados hongos verdaderos que parecen estar relacionados unos con otros. El
reino Fungi incluye 4 Phyla: Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota Yy
Basidiomycota (Alexopoulos ef al. 1996).
Entre algunas caracteristicas de los hongos tenemos:
» Presencia de filamentos o hifas que constituyen el soma o cuerpo del hongo que
se alargan por crecimiento apical.
e Dieta: Los hongos son heterétrofos, esto quiere decir que no fijan carbono y que
los nutrientes que entran en su cuerpo deben pasar a través de la pared celular y
la membrana plasmatica. Los hongos primero liberan enzimas digestivas al
medio ambiente y éstas desdoblan moléculas grandes y relativamente insolubles,
como carbohidratos, proteinas y lipidos en moléculas mas pequeiias y mas
solubles que pueden luego ser absorbidas. Como grupo, los hongos tienen una
gran habilidad de utilizar casi cualquier fuente de carbono como alimento. En
general, el sustrato que una especie puede utilizar como alimento, depende en
gran medida de cudles enzimas digestivas son capaces de producir y liberar en el
ambiente. Muchos hongos son saprofitos y obtienen su alimento al degradar

materia organica muerta. Se estima que reciclan millones de toneladas de



desechos organicos en sus habitos naturales anualmente (Moore-Landecker
1996).

e Reproduccion: es la formacién de nuevos individuos con todas las caracteristicas
tipicas de la especie. En hongos, estan presentes dos tipos generales de
reproduccion, la sexual y la asexual. La reproduccion asexual también llamada
somatica no involucra cariogamia (fusion de nicleos) ni meiosis y no estan
involucrados ni 6rganos sexuales ni células sexuales. La reproduccion sexual,
por otro lado, se caracteriza por la union de dos nicleos seguida por meiosis.
Dentro del ciclo de vida de algunos ascomycetes se presentan tanto la fase
sexual (teleomorfo) como la fase asexual (anamorfo).

Los hongos constituyen un grupo grande de organismos que se encuentran virtualmente
en todos los nichos ecoldgicos, debido a su amplia distribucion y asociaciéon con
sustratos organicos e inorganicos. Hawsksworth (2001) estim¢ para areas templadas,
basado principalmente en una relacion de 6:1 de hongos con especies de plantas
vasculares de que existen a nivel mundial aproximadamente 1.5 millones de especies de
hongos, hasta ese momento se habian descrito inicamente 69.000 especies (5%.) Sin
embargo, en regiones tropicales no se tiene suficiente informacion para ni siquiera
especular acerca de la riqueza de especies. En la actualidad, existe interés en
documentar esta riqueza por su gran importancia ecoldgica, por ser fuente de quimicos
(incluidos varios antibiéticos) y por presentar un gran potencial como controladores
biologicos de muchas plagas. Un mayor entendimiento de la diversidad e historia

matural de los hongos va a contribuir al conocimiento y la puesta en marcha de



iniciativas para la proteccion y uso sostenible de estos recursos naturales (Rossman et al.

1998).

Estudios taxonémicos

La sistematica de los hongos se inicié hace aproximadamente 250 afios, pero las
manifestaciones de este grupo de organismos han sido conocidas por miles de afios. Para
definir la posicion taxonomica de un grupo de hongos se deben documentar una serie de
caracteres que anteriormente se han establecido como importantes para la identificacion
de especies del grupo de interés (Kutorga & Hawksworth 1997; Barr & Hundorf 2001;
Samuels & Miiller 1979). La mayoria de las especies han sido diagnosticadas por medio
de caracteres morfoléogicos (Taylor et al. 2000).

El Phylum Ascomycota con 56 Ordenes agrupados en 7 Clases, 226 Familias, 3409
géneros y 32739 especies, es el grupo de hongos mas grande (Kirk et al. 2001). Los
ascomycetes deben su nombre a la presencia de una estructura reproductiva
microscopica llamada asca. El zigoto, que es el tnico nucleo diploide del ciclo de vida,
se forma dentro del asca. La reproduccion asexual es por conidios, muchos de los cuales
son multinucleados. En este grupo se encuentran hongos econdmicamente importantes
como las levaduras Saccharomyces cerevisiae, el hongo comestible Morchella
esculenta, patdgenos de plantas como Ceratocystis ulmi, Colletotrichum spp., Fusarium
spp. y Botryosphaeria spp. (Raven & Johnson 1989).

Uno de los Ordenes dentro de Ascomycetes es Patellariales que incluye la familia
Patellariaceae, sus miembros en general son sapréfitos y se caracterizan por presentar

ascoma elongado o redondeado que se abre en forma de apotecio. La familia fue

el



revisada en 1997 por Kutorga y Hawksworth quienes aceptaron 12 géneros dentro de los
cuales se encuentra Rhytidhysteron (Barr & Huhndorf 2001). Samuels & Miiller (1979)
con base en la morfologia del anamorfo y teleomorfo establecen que las relaciones
taxonomicas de Rhytidhysteron no son claras y se considera la reubicacion del género e
incluso la conformacion de una familia propia (Kutorga & Hawksworth 1997); sin
embargo estudios de cultivo, citolégicos y de desarrollo relacionan Rhytidhysteron
rufulum con la familia Patellanaceae (Bezerra & Kimbrough, 1982). Blackwell er al.
(2006) lo incluyen en Dothideomycetes (Patellariales) en una posicion incierta.

El género Rhytidhysteron se distingue porque el ascocarpo al principio es histeriforme y
cambia a discoidal en la madurez, ademas de poseer parafisis cubiertas por una capa
gelatinosa. Samuels y Miller (1979) realizaron una revision del género y comunicaron
solo 2 especies: Rhytidhysteron rufulum un sapréfito o parasito débil que se encuentra en
una gran variedad de plantas vivas o muertas con distribucién pantropical,
principalmente se ha reportado en climas tropicales y subtropicales de América del
Norte y del Sur y Rhytidhysteron hysterinum que habita cominmente en madera de
Buxus spp., y en menor frecuencia en [lex spp., Diospyros spp. y Prosopis spp; se
encuentra principalmente distribuido en climas cilidos en latitudes norte, pero también
hay reportes de especimenes en Venezuela. Los anamorfos descritos para estas especies
se definen como “tipo Diplodia” o “tipo Aposphaeria”, sin embargo, no existen estudios
que relacionen estas estructuras con la biologia y la historia evolutiva de estos grupos.
Otras especies comunicadas aparecen citadas en la base de datos del Index Fungorum

nipdiwww.indexfuncorum.ore, Custodias CABl Bioscience, CBS and Landcare

Research, Abril 2007) y son las siguientes:



e  Rhytidhysteron rufulum (Spreng.) Speg. 1920

e Rhytidhysteron beccarianum (Ces.) Bat & Valle (1964), Rhytidhysteron
guaraniticum Speg. (1888), Rhytidhysteron javanicum Penz. & Sacc. (1897),
Rhytidhysteron prosopidis Peck (1894), Rhytidhysteron scortechinii Sacc. &
Berl. (1885), Rhytidhysteron brasiliense Speg. (1881) y Rhaytidhysteron viride
Speg. (1881). Samuels and Miiller (1979) consideran todas estas especies como
sinénimos de Rhytidhysteron rufulum.

e Rhytidhysteron hysterinum (Dufour) Samuels & E. Miiller. (1980).
Recientemente se han descrito Rhytidhysteron opuntiae (J.G. Brown.) MLE. Barr (1990)
que se caracteriza por la presencia de ascosporas con (1-)3-(4-5) septos y un septo
longitudinal en el centro de las células (Barr 1990) y Rhytidhysteron dissimile (P Karst.)

Magnes (1997) que presenta ascosporas con S septos (Magnes 1997).

Estudios meoleculares

En los 1dltimos afios, se han utilizado secuencias de dcidos nucleicos como caracteres que
apoyan la clasificacion de grupos taxonémicos. Diferencias morfoldgicas algunas veces
se interpretan como variaciones intraespecificas sin el conocimiento de estudios de
filogenia molecular que podrian ayudar a evaluar la importancia taxonémica de los
caracteres morfoldgicos. Se han documentado casos en los que se han descubierto
especies filogenéticas cripticas en una especie morfoldgica, con la ayuda de la

filogenética y de la variacion en acidos nucleicos (Taylor ef al. 2000) como es el caso de



un amplio 4ambito de ascomycetes, incluidos los hongos liquenizados (Seymour et al.
2007).

En Ascomycota, las técnicas moleculares han sido ampliamente utilizadas para definir
relaciones dentro del phylum por medio de secuencias de genes mitocondriales
(Lindemuth et al. 2001, Prado et al. 2006) o de genes nucleares involucrados en la
duplicacion, transcripcion y traduccion de la informacion genética que codifican
proteinas. Por ejemplo, se ha utilizado la subunidad 1 de ARN polimerasa (RBP2)
(Yajuan et al. 1999; Yajuan & Hall 2004, Shenoy et al 2006), el factor de elongacion
(EF-1), la beta tubulina (Miller & Huhndorf 2004) y genes nucleares nbosomales
(Berbee 1996; Berbee & Taylor 1992; Liew et al. 2000; Huhndorf et al. 2004). En los
altimos anos se ha considerado apropiado utilizar varios de estos marcadores para llevar
a cabo los analisis filogenéticos.

Muchos estudios de filogenética y caracterizacion molecular se han focalizado en genes
nucleares ribosomales por varias consideraciones practicas, entre ellas, el alto nimero de
copias, la disponibilidad de imprimadores o “primers”, y las diferentes regiones dentro
de los genes ribosomales que evolucionan a diferentes tasas y proporcionan resolucion a
varios niveles taxonémicos, incluso para determinar relaciones entre géneros y especies
(Acero et al. 2004; Dodd et al. 2003; Verkley et al. 2004). Otra ventaja que presenta el
estudio de estas regiones, es que existen bases de datos con informacion acumulada que

se pueden consultar gratuitamente.



Estudios quimicos

Algunos de los compuestos organicos que producen los hongos tienen funciones Gnicas;
sin embargo, también producen una gran cantidad de otros compuestos que no estin
directamente involucrados en proveer energia ni son componentes estructurales de la
célula, sino que son productos del metabolismo secundario (Moore-Landecker 1996).
La produccion de estos metabolitos también se ha utilizado en la clasificacion de
algunos grupos de hongos (Taylor et al. 2000), basada en sus diferencias a nivel
bioquimico, por ejemplo, en el género Stachybotrys spp. (Andersen et al. 2003) o en el
género Morinia (Collado et al. 2006) y en algunos géneros de la familia Xylariaceae,
donde se detectaron compuestos 1,1 -binaftaleno-4,4"-5,5 -tetroles (BNT) que se derivan
de la ruta de 1,8 dihydronaphthaleno de la biosintesis de la melanina. Es posible que
esta ruta surgio temprano en la evolucion de los hongos, debido a su amplia distribucion
en grupos de ascomycetes aparentemente no relacionados o lejanamente relacionados
(Stadler et al. 2004).

Los policétidos son una clase de metabolitos secundarios que presentan una gran
diversidad, tanto en términos de estructura como de funcion. Se han descrito en
organismos tan diversos como bacterias, hongos, plantas, insectos y esponjas. Dentro de
los hongos, la habilidad de producir policétidos no esta distribuida homogéneamente,
son muy comunes en Ascomycetes pero relativamente raros en Basidiomycetes (Turner
1971).

La sintesis de policétidos es llevada a cabo por las sintetasas policétidas, las cuales se
clasifican en tres tipos con base en la arquitectura molecular de los genes: las sintetasas

apo | que consisten en grandes proteinas multidominio, las tipo Il que son complejos de
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proteinas mono-funcionales, y las tipo IIl que son proteinas pequefias con una sola
cadena polipeptidica involucrada en la sintesis de precursores (Lee er al. 2001).

En un estudio realizado por Kroken et al. (2003) en la bisqueda de sintetasas policétidas
tipo I en los genomas de representantes de Taphrinomycotina, Saccharomycotina y
Pezizomycotina, se encontr0 solo en especies de Pezizomycotina desde 15 hasta 25
posibles genes de sintetasas y es posible que existan un gran nimero de policétidos
producidos por otras especies de este grupo de hongos. Estos policétidos desconocidos
pueden ser toxinas o pigmentos y estar involucrados en procesos de desarrollo que
requieran el sefialamiento de moléculas pequefias, como crecimiento y fusion de hifas,
formacion aérea de hifas y reproduccion sexual; sin embargo, falta mucha investigacion

que realizar para conocer su funcion.



JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Hawskworth (2001) menciona que menos del 5% de especies de hongos han sido
descritas y caracterizadas de un posible total de 1.5 x 10°. En el tropico existe la urgente

necesidad de realizar un mayor esfuerzo en la descripcion y caracterizacion de grupos.

En Costa Rica se conocen alrededor de 2 000 especies, pero se considera que pueden
existir entre 40 000 y 70 000 (Mata 2003). Rhyptidhysteron rufulum es la inica especie
para este género, que se ha comunicado para Costa Rica (Umafia, com. pers.); sin
embargo, estudios mas detallados podrian ayudar a descubrir nuevas especies o variantes
ecoldgicas de interés y su vamacion genética y quimica. Samuels & Miiller (1979)
mencionan que dentro de la especie de R. rufulum existe una distribuciéon bimodal en el
tamano de las ascosporas, y una variacion en el color del pseudoepitecio, sin embargo,
con las técnicas disponibles en ese momento, no se podia definir més de una especie. El
uso de marcadores moleculares y bioquimicos podria aportar mayor informacion sobre
la sistematica de este grupo. Hasta el momento, no se han realizado estudios
morfologicos, moleculares ni quimicos de este género en zonas tropicales, a pesar de

tener una amplia distribucion.

En investigaciones previas llevadas a cabo en el area de quimica de la Unidad
Estratégica de Bioprospeccion del Instituto Nacional de Biodiversidad (INBio), como
parte del proyecto de Chagas, se logré aislar y dilucidar cuatro compuestos policétidos

(Fig. 1), uno de ellos nunca antes comunicado en la literatura para hongos (Wipf et al.



2004). Estos compuestos tipo 1,8 dihidroxinafiol espirocetales, se encontraron en los
fermentos de las dos muestras de Rhytidhysteron analizadas y se han reportado como
potenciales inhibidores del sistema celular redox, Thioredoxin-thioredoxin, con
actividad potencial antichagas y ademas se ha encontrado que poseen caracteristicas

antimicrobianas y antifungicas.
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Fig. 1: Compuestos presentes en muestras de Rhytidhysteron spp.

Si se considera que algunos de los medicamentos mas comunmente prescritos como los
antibidticos penicilina y cefalosporina y el inmunosupresor ciclosporina B son de origen
fingico y que solo el 5% de los hongos han sido descritos, parece existir un gran
potencial para el descubrimiento de nuevos productos (Schulz er al. 2002). Este
potencial puede ser aprovechado si se estudian los hongos desde varias Opticas con la

finalidad de obtener informacién integral que pueda desarrollarse a través del tiempo.

Esta fue una oportunidad para caracterizar muestras de un género de hongos en Costa
Rica con caracteres moleculares de diferentes tipos, tanto genéticos como bioquimicos y
aprovechar el equipo y experiencia que se ha desarrollado en el pais y en las diferentes
areas del Instituto Nacional de Biodiversidad, lo cual fue clave para el éxito del

proyecto.
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MATERIALES Y METODOS

Recoleccion del material de trabajo: Las muestras fueron recolectadas con el permiso
R-006-2005-OT-CONAGEBIO del Ministerio de Ambiente y Energia. Los hongos
utilizados en esta investigacion fueron recolectados de junio a octubre del 2005, en los
parques nacionales Barra Honda, Palo Verde en el pacifico de Costa Rica y en el parque
nacional Cahuita y la Reserva Biologica Hitoy Cerere en la region atlantica del pais
(Cuadro 2). El aislamiento 3352 Bioprospeccion fue accesado bajo el permiso nimero
R-CM-INBIO-05-2006-OT del Ministerio de Ambiente y Energia y fue utilizado como
control positivo en la taxonomia y presencia de palmarumicinas en la investigacion.
Método de muestreo: El grupo de hongos bajo estudio presenta una distribucion
gregaria, es un saprofito que generalmente se encuentra en troncos por lo que se realizo
un muestreo oportunista, se localizaron los troncos y se recolectaron los cuerpos
fructiferos en ramas secas o vivas de diferentes especies de plantas. El material se
recolectd en los sitios donde se habia comunicado la presencia de especimenes del
género Rhytidhysteron. Se visito cada sitio al inicio de la época lluviosa para recolectar
cuerpos fructiferos con esporas viables. Para cada una de las muestras se registro:

e Fecha de recolecta

¢ Provincia, Canton y Distrito del sitio de recolecta

e Coordenadas geograficas

o Altitud

e Area de conservacion

12



e Ecosistema

e Descripcion del sitio (del entorno)

e Sustrato donde se recolecta la muestra

e Descripcion general de la muestra

e Fotografia del sitio de recolecta

e Fotografia de la muestra.

® Recolectores

e Distribucion en el sitio de recolecta.
Se le asigné un nimero de recolecta y se mantuvieron en bolsas de papel en un lugar
fresco durante el transporte al INBio. Una vez las muestras en INBio, se procedié a
revisarlas en el estereoscopio. Se observaron diferencias en los cuerpos fructiferos

recolectados, por lo que se decidi6 dividir la muestra en submuestras (Cuadro 1).

Cuadro 1. Distribucion geografica de las muestras recolectadas de Rhytidhysteron spp.

| Area de | Provincia Descripciéndel | Akura Fecha de recolecta Nimero de | Numerode |
conservacion sitio maxima mucstras submuesiras ‘
| | (m) I
Tempisque Guanacaste | P.N. Palo Verde 76 22-23/junio/2005 16 14 |
1 Tempisque | Guanacaste | P.N.Barra Honda | 379 24/junio/2005 8 10 f
| La Amistad | Limon "RB.HitoyCerere | 169 | S/julio/2005 To 13 ‘
| Caribe 24-25/0ctubre/2005 ’
| laAmistad | Limén ( P.N.Cahuia | 0 1 6rjutior2005 K 12
. Caribe | _ 26/0ctubre/2005 R S Y SN e

Solicitud de especimenes a herbarios: Algunas de las muestras de referencia de las
especies del género Rhytidhysteron se obtuvieron del New York Botanical Garden
(NYBG). Las muestras recolectadas se compararon con especimenes de Rhytidhysteron

rufulum del citado herbario (VENEZUELA, Parque Nacional Guatopo, sendero entre
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maximos y minimos de los caracteres continuos y el ANOVA de una via con la prueba
de Tukey se obtuvieron con el programa Infostat version 1.1. (InfoStat 2002)

Muestra para aislamiento de fase anamérfica. Se obtuvieron cultivos monosporicos
en medio PDA (Agar Papa Dextrosa, Difco™) y se incubaron a 25 °C por 10 dias para
el posterior anélisis molecular y quimico. Se llevo a cabo un cuidadoso seguimiento de
la germinacion de las esporas con la finalidad de asegurarse de la identidad y la no
contaminacién del cultivo.

Preservacion de muestras en cultive. Los anamorfos se describieron de acuerdo a las
caracteristicas del micelio (textura y pigmentacion) en medio PDA y CMA (Corn Meal
Agar, Difco™). Se almacené la muestra a 20 °C en tubos con PDA inclinado y aceite
mineral; para preservar los aislamientos a corto plazo se mantuvieron en viales con agua
estéril. El material se incorporé a la coleccion de cultivos (cepoteca) de la Unidad

Estratégica de Bioprospeccion (Cuadro 2)

Cuadro 2 Aislamientos de Rhytidhysteron rufulum estudiados

Numero de Accesion/ Localidad/Area Latitud Longitud  Hospedero
INBio y numero de protegida

aislamiento ; . | p— p
INBOOO3985581  S02A Parque Nacional Palo Verde  10:21:21.4000  -85:19:11.3000  Acacia spp.
INB0003985583 504A Parque Nacional Palo Verde 10:21:21 4000 -85:19:11.3000  Acacia spp.
INB0003985584  S0SA Parque Nacional Palo Verde ~ 10:21:21.4000  -85:19:11.3000  Acacia spp.
INB00O3985586  S07A Parque Nacional Palo Verde ~ 10:21:21.4000  -85:19:11.3000  Acacia spp.
INB0003985587 S08A Parque Nacional Palo Verde 10:21:21.4000  -85:19:11.3000  Acacia spp.
INB00O3985588  S09A Parque Nacional Palo Verde ~ 10:21:21.4000  -85:19:11.3000  Acacia spp.
INB0O0O3985589  S10A Parque Nacional Palo Verde ~ 10:21:221.4000  -85:19:113000  Acacia spp.

INB0003985590 SHA Parque Nacional Palo Verde 10:21:21.4000 -85:19:11.3000  Acacia spp.
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INB0003985591
INBOD03985592

INB0O003985706
INBO0O3985707
INB0O03986150
INB0OOO3986152
INB0OO3986153
INBOODO3986154
INB0003986156
INB0003986158
INB00D03986161
INB0O03986162
INB0003986166
INB0003986170
INBOQ03986171
INB0003986172
INBOOO3986177
INB0OD03986185
INB(03986187
INB0O0O03986 188
INB0O0O3986189
INBOO03986190
INBOOO3986191
INB0003986192
INB0003986193
INB0O03986194
INB0003986086
INB0OO3986087
INBO003986092
INB0003986101

INBOOQ3986106

512A
513A
514A
515A
517A

S19A

521A
522A
523A
524A
525A
526A
527A
528A
529A
530A
531A
532A
533A
534A
535A
536A
537A
538A
539A
540A
541A
542A

543A

Parque Nacional Palo Verde
Parque Nacional Palo Verde
Parque Nacional Palo Verde
Parque Nacional Palo Verde
Pargque Nacional Palo Verde
Parque Nacional Palo Verde
Parque Nacional Palo Verde
Parque Nacional Palo Verde
Parque Nacional Palo Verde
Parque Nacional Palo Verde
Parque Nacional Palo Verde
Pargue Nacional Barra Honda
Parque Nacional Barra Honda
Parque Nacional Barra Honda
Parque Nacional Barra Honda
Parque Nacional Barra Honda
Parque Nacional Barra Honda
Reserva Biologica Hitoy
Reserva Biologica Hitoy
Cerere

Reserva Bioldgica Hitoy
Cerere

Parque Nacional Cahuita
Parque Nacional Cahuita
Parque Nacional Cahuita
Parque Nacional Cahuita
Parque Nacional Cahuita
Parque Nacional Cahuita
Reserva Biolégica Hitoy

Cerere
Reserva Biologica Hitoy
Cerere
Reserva Bioldgica Hitoy
Cerere
Reserva Biologica Hitoy
Cerere
Reserva Biolégica Hitoy
Cerere

10:21:21.4000

10:21:21.4000
10:19:59.9757
10:19:59.9757
10:20:30.4000
10:20:30.4000
10:20:30.4000
10:20:30.4000
10:20:30.4000
10:20:30.4000
10:23:09.7000
10:10:13 2000
10:09:59.0000
10:10:29.8000
10:10:29.8000
10:10:29.8000
10:10:29.8000
09:40:19.9768
09:40:19.9768
09:40:23.0000
09:43:06.4000
09:43:06.4000
09:43.06.4000
09:43:06.4000
09:43:06.4000
09:43:06.4000
09:40:19.9768
9:40:19.9768

09:40:23.0600
09:40:19.9768

09:40:19.9768

-85:19:11.3000

-85:19:11.3000
-85:15:09.9381

-85:15:09.9381

-85:21:58.0000
-85:21:58.0000
-85:21:58.0000
-85:21:58 0000
-85:21:58.0000
-85:21:58.0000
-85:21:16.4000
-85:21:24.8000
-85:21:26.5000
-85:22:19.4000
-85:22:19.4000
-85:22:19.4000
-85:22:19.4000
-83:01:44.5992
-83:01:44.5992
-83:01:27.0000
-82:48:55.0000
-82:48:55.0000
-82:48:55.0000
-82:48:55.0000
-§2:48:55.0000
-82:48:55.0000
-83:01:44.5992
-83:01:44 5992
-83:01:27.0000
-83:01:44.5992

-83.01:44 5992

Acacia spp.
Acacia spp.
Desconocido
Desconocido
Guazuma
Acacia spp.
Acacia spp.
Acacia spp.
Acacia spp.
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Bejuco
Desconocido
Desconocido
Bejuco
Desconacido
Nectandra spp.
Desconocido
Inga spp.
Desconocido
Terminalia spp.
Inga spp.

inga spp.

Inga spp.

Inga spp.
Nectandra spp.
Nectandra spp.
Citrus spp.
Desconocido

Desconocido




INBODO3986108 545A Reserva Biolégica Hitoy 09:40:19.9768 -83:01:44.5992  Desconocido
INBOO03986111 546A E:t:c:a Bioldgica Hitoy 09:40:23.0000 -83:01:27.0000  Desconocido
INBOOO39861 14 547A (IE:::Z Nacional Cahuita 09:43:06.4000  -82:48:55.0000  Desconocido
INBGD03986128 S48A Parque Nacional Cahuita 09:44:07.0000 -82:50:11.7000  Desconocido
INBOO03986131 5494 Parque Nacional Cahuita 09:44:07.0000 -82:50:11.7000  Desconocido
INB0003986132 550A Parque Nacional Cahuita 09:44:07.0000 -82:50:11.7000  Desconocido
INBOOG3986134 551A Parque Nacional Cahuita 09:44:07.0000 -82:50:11.7000  Terminalia spp..
INBODO3986136 552A Paryue Nacional Cahuita 09:44:07.0000 -82:50:11.7000  Terminalia spp..
INBODO3986141 553A Parque Nacional Cahuita 09:44:07.0000 -82:50:101.7000  Terminoalia spp..

Caracterizacion molecular

Extraccion de ADN: Los aislamientos monospoéricos se cultivaron en Caldo Papa
Dextrosa (PDB) de 3-5 dias a 25 °C. Un maximo de 0.1g de micelio se colocoé en un
tubo Eppendorf de 1.5 ml para realizar inmediatamente la extraccién de ADN. La
extraccion del material genético se realizd6 con el DNeasy mini plant kit (Qiagen,
California, USA) con las modificaciones recomendadas por el fabricante segin el tipo de
material a procesar.

Amplificacion y secucnciacion de la region ITS: La region ITS se amplific6 mediante
la técnica de PCR con los imprimadores ITSIF e ITS4R (Gardes & Bruns 1993). La
reaccion de amplificacién se realizé en un volumen de 50 gL con 50 ng de ADN, 5 pL
de Buffer 10X de Promega, 3.0 uL de MgCl,, 1 pL de 10 uM dNTPs, 1.25 pL de 20 uM
de cada imprimador, 0.5 pL de Taq Polimerasa (Promega, Wisconsin, USA) y agua

estéril para completar el volumen total de 50 uL por reaccion. Las reacciones de PCR se
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hicieron en un termociclador 9700 (Perkin Elmer) con el programa descrito por
Fermandez et al (1999).

Los productos de PCR se limpiaron con el GeneElute PCR Clean-up kit (Sigma,
Missouri, USA) de acuerdo al protocolo del fabricante y se determiné la concentracion
del producto de PCR con el MassRuler DNA Ladder Mix (Fermentas, Maryland, USA).
La secuenciacién se realizé6 con los mismos imprimadores que para el PCR en el
Instituto Dana Farber de la Universidad de Harvard, Boston, Massachusetts.

Analisis de las secuencias: Las secuencias de ADN fueron editadas con el programa
Bioedit (Hall 1999). El alineamiento se realizé con Clustal W (Thompson ef al. 1994) El
analisis bayesiano se realizo con el programa MrBayes 3.1 (Huelsenbeck and Ronquist
2001). Las probabilidades posteriores se aproximaron al muestrear arboles con el
método de “Markov chain Monte Carlo” (MCMC). Las probabilidades posteriores de
cada rama fueron calculadas por conteo de su ocurrencia en los arboles que fueron
visitados durante el curso del analisis MCMC.

El modelo de substitucion nucleotidica transversional con sitios invariables (TVM+])
fue seleccionado por el programa MrModeltest (Nylander 2004) con el criterio de
informacion “Akaike”. MrBayes se corri6 por 2 000 000 de generaciones con cuatro
cadenas. Los arboles fueron muestreados cada 100 generaciones para un total de 20 000
arboles. Las primeras 100 000 generaciones (los primeros I 000 arboles) fueron
eliminados en el "bum in" de la cadena. Los valores de “log-likelihood” de los puntos de
muestreo se graficaron vs el tiempo de generacion con TRACER 1.0
(http://evolve.zoo.0x.ac.uk/software.html?id=tracer) para asegurar que se habia

alcanzado un valor de equilibrio estable luego de las primeras 100 000 generaciones. De

18






medio liquido de malta y resina Diaion HP-20, se mantuvo en el shaker por 16 dias a 25
°C a 150 rpm y luego se incubo en fase estacionaria por 5 dias adicionales a 25 °C. Los
fermentos fueron filtrados y el micelio producido mas la resina fueron extraidos dos
veces con etanol (EtOH) en un baiio ultrasonico por 20 minutos. Los solventes fueron
eliminados con rotavapores. Todos los extractos crudos fueron resuspendidos en 50 ml
de agua y se limpiaron tres veces con 25 ml de hexano para eliminar el material graso
producido durante la fermentacion y tres veces con 25 ml de acetato de etilo para
eliminar azucares (Tamayo et al., protocolos no publicados).

Monitoreo de los metabolitos secundarios: Los analisis cromatograficos de capa fina
(TLC) se realizaron para todas las muestras. Cada extracto crudo fue disuelto en
metanol (CH3;0H) y la cromatografia se realizo en placas de aluminio de 10X20cm, de
silica gel 60 Merck 5553/F254 con diclorometano (CH,Cl;)/acetato de etilo (CsHzO,)
(8:2) como sistema de clusion. Las placas fueron rociadas con permanganato (KMn0s) y
se calentaron en un homo para revelar la reaccion. La presencia o la ausencia de las
palmarumicinas MK-3018, CJ-12372 y CR, fue determinada por comparacién con los
estandares respectivos. Los analisis de cromatografia liquida del alto rendimiento
(HPLC) fueron realizados en un HPLC Waters 2487, equipado con una bomba 600E.
Las separaciones fueron hechas con una columna X-Terra RP18 de 5pm, 3.9 x 150 mm.
Aproximadamente 50 pg de cada extracto de material soluble en metanol fue analizado
a 22 °C con un flujo de 1 ml/min en el siguiente gradiente: Sistema A: metanol-agua 1:1
y sistema B: metanol. Se inicia con 95% del sistema A y se alcanza 100% en 3 minutos,
luego en 10 minutos se alcanza el 100% del sistema B y se mantiene con esa proporcion

por 10 minutos, se alcanza el 100% del sistema a los 24 minutos y se finaliza a los 25
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Abstract: Rhytidhysteron rufulum is a poorly known common pantropical species,
generalist, capable of utilizing different substrata and occupying diverse habitats and is
the only species of its genus in Costa Rica. We have employed morphological,
molecular and chemical data to assess the variability and differentiation of
Rhytidhysteron rufulum in Costa Rica, including sites from the Pacific and Atlantic
coast. Phylogenetic analyses of nuclear ITS sequences revealed the presence of four
distinct lineages in the R. rufulum complex. Re-examination of the morphology and
anatomy showed differences berween fhese Hintages In astoma, astus and ascospore size
that have previously been regarded as intraspecific variation. Further, chemistry of
clades was distinct with two lineages producing the palmarumycins MK-3018, CJ-12372
and CR;, while clade III produced dehydrocurvularin and clade IV unidentified
compounds. Given together, these data strongly suggest that four species are involved

and reject previous interpretations of one morphologically variable species.

Key words: tropical fungi, palmarumycins, dehydrocurvularin, pseudoepithecium color,

cryptic species.

Recent estimates of the number of fungal species worldwide predict a minimal number
of over 700 000 species (Mueller & Schmit 2007), while the most commonly cited
number is about 1.5 million taxa (Hawksworth 2001). Given the approximately 70 000
described species; this means that only a small percentage of taxa is currently known.

This situation is even more complicated by uncertainties in the species concept in fungi.
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to the biology and evolutionary history of these groups. Recently, other species for the
genus Rhytidhysteron have been described, for example Rhytidhysteron opuntiae (J.G.
Brown.) M.E. Barr (1990) has (1-3 (4-5) septate ascospores, with one longitudinal
septum in mid cells (Barr 1990) and Rhytidhysteron dissimile (P. Karst.) Magnes (1997)
have 5-septate ascospores (Magnes 1997).

Rhytidhysteron rufulum is the only species at present known from Costa Rica (Umana,
pers. comm.) This species is currently accepted in a wide circumscription as suggested
by Samuels and Miiller (1979) who synomyized two species and suggested that six
further species are synonyms of R. rufulum as well.

Previous research at the Bioprospecting Strategic Unit of the National Institute of
Biodiversity (INBio) on a Rhytidhysteron spp. isolate resulted on the isolation of
palmarumycins, secondary metabolites that have been reported as potential inhibitors of
the Thioredoxin-thioredoxin reductase cellular redox systems and which also have
antimicrobial and antifungal properties (Wipf et al. 2004). This finding stimulated
additional research on this genus in Costa Rica. The aim of the current investigation was
to characterize morphologically and molecularly samples of Rhytidhysteron spp.
collected in different areas of Costa Rica that were found to include different secondary
metabolites. To address this, we conducted morphological compansons within the
collection and with known species, a re-examination of micromorphological characters,
chromatographic examination of the samples and a molecular analysis using sequences

of the ITS DNA region.
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MATERIALS AND METHODS

Sample collection: Samples were collected from June to October 2005 in Barra Honda
and Palo Verde National Parks (Guanacaste, Costa Rica), Cahuita National Park and
Hitoy Cerere Biological Reserve. (Limén, Costa Rica). The isolate 3352 previously
obtained by INBio from Rhytidhysteron spp. was used as positive control for the
presence of the palmarumycins studied. Voucher specimens are deposited in INBio
(Table 1)

The specimens were compared morphologically with specimens of R. hysterinum
(VENEZUELA, Bolivar: Dist. Cedeno, vicinity of Panare village of Corozal, 6 km from
Maniapure toward Caicara 6°55"N, 66°30"W, Apr. 1986, collectors: Brian Boom and
Margot Grillo #6538), R. rufulum (Type: Puerto Rico, Vicinity of Coamo Springs, on
dead wood, 21 February 1922, collectors: N.L & E.G. Britton & M.S. Brown.
Explorations of Porto Rico, No. 6149, NY-neotypus hic designatus and a specimen from
VENEZUELA, Parque Nacional Guatopo, trail between Agua Blanca and La Cruceta,
10° 03"N, 66° 26"W. Nov 1990, collectors: G J. Samuels, B. Hein, S.M. Huhndorf #
7620) and R. opuntiae (USA, Saguarro National Monument, West Unit, Arizona, July
1980, collector R.L. Gilbertson, Det. M.E.B.B #6774) from the New York Botanical

Garden

Morphological studies: Samples were divided for morphological analysis according to
ascoma form, pseudoepithecium and receptacle colour and margin appearance. The

colours were determinated using the Naturalist's Color Guide (Smithe 1975).
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Measurements of asci and ascospores were done from material that was first treated with
5% KOH and then mounted in water. Twenty asci and fifty ascospores were measured
using an Olympus Bx50 microscope fitted with a Song CCD-IRIS (Image-Pro plus
Version 4.0) camera. Descriptive statistics, including means, standard deviation,
maximum and mimmum values of continuous characters and the significance of
differences in sample means by one-way ANOVA using Tukey's test were obtained
using InfoStat version 1.1. (InfoStat 2002). Monospore cultures from all samples of
Table 1 were cultivated on PDA (Potato Dextrose Agar, Difco™) medium and incubated
at 25 °C for 10 days, the isolate was then transferred to PDA and CMA (Com Meal
Agar, Difco™) and incubated at 25 °C for ca. 15 days, at which time cultures were

described. Cultures are maintained at INBio collection.

Molecular studies: Monosporic isolates were grown in potato-dextrose broth for 3-5
days at 25 °C. A maximum of 0.] g of the dried mycelial mat was placed ina 1.5 ml
Eppendorf tube for immediate DNA extraction with DNeasy mini plant kit (Qiagen,
California, USA). The ITS region was amplified and sequenced. The primers used for
PCR and sequencing were: ITSIF and ITS4R (Gardes and Bruns 1993). PCR reactions
were set up for 50 pl reactions using 50 ng of DNA. 5 ul of Promega 10X Buffer, 3.0 ul
of MgCl2, 1 ul of 10 puM dNTPs, 1.25 pl of 20 uM of each primer, 0.5 pl of Taq
Polymerase (Promega, Wisconsin, USA) and sterile water to complete a total of 50 ul
per reaction. The PCR reactions were done on a Perkin Elmer 9700 thermocycler using
the program described by Femndndez et al. (1999). PCR products were purified using

GeneElute PCR Clean-up kit (Sigma, Missouri, USA) and their concentration was
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RESULTS

Morphological classification: Forty eight collections of R. rufulum were studied
morphologically. The following description is based on those specimens.

Ascomata erumpent, discoidal, lenticular to circular, solitary to gregarious; when dry the
ascomata remaining discoidal or the edges of the disc reclosing by folding along 1-3
lines, becoming hysteriform, triangular or triradiate. Margin smooth to striate, black,
carbonaceous, receptacle concolorous. Pseudoepithecium typically orange (cinnamon
rufous 40), but varying from salmon (salmon 6) to red (chestnut 32 or amber 36) or
green (grayish-olive 43) to black (jet black 89). Asci bitunicate, narrowly clavate, 6-8
spored, (144- ) 216-246(-284) x (10.8-) 12.8-15.8 (-17.3) pm. Ascospores ellipsoidal to
fusiform, brown, (23.0-) 29.8-33.1(-37.0) x (7.7-) 9.8-12.2(-14.4) um, 3-cross septate.
Paraphyses exceeding the asci, branching dichotomously immediately below the tip, the
part above the ascal apices becoming blue-green in Meltzer’s reagent. The asci measured
were longer and broader and ascospores were broader than reported by Samuels and
Muller (1979), (asci1 (77-100(-112) x 9-12(-17), ascospores (19-)26-36(-43) x 3.5-4.5(-
6.5) pm) but agree with the data of Kutorga and Hawksworth (1997), (asci (180- )200-
260(-275) x 15-17(-22) pm and ascospores (22-)25-35(-39) x (7.5-)9-12(-14) pm).
Comparative studies with similar species revealed that the 48 Costa Rican collections
belong to R. rufulum as circumscribed by Samuels and Miiller (1979). R. hysterinum
differs in having one-septate ascospores (Samuels and Miiller 1979), while the
ascospores in R. dissimile are 5-septate (Magnes 1997). R. opuntiae has (1-3 (4-5)

septate ascospores, with one longitudinal septum in mid cells (Barr 1990) (Fig. 1).
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16.23, p: 0.0001 Clades | and II only differ in ascus width and ascospore length (Table
3).

The collections from Clade 1V were exclusively collected from Acacia spp. in the
Pacific coast; the remaining clades could not be correlated with hosts because of the
large number of unidentified hosts (33.3% Clade 1, 29.4% Clade II and 61.5% Clade III).
No single host dominated in Clade 1 (26.7 % from Acacia spp., 13.3% from Inga spp.
13.3% from Nectandra spp. and 6.7% from Citrus, 6.7% from Terminalia spp..), Clade
I (29.4 % from Acacia spp., 17.7% from Inga spp., 17.7 from Terminalia spp. and 5.9%
from Nectandra spp.) and Clade 111 (15.4% from vine-like climbing plant, 15.4% from

Acacia spp. and 7.7% from Guazuma ulmifolia).

Secondary metabolites: The three palmarumycins, MK-3018, Palmarumycin CR,, and
CJ 12,372 were monitored in the extracts of the samples examined. Standards of these
compounds were facilitated by the Chemical Laboratory of the Bioprospecting unit of
INBio. Three groups were recognized based on this monitoring profile from TLC. These
chemical groups agree with the clades found in the ITS analysis. Members of Clade I
and Clade Il comprising 69.8% of the samples produced MK3018 (Rf = 0.32), CJ
12,372 (Rf = 0.43) and palmarumycin CR, (Rf = 0.01), 23.2% all belonging to Clade III,
produced only dehydrocurvulann (Rf = 0.40) (Tamayo and Torres, pers. comm.); 7.0%,
members of Clade 1V, did not produce either palarumycins or dehydrocurvularin. From
these set of samples, 16 extracts were chosen from the main group based on the
duplicate pattern observed from the TLC analyses and the presence or absence of the

monitor compounds were confirm using HPLC (Fig 5) and NMR techniques (Fig. 6)
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In our study we observed a higher genetic diversity in the Pacific region, especially in
the dry forest of Palo Verde, which hosted samples of all four clades. This agrees with
studies showing higher diversity of wood-inhabiting organisms in logs decomposing in
dry than in wet forest (Torres and Gonzalez 2005), mainly those groups for example

Xylariales, that initially colonized the dry fallen logs (Mata and Umafia, pers. comm.)

Rhytidhysteron rufulum isolates from clade I and II, collected in different sites of Costa
Rica produced the palmarumycins MK-3018, CJ-12372 and CR,. The palmarumycin
MK-3018 which was first isolated in 1989 from Tetraploa aristata (Dothideomycetes,
Pleosporales) showed antimicrobial activity. It was the first representative of a new
family of bioactive, naturat products; it is based on a 1,8-dihydroxynaphtalene derived
spiroketal unit linked to a second, oxidized naphtalene moiety. CJ-12372 was isolated
from the endophytic fungus Coniothyrium palmarum (Pleosporales) and related
Coniothyrium species and was shown to be a DNA gyrase inhibitor that possesses
antifungal, antibacterial and herbicidat activity (Ragot er al. 1999). Palmarumycin CR,
was isolated from Rhytidhysteron sp. (Patellariales) (Wipf et al. 2004). Palmarumycins
also can produce potent inhibitors of the Thioredoxin-thioredoxin reductase cellular
redox systems, CJ-12372 and CR, showed no cytotoxicity and only insignificant
inhibition of the Trx-1/TrxR redox system, MK-3018 did manifest more activity in this
system but also more cytotoxicity, demonstrating that the presences of an enone function
is necessary for biological activity in this class of fungal metabolites (Wipf et al. 2004).

Paralell to the determination of Trx-1/TrxR inhibition, these compounds were also tested
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The compounds produced from the bioprospecting point of view could have relevant
activities as for example anticancer and antimicrobial ones. Because it is known that
secondary metabolites often are produced as families of related compounds (Keller et al.
2005) more morphological, molecular and chemical characters must be studied in the
future to deeply understand the diversity of the four lineages discover of Rhytidhysteron
rufulum. This information is of biological interest but also could guide the search of new

bioactive molecules.
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TABLE 1

Rhytidhysteron rufulum isolates studied

INBio Accession Location Latitude Longitude Host GenBank

number and isolate Ne.

number .

INB0003985581  S02A  Palo Verde National Park 10:21:21.4000 -85:19:11.3000  Acacia spp. EU020017

INB0OOO3985583 504A  Palo Verde National Park 10:21:21.4000 -85:19:11.3000  Acacia spp. EU020048

INBOOO3985584  S05A  Palo Verde National Park  10:21:21.4000 -85:19:11.3000  Acacia spp. EU020029

INBOO03985586  507A  Palo Verde National Park 10:21:21 4000 -85:19:11.3000  Acacia spp. EU020037

INB0003985587  508A  Palo Verde National Park  10:21:21.4000 -85:19:11.3000  Acacia spp. EU020049

INB00O3985588  509A  Palo Verde National Park 10:21:21.4000 -85:19:11.3000  Acacia spp. EU020065

INB0003985589  510A  Palo Verde National Park 10:21:21.4000 -85:19:11.3000  Acacia spp. EU020063

INB0003985590  511A  Palo Verde National Park  10:21:21.4000 -85:19:11.3000  Acacia spp. EU020018

INB0O003985591 512A  Palo Verde National Park 10:21:21.4000 -85:19:11.3000  Acacia spp. EU020050

INB0003985592 513A  Palo Verde Nationat Park 10:21:21.4000 -85:19:11.3000  Acacia spp. EU020064

INBOOO3985706  514A  Palo Verde National Park 10:19:59.9757 -85:15:09.9381 Unknown EU020032

INB0GO3985707  515A  Palo Verde National Park 10:19:59.9757 -85:15:09.9381 Unknown EU020034

INB0003986150 517A  Palo Verde National Park 10:20:30.4000 -85:21:58.0000  Guazuma EU020042

ulmifolia

INB0003986152 519A  Palo Verde National Park 10:20:30.4000 -85:21:58.0000  Acacia spp. EU020051

INB0OOO3986153  520A  Palo Verde National Park 10:20:30.4000 -85:21:58.0000  Acacia spp. EU020036

INB00O3986154  521A  Palo Verde National Park 10:20:30.4000 -85:21:58.0000  Acacia spp. EU020028

INBOQ03986156  522A  Palo Verde National Park  10:20:30.4000 -85:21:58.0000  Acacia spp. EU020052

INB0OOO3986158  523A  Palo Verde National Park ~ 10:20:30.4000  -85:21:58.0000  Unknown EU020043

INB0OO3986161  524A  Palo Verde National Park ~ 10:23:09.7000  -85:21:164000  Unknown EU020041

INB0O003986162  525A  Barma Honda National 10:10:13.2000 -85:21:24.8000  Unknown EU020035
Park

INBOD03986166  526A  Bama Honda National 10:09:59.0000 -85:21:26.5000  Vine-like EU020038
Park plamt

INB00O3986170  527A  Bama Honda National 10:10:29.8000 -85:22:19.4000  Unknown EU020044
Park

INB0003986171 528A  Bama Honda National 10:10:29.8000 -85:22:19.4000  Unknown EU020033
Park

INB0O03986172  529A  Barma Honda National 10:10:29.8000 -85:22:194000  Vine-like EUD020040
Park plant

INB0OOQ0O3986177  530A  Bama Honda Bioclogical 10:10:29.8000 -85:22:194000  Unknown EU020039
Reserve

INB0003986185  531A  Hitoy Cerere Biological 09:40:19.9768 -83:01:44.5992  Nectandra EU020053
Reserve Spp.

INB0003986187  532A  Hitoy Cerere Biological 09:40:19.9768 -83:01:44.5992  Unkno EU020026

Reserve
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INB0OOG3986188

INB0003986189
INBC(003986190
INBOO03936191
INB0O003986192
INB0OOO3986193
INBOOO3986194
INBOOO3986086
INBOGO3I9860R7
INB0003986092
INB00D3986101
INBO0O3986106
INBOOO3986108
INBOGO39861 L T
INBOOG39861 4
INBCOO3986128
INB0003936131
INBGO03986132
INB00O03286134
INBOO03986136

INBOOO3986141

533A

534A
535A
536A
537A
538A

53%A

S41A
542A
543A
S44A
S45A
546A
S547A
348A
5494
550A
351A
552A

333A

Hitoy Cerere Biological
Reserve
Cahuita National Park

Cahuita National Park
Cahuita National Park
Cahuita National Park
Cahuita National Park
Cahuita National Park

Hitoy Cerere Biological
Reserve

Hitay Cerere Biological
Reserve

Hitay Cerere Biological
Reserve

Hitoy Cerere Biological
Reserve

Hitoy Cevere Biological
Reserve

Hitoy Cerere Biologicai
Reserve

Hitoy Cerere Biological
Reserve

Cahuita National Park

Cahuita National Park
Cahuita National Park
Cahuita National Park
Cahuita National Park
Cahuita National Park

Cahuita National Park

(9:40:23.0000
09:43:06.4000
09:43:06.4000
09:43:06.4000
09:43:06.4000
09:43:06.4000
09:43:06.4000
09:40:19.9768
09:40:19.9768
09:40:23.0000
19:40:19.9768
09:40:19.9768
09:40:19.9768
09:40:23.0000
19:43:06.4000
09:44:07.0000
(19:44.07.0000
09:44:07.0000
09:44:07.0000
09:44:07.0000

09:44:07.0000

-83:01:27.0000
-82:48:55.0000
-82:48:55.0000
-82:48:55.0000
-82:48:55.0000
-82:48.55.0000
-82:48:55.0000
-83:01:44.5992
-83:01:44.5992
-83:01:27.0000
-83:01:44,5992
-83:01:44.5992
-83:01:44.5992
-83:01:27.0000
-82:48:55.0000
-82:50:11.7000
-82:50:11.7000
-82:50:11.7000
-82:50:11.7000
-82:50:11.7000

-82:50:1£.7000

Inga spp.
Unknown
Terminalia
spp.

Inga spp.
Inga spp.
Inga spp.
Inga spp.
Nectandra
spp.
MNectandra
spp.

Citrus spp.
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Terminalia
spp.
Terminalia
spp.

Terminalia

Spp.

EU020019

EU020046

EU020047

EU020054

EV020055

EUG20030

EU020056

EU020021

EUg20027

EU020024

EU020031

EU020045

EU020057

EU020025

EUQ20058

EU020023

EU020020

EU020059

EUG20022

EU020060

EUG20061
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TABLE 2.
Analyses of molecular variance (AMOVA) results and fixation index (Fst) inferred from
the ITS region sequences from isolates of Rhytidhysteron rufulum, Costa Rica

“Clade

Source of variation df  Sum of squares Variance componenis Percentage
variation
Among clades 3 366.155 10.85097 Va 94.92
Within clades 44  25.572 0.58119 Vb 5.08
Total 47  391.727 11.43215
Fixation index Fsr: 094916
TABLE 3

Values of the continuous characters measured by the clades found in the molecular
analyses. Different upper case letter by columns indicate significant differences between
clades (p<0.05) by the Tukey test.

v

| (1839200-221(-237) B |

1 (215234.256(-269) A

Ascus length (pm)

Ascus width (pm)

Ascospore length (um)

Ascospore width (pm) Bl

(12.6-)13.9-152(-16.0) A

(27.9-)30.9-32.2(-36.9) A

(9.2-)10.6-12.3(-14.3) A

(218-)224-257(-284) A

(150-15.7-16.7(-17.3) B

(11.6122-130(-135)C

(313-)32.6-36.4(-37.0) B

(25.8-29.1-30.3(-31.7) C

144168 C

10.7-11.9 D

23.0-238 D

(8.2-)9.1-10.5(-116) B

(104911.7-13.0(-14.4) A

1.1-94 C

—ill

49



50

Fig 1. Morphology of Rhytidhysteron species. A&B. R. opuntiae A. Ascoma. B.
Ascospore. C&D R. hysterinum C. Ascoma D. Ascospore E&F. R. rufulum E. Ascoma
F. Ascospores. G&H R. rufuium Neotype G. Ascoma H. Ascospore.

Bars: A,C,E.G, 0.5 mm; B,D,F,H, 5§ pm.
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Fig 2. Phylogeny of Rhytidhysteron isolates from Costa Rica as inferred from an ITS
sequence analysis. This is a 50% majority-rule consensus tree based on 19 000 trees
from a B/MCMC tree sampling procedure based on 501 bp. Collecting sites are given
immediately after the id number: Palo Verde (PV), Barra Honda (BH), Cahuita (CA) and

Hitoy Cerere (HC). Plectophomella spp.

was used as out group.
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Fig 5. HPLC traces (220 nm) of crude extracts prepared from liquid cuitures of
Rhytidhysteron rufulum from Costa Rica. The occurrence of the peaks is indicated in the
corresponding chromatograms A=sample 521A-Clade I, B=sample 512A-Clade I, C=
sample 525A-Clade IlI, D= sample 510A-Clade IV.
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