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Summary: VILLARREAL, M., F. ESTEVE-RAVENTOS, F. SANCHEZ & M.A. PEREZ-DE-GREGORIO
(2021). Chrysomycena dunicola comb. nov. (Agaricales, Porotheleaceae), un nombre prioritario sobre
Chrysomycena perplexa. Bol. Soc. Micol. Madrid 45: 43-52.

In December 2016, a collection of mycenoid basidiomata with bright yellowish colors and small size
was found fruiting on Pinus pinea bark in the coastal areas of the province of Huelva (Andalusia, Spain).
Initially, the study of these specimens did not obtain conclusive results. In December 2019 and 2020
new collections were found in the same and nearby areas, and their study pointed in the direction that
it represented the recently described species in Italy Chrysomycena perplexa. A detailed morphological
and molecular study of these collections has shown that C. perplexa is a synonym of Mycena dunicola,
previously described in the Iberian Peninsula in 2001, and the new combination is proposed here. A detailed
description is given, as well as macro- and microscopical photographs.
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Resumen: VILLARREAL, M. F. ESTEVE-RAVENTOS, F. SANCHEZ & M.A. PEREZ-DE-
GREGORIO (2021). Chrysomycena dunicola comb. nov. (Agaricales, Porotheleaceae), a priority name
on Chrysomycena perplexa. Bol. Soc. Micol. Madrid 45: 43-52.

En diciembre de 2016, fue encontrada una coleccion de basidiomas micenoides de colores amarillentos
brillantes y de pequefio tamafio, fructificando sobre la corteza de Pinus pinea en las zonas costeras de la
provincia de Huelva (Andalucia, Espaiia). Inicialmente, el estudio de estos ejemplares no obtuvo resultados
concluyentes. En diciembre de 2019 y 2020 se encontraron nuevas recolecciones en la misma zona y en
areas cercanas, y su estudio llevé a la conclusion de que representaba a la especie recientemente descrita
en Italia Chrysomycena perplexa. Un estudio morfologico y molecular detallado de estas colecciones ha
demostrado que C. perplexa es un sinéonimo de Mycena dunicola, descrita previamente en la Peninsula
Ibérica en 2001, y se propone aqui la nueva combinacion. Se aporta una detallada descripcion y fotografias
de sus caracteres macro y microscopicos.

Palabras clave: Agaricales, Chrysomycena, Filogenia, Sistematica.
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INTRODUCCION

Las dunas costeras estabilizadas y coloni-
zadas por pinos termofilos mediterraneos y at-
lanticos, corresponden a facies de sustitucion
o en algunas ocasiones formaciones climax del
encinar y el alcornocal (Quercetalia ilicis o Ce-
ratonio-Rhamnetalia) que se ubican en la parte
mas interna del sistema dunar litoral, estando cu-
biertas por vegetacion madura de porte arboreo
dominada por Pinus pinea L., P. pinaster Aiton
o P. halepensis Mill., a menudo procedentes de
antiguas repoblaciones. Se trata de un habitat an-
tropicamente favorecido, que ocupa zonas don-
de potencialmente deberian establecerse otras
formaciones como alcornocales o sabinares de
playa. Dichos pinares estan acompanados de es-
pecies arbustivas como Corema album (L.) D.
Don., Stauracanthus genistoide (Brot.) Samp.,
Juniperus phoenicea subsp. turbinata (Guss.)
Nyman., Pistacia lentiscus L., Rhamnus ala-
ternus L., Phyllirea angustifolia L. Se trata de
ecosistemas de una elevada biodiversidad y gran
valor botanico, micologico y paisajistico, en el
que se ha recolectado la especie objeto de este
estudio. Fig. 1

MATERIAL Y METODOS

El estudio morfoloégico de las muestras ha
sido el habitual para este grupo de hongos. Las
macrofotografias fueron tomadas in sifu con una
camara Canon EOS 600 D con objetivo macro
Canon EFS 60 mm; las microfotografias fueron
realizadas con una camara Canon EOS 1100 D
montada sobre el triocular de un microscopio
Optika B353 PLi, utilizando el software Canon
EOS Utility para controlar la camara a través del
ordenador. Las mediciones de las distintas es-
tructuras microscopicas se realizaron a través de
fotografias calibradas con el programa Pixime-
tre (http://ach.log.free.fr/Piximetre/), tanto para
la extraccion de datos como para su explotacion
en forma de férmula dimensional en su forma-
to “classique” (HENRIOT, 2014) o en formato
grafico.

Los colores de los basidiomas se han anotado
segun los codigos de MUNSELL® (1994).
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Fig. 1. Habitat natural de Chrysomycena dunicola en el paraje de
Ermita de la Santa Cruz, Huelva.

Amplificacion del ADN y secuenciacion. El
procedimiento de extraccion se llevo a cabo si-
guiendo a BOYSEN & al. (1996). Los primers
utilizados para la amplificacion de la region
ITS fueron ITSIF (GARDES & BRUNS 1993)
e ITS4 (WHITE & al., 1990) y para la region
28S se utilizaron LR1 y LR4 (ACERO, 2004).
Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:
paso 1) 2,5 min a 94°C; paso 2) 40 ciclos de:15 s a
94°C, seguidos por 30 s a 58°C y 1,5 min a 72°C;
paso 3): 10 min a 72°C. Los productos resultantes
fueron purificados usando el kit de purificacion
GFX"™PCR (Amersham Pharmacia Biotech Inc,
USA). Los productos de amplificacion fueron
secuenciados usando los primers ITS2, ITS3,
ITS4, ITSS5, LR2 y LR3 con un ABI PRISM
Dye Terminador Cycle Sequecing Kit en un
secuenciador automatico ABI PRISM 373 (Per-
kin Elmer Applied Biosystems). Las secuencias
fueron editadas y ensambladas usando BioEdit
7.2.5 (HALL, 1999) y corregidas manualmente
después de examinar los electroferogramas.

Analisis filogenético. El alineamiento de las
secuencias concatenadas fue realizado median-
te el programa MUSCLE implementado en la
aplicacion MEGA X (KUMAR & al., 2018).
El alineamiento final de 51 secuencias y 2025
p. b., se cargé en RAxML GUI 2.0 (EDLER &
al., 2020, donde se llevd a cabo un analisis de
maxima verosimilitud (STAMATAKIS, 2014),
para calcular el arbol con mejor puntuacion en
RAxML empleando el algoritmo de busqueda
estandar (modelo GTRGAMMA con 1000 répli-
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cas de rapid bootstrap). Se ha realizado también
un segundo analisis de Inferencia Bayesiana (BI)
con MrBayes 3.2.7. a (RONQUIST & al., 2012)
particionado, con el modelo evolutivo GTR+I+G
para las regiones ITS1, ITS2 y 28S y GTR+I para
la region 5.8S, calculados con Jmodeltest v.2.1.3
(DARRIBA & al., 2012) usando Akaike Infor-
mation Criterio (AIC). Se han hecho correr dos
analisis con cuatro Cadenas de Markov Monte
Carlo (MCMC) con un millon de generaciones,
descartandose un 25% inicial de los arboles. El
arbol fue editado y visualizado con el programa
FigTree v1.4.4 (RAMBAUT, 2019).

RESULTADOS

Chrysomycena dunicola (Esteve-Rav., M. Villa-
rreal, Barrasa & A. Ortega) M. Villarreal, Este-
ve-Rav., F. Sanchez & Pérez-de-Gregorio comb.
nov.

MycoBank no.: MB 840097.

= Mycena dunicola Esteve-Rav., M. Villarreal,
Barrasa & A. Ortega, Mycotaxon 80: 308. 2001.
MycoBank no.: MB 474727.

= Chrysomycena perplexa Picillo, Vizzini & Pe-
rrone, Boll. Assoc. Micol. Ecol. Romana 107 (2):
97. 2019 MycoBank no.: MB 832698.

Material estudiado: ESPANA, Sevilla, Aznalca-
zar, camino entre Aznalcéazar e Isla Menor, 2—12-2000,
30SQB2545, entre restos vegetales, en el suelo arenoso
de bosque de Pinus pinea, leg. A. Ortega & L. Alcoba,
GDA 43817 (Paratipo de Mycena dunicola). Huelva,
Punta Umbria. Paraje Natural Enebrales de Punta Um-
bria: 17-12-2016, 29SPB7718, 5 m, sobre corteza de
Pinus pinea, leg. F. Sanchez, JA-CUSSTA8090 (du-
plo en AH 56006); ibidem, 22—12-2019, 29SPB7817,
JA-CUSSTA8091 (duplo en AH 56007); ibidem 21-
12-2020, 29SPB7718, sobre corteza y en tocon de-
gradado de Pinus pinea, JA-CUSSTAS8092; ibidem,
Huelva, Punta Umbria, Paraje Natural Laguna del
Portil, Ermita de la Santa Cruz, Crta.A-5058, 21—
12-2020, 29SPB7421, 50 m, sobre corteza de Pinus
pinea, JA-CUSSTA8093. PORTUGAL. Estremadura,
Marinha Grande, San Pedro de Moel, Pedras Negras,
29SME9803, 20 m., 17-11-2000, en el suelo musgo-
so de dunas costeras junto a Pinus pinaster, leg. F.
Esteve-Raventos, J.C. Salom & L.A. Parra, AH 26939
(Holotipo de Mycena dunicola).
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Descripcion macroscopica (Fig. 2)

Pileo de 3—-17 mm, inicialmente hemisférico,
finalmente convexo a menudo con una ligera
depresion del disco central, liso, no higréfano,
margen ligeramente ondulado, surcado por trans-
parencia hasta el margen; cuticula de color par-
do castafio en ejemplares jovenes (10YR3/4), al
madurar de color amarillo a amarillo parduzco
(2.5Y8/8-5Y8/4) o crema amarillento, con tin-
tes olivaceos al deshidratarse, conservando el
disco central y zonas radiales de color pardo
(7.5YRS5/8), aclarandose hacia el margen hasta
blanquecino, cubierta de pruina blanquecina gla-
brescente. Himenio con laminas adnatas o ligera-
mente decurrentes, espaciadas (L=15-18, 1=1-2)
ascendentes, primero blanquecinas y finalmente
color crema, con el borde concoloro, de enteras
a ligeramente crenuladas en el borde. Estipite de
7-30 x 0,7-3 mm, central, cilindrico, ligeramente
ensanchado en la base, hueco, de color amarillo
dorado traslucido, con la superficie cubierta de
una densa pruina blanquecina, frecuentemente
con micelio basal blanquecino en forma de par-
che radial. Contexto de 0,5-1 mm, fibroso, blan-
quecino, amarillo palido en el estipe, Sin olor y
sabor distintivos. Esporada blanquecina.
Descripcion microscopica (Figs. 3 y 4)

Basidiosporas globosas, ampliamente elip-
soidales o elipsoidales, con gutula central gran-
de o plurigutuladas, lisas, con apicula bastante
pronunciada, no dextrinoides, débilmente ami-
loides, de (6,8-)8—9,8(—10,8)%(5,4-)6,5-7,8(-8,3)
um, Me =9 x 7.2 um; Q = (1-)1,2-1,4(-1,5); Qe
= 1,2. Basidios largos, claviformes a cilindri-
cos, tetrasporicos, algunos bisporicos, de (30,4—
)35,8-45,6(-55)%(7,7-)8,7-11(-12,8) um, con
esterigmas de —7,5 um de largo. Basidiolos cla-
viformes de aspecto mazudo, de (38,8—)40—49(—
53,6)%(9,3-)9,9—14(—14,8) um. Trama laminar no
dextrinoide. Queilocistidios muy numerosos, fu-
siformes o lageniformes de 3—10 pum de ancho,
y zona apical larga y estrecha, de 1,5-3 um de
ancho, sinuosos, filiforme o flageliforme, a ve-
ces bifurcada y pocas veces ramificada, a me-
nudo con contenido intracelular amarillento, de
(31,3-)47,4-102,6(—106,6) pm de longitud; otras
veces lageniformes, fusiformes o cilindricos, sin
flagelo o muy corto, con el extremo obtuso, a ve-
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Fig. 2. Caracteres macroscopicos: a. Mycena dunicola AH 26939 (Hol6tipo), b. Chrysomycena dunicola. 2019, JA-CUSSTA8091, c—d.
2016, JA-CUSSTA8090, e. 2020, JA-CUSSTA8092, f. 2020, JA-CUSSTA8093. Escala: 10 mm.
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R el

Fig. 3. Caracteres microscopicos: a. Himenio, b. Elementos cistidioides del himenio, c. Basidiosporas, d. Queilocistidio, e—g.
Borde laminar. Escala: 10 pm = ¢; 20 um = a, b, d, ¢; 50 um = e. Medio de montaje: RCA = a—e.
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ces mucronados, a menudo flexuosos o sinuosos,
de (26-)26,6—40,3(-46,9) x (2,9-)3,9-7,6(-7,8)
um. Pleurocistidios muy escasos o ausentes. Pi-
leipellis formando una ixocutis con numerosos
pileocistidios de morfologia similar a los cisti-
dios himeniales, de (58,6-)60,8—111,8(-123,7)
um. Pileitrama sarcodimitica constituida por hi-
fas de variada morfologia, unas son vesiculares
o utriformes, con septos constreflidos y pigmen-
to intracelular parduzco o pardo amarillento y
también con pigmento parietal, de (28,8-)36,2—
97,5(-181,6)x(12,8-)14-26(-27,5) um; otras hifas
son delgadas, cilindricas, entrelazadas con las
anteriores, de 2,5-3,7 um de ancho. Estipitipellis
consistente en una cutis externa de hifas delga-
das, de (1,2-)1,6-3,3(-3,6) um de diam., a partir
de las cuales surgen abundantes caulocistidios
de morfologia similar a los anteriores, de (43,2—
)44,7-84,4(-92,6)%(4,9-)6,1-7,4(-7,8) um, a me-
nudo con fibula basal. Estipititrama formada por
hifas cilindricas mas gruesas, de (6,3-)7,4—11,2(—
16,6) um de diam. Fibulas presentes, abundantes
en las hifas de la pileipellis y la estipitipellis, en
la base de los cistidios, muy escasas en la base
de los basidios.

Habitat y distribucion: gregaria, fructifican-
do en suelo arenoso entre restos vegetales, sobre
tocones muy degradados o sobre la corteza en
la base de arboles vivos, en bosques de Pinus
pinea o P. pinaster, en zonas costeras o dunas
continentales (GDA 43817) del area mediterranea
occidental. Habitualmente poco frecuente, aun-
que en otras ocasiones es localmente abundante,
habiéndose observado entonces fructificaciones
de ejemplares en la base de muchos pinos cer-
canos. Hasta la fecha inicamente encontrada en
invierno (noviembre-diciembre) y su distribucion
conocida se limita hasta el momento a Espaiia,
Italia y Portugal.

DISCUSION

Cuando Mycena dunicola fué descrita (ES-
TEVE-RAVENTOS & al., 2001) en base a estu-
dios exclusivamente morfologicos y ecoldgicos,
los autores optaron por su inclusion en el género
Mycena (Pers) Roussel, en razon de sus esporas
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amiloides y presencia de queilocistidios y derma-
tocistidios; este planteamiento fue apoyado tras
una consulta previa al Prof. Anton Hausknecht
(Austria), ya que a la vista de que las muestras
no encontraban un correcto encuadre taxond-
mico con ningun otro género, se pensd que el
lugar mas optimo para incluirla era el amplio y
diverso género Mycena sensu lato; si bien, hubo
de erigirse la seccion Dunicolae M. Villarreal,
Esteve-Rav., Barrasa & A. Ortega, dada la curio-
sa combinacion de sus caracteres morfologicos.
Lo cierto es que a dia de hoy, la taxonomia mole-
cular nos ha hecho modificar muchas de nuestras
hipdtesis o razonamientos previos, y éste ha sido
el caso del taxon en cuestion.

Morfologicamente, el aspecto general de My-
cena dunicola recuerda, por sus laminas decu-
rrentes y porte gracil, a algunas especies “on-
faliformes” o “higrociboides” y en su dia, los
autores se plantearon también la posibilidad de
que pudiera tratarse de una pequeiia especie del
género Clitocybula (Singer) Métrod o de Leucoi-
nocybe Singer ex Antonin, aunque éstas son, en
general, de un mayor porte, colores menos vivos
y carne mas fibrosa y elastica (ANTONIN & al.,
2019); de estos dos géneros, Unicamente Leucoi-
nocybe muestra dermatocistidios de aspecto co-
nico o apuntado-atenuado, que pueden recordar
someramente a los de Chrysomycena; no obstan-
te, los pileocistidios de Leucoinocybe presentan
paredes engrosadas que recuerdan a sétulas [i.e..
L. lenta = Clitocybula lenta (Maire) Malengon &
Bertault], lo que la hacen inconfundible.

El reciente trabajo de VIZZINI & al. (2019),
en el que se describe el nuevo género Chrysomy-
cena Vizzini, Picillo, Perrone & Dovana, ha fa-
cilitado el estudio actualizado de las colecciones
ibéricas mencionadas, cuyo resultado molecular
ha deparado la coespecificidad de Chrysomycena
perplexa con Mycena dunicola, siendo necesa-
ria la combinacion nomenclatural a este nuevo
género, teniendo prioridad sobre C. perplexa.
Por tanto, proponemos la sinonimia entre ambas
especies y designamos como tipo nomenclatural
del género Chrysomycena el holétipo de Myce-
na dunicola (AH 26939). Por otra parte, el taxon
Mycena seccion Dunicolae es propuesto como
sinénimo del género Chrysomycena.
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Fig. 4. Caracteres microscopicos: a. Pileipellis, b, Pileipellis, hifas pigmentadas, c. Pileipellis, hifas vesiculares, d. Pileipellis
y pileitrama sarcodimitica, e—f. Pileocistidios, g—h. Caulocistidios. Escala: 20 pm = e—h; 50 pm = a—c, d. Medio de montaje:
Agua = a—d; RCA = e-h.
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El género Chrysomycena consta solo de una
especiey pertenece, dentro de los Marasmiineae,
al denominado clado hydropoide (= Porothelea-
ceae Murrill) (KALICHMAN & al., 2020), un
grupo heterogéneo que comprende especies con
porte agaricoide, poliporoide, coraloide y cife-
loide. Fue inicialmente identificado por MON-
CALVO & al. (2002) comprendiendo por enton-
ces algunas especies de Hydropus Kiihner ex
Singer, Gerronema Singer, Megacollybia Kotl.
& Pouzar, Clitocybula (Singer) Singer ex Mé-
trod y Porotheleum Fr. Estudios posteriores han
ido incluyendo otros géneros en este grupo. Asi,
el posterior analisis realizado por MATHENY
& al. (2006) mostrd que a dicho clado también
pertenecian Henningsomyces candidus (Pers.)
Kuntze, algunas especies de Mycena sensu lato,
Hydnopolyporus fimbriatus (Cooke) DA Reid y
Delicatula integrella (Pers) Fallod. YANG & al.
(2012) incluyeron el cifeloide Calyptella capula
(Holmsk.) Quél. y dos especies de Trogia Fr.
(T" infundibuliformis Berk. & Broome y T. ve-
nenata Zhu L. Yang). REDHEAD (2012, 2013,
2016a, b) incluyd los géneros Atheniella Red-
head, Moncalvo, Vilgalys, Desjardin & B.A.
Perry y Phloeomana Redhead segregados de
Mycena s. str. ANTONIN & al. (2019) validan
Leucoinocybe Singer ex Antonin, Borovicka,
Holec & Kolafik, segregando de Clitocybula a
L. lenta (Maire) Antonin, Borovicka, Holec &
Kolatik, L. taniae (Vila) Antonin, Borovicka,
Holec & Kolatiky y L. sulcata (K.N.A. Raj &
Manim.) Antonin, Borovicka, Holec & Kolarik
y erigiendo Lignomphalia Antonin, Borovicka,
Holec & Kolatik para segregar Clitocybula lig-
nicola (Lj.N. Vassiljeva) E.F. Malysheva & O.V.
Morozova. MATHENY & al. (2020) crean el
género Pulverulina Matheny & K.W. Hughes
para ubicar Clitocybe ulmicola H.E. Bigelow,
transfiriendo Mycena rugosodisca (Peck) Sacc.
a Hydropus y M. auricoma Har. Takah. a Leu-
coinocybe.

En nuestro analisis, al igual que los datos ob-
tenidos por VIZZINI & al. (2019) y MATHENY
& al. (2020), Chrysomycena ocupa una posicion
basal e independiente (MLB=100%) al clado for-
mado por Megacollybia, Trogia y algunas espe-
cies de Gerronema junto con Clitocybula dusenii
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(Bres.) Singer con un buen soporte estadistico
del 93%. Fig. 5
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Fig. 5. Arbol mas probable inferido mediante el analisis de maxima verosimilitud de las regiones ITS y 28S del
rDNA. Se muestran los valores bootstrap superiores al 50% en torno a los nodos y las ramas gruesas indican
los nodos con apoyo filogenético (valores bootstrap > 75 % MOBS) y los valores de probabilidad posterior
bayesiana (PP-BI). Se emple6 una secuencia de Flammulina stratosa para enraizar el arbol.
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