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Fiche provisoire en attendant davantage de récoltes et de photo in situ
D. Deschuyteneer, J. Guinberteau & Dieter Wachter

Synonyme important : Psathyrella mesobromionis
Etymologie : liée a ses larges spores
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Photo J. Guinberteau, Hautes-Alpes, 15-11-2018.
Forét de FAYE, Quercion pubescenti clairiéré, Mesobromion au sein d'une prairie enclavée en présence de nombreux cortinaires.

Récolte séquencée 2019-1204-ALV19371- DD-MA-JG dont I'ITS correspond a 99,85% Psathyrella magnispora (KC992863)



Photos et dessins extraits de |'article d’Andreas Melzer : Psathyrella magnispora in Deutschland, dans Boletus Band 33 (2011).
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Abb. 3: Mikromerkmale von Psathyrella mag-
nispora - a: Cheilozystiden, b: clavate Margi-
nalzellen, c: Pleurozystiden, d: Sporen, e: Basi-
dien. MaBstab: 5 pm fiir Sporen, 10 pm fiir
sonstiges (Zeichnung: A. MELZER).

Abb. 2: Psathyrella magnispora, Kollektion AM 1455 (Foto: H. SCHUBERT).



Ecologie : espece se développant de maniere typique en prairie seche calcaire.
Distribution : outre cette récolte en France, I'espece a également été récoltée en Autriche, Allemagne, Hongrie et Espagne.

Description macroscopique

Chapeau de 5-25(30) mm de diametre, initialement convexe, devenant plan convexe, pourvu d’un large umbon obtus, de
coloration initiale brun grisatre avec une tres légere touche de porphyre violeté (teintes froides), devenant au disque plus bai-
rougeatre a marron a maturité par détersion d'un vélum finement aranéeux, et subsistant de facon marginale

ou antémarginale. Hygrophane, il décolore en creme beige le centre restant initialement plus coloré. La marge piléique est
typiguement festonnée-crénelée a maturité, voire un peu plissée par empreinte des lames sous-jacentes.

Lames larges de 5-7 mm, remarquablement ventrues et espacées, débordant |la marge du chapeau, alternant avec lamelles et
lamellules, largement adnées et décurrentes par une dent, aréte discretement fimbriée blanche.
Stipe : 20-45 x 2-4 mm, blanchatre a ocracé dans sa moitié inférieure, pruineux au sommet, finement fibrilleux (restes de

voile), cylindrique, creux, a base légerement élargie.

Chair blanchatre a beige, odeur et saveur sans particularité.



Description microscopique réalisée sur exsiccata de la récolte de J. Guinberteau — Photos D. Deschuyteneer

Basides mesurant (N = 10) (36,4)37,9-42,7(44,5) x (18,9)20,2-22,6(22,9) um ; Me = 40,1 x 21,1 um tétrasporiques, clavées, densément
guttulées dans cette récolte, un aspect que nous n’avons pas relevé dans la littérature et qui mérite d’étre précisé lors de prochaines obser-

vations sur du frais.

Spores lisses, brunes dans NH,OH, non opaques, ellipsoides, ovoides, oblongues de face, asymétriques et amygdaliformes de profil, souvent
guttulées, au contenu intensément granulaire, a pore germinatif conique, apparaissant large (comme le décrit E. Arnolds), distinct et faisant
parfois protrusion, alors qu’il est décrit comme peu distinct, correspondant a un simple callus et n’est pas observé en microscopie électronique

(SEM) par Heykoop et Moreno (op. cit.).




Les sporées épaisses de 2 x 2 basidiomes ont été examinées et 203 mesures ont été effectuées a I'aide du logiciel Piximetre.

Les mesures ci-aprés sont parfaitement cohérentes et similaires
aux dimensions reprises dans la littérature.

Piximetre: (9,3)10,2-11,1(11,7) x (5,6)-6,8(7,1) um
Q=(1,5)1,6 - 1,8(1,9) ; N = 100
Me=10,6x6,4um;Qe=1,7

Piximetre: (9,4)9,9-11,3(12) x (5,1)5,9-6,9(7,7) um
Q=(1,4)1,5-1,8(2,1); N=103
Me=10,6 x6,4um; Qe=1,7
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Cheilocystides abondantes, sublagéniformes a plus courtement utriformes, a col généralement court, large et progressif, a sommet obtus, par-
fois subcapité, rarement fourchu, a base peu ou pas pédicellée.

Paracystides clavées et sphéropédonculées, peu nombreuses, masquées par les cheilocystides, plus fréquentes a proximité de la marge du cha-
peau.

Cheilocystides mesurées avec Piximetre : N=70
(24)26,9-35,2(38,1) x (8,5)10,4-12,3(31) um
Me =31x 11,5 um.
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Typiquement pour cette espece, certaines cheilocystides présentent une paroi épaisse (jusque 2 um), colorée, et sont tein-
tées de beige verdatre dans le NH,OH a 10 %.
L'épaississement pariétal étant modéré, il peut échapper a un examen trop rapide et doit étre activement recherché.

La coloration intracellulaire par contre est assez facile a observer. Toutefois, selon A. Melzer, ces caractéres n’apparaitraient
gue sur les exemplaires arrivés a maturité.




Pleurocystides nombreuses, sublagéniformes a plus souvent utriformes, a col court et large ou parfois plus allongé et cylindrique et a som-

met obtus, rarement fourchu, peu ou pas pédicellées.
On est frappé par l'aspect beige verdatre du cytoplasme (difficile a traduire en photo et il faut étre attentif pour le percevoir) de pratiquement

toutes les pleurocystides des deux exemplaires matures que nous avons observés, ainsi que par I’épaississement pariétal coloré.

Pleurocystides mesurées avec Piximetre : N = 32
(35,2)38,1-46,7(53,7) x (9,6)10,9-13(13,7) um
Me =42,4x 11,9 um
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Caulocystides nombreuses a I'apex du stipe, analogues aux pleuros et cheilocystides ou clavées, parfois fourchues, souvent teintées de beige
verdatre, et a paroi parfois nettement épaissie.

Autres caracteres micro non illustrés :
Médiostrate nettement pigmentée de beige-brun.

Pileipellis : un hyménoderme constitué de +/- 2 couches de cellules globuleuses hyalines (a contréler sur du frais), banales pour le genre.
Boucles présentes a tous les niveaux.




Discussion :
Je nai pas arrété de pester sur mes préparations qui étaient systématiquement envahies de trées nombreuses gouttes mucoides lipidiques empéchant de faire une

photo convenable et génant I'observation. J'ai méme remplacé mon ammoniaque pensant qu’il était défectueux ... mais rien n’y faisait.
En désespoir de cause, jai examiné plusieurs lames provenant de deux exemplaires différents dans l'eau, et j'ai été stupéfait de constater I'abondance des gouttes
mucoides tapissant les cheilocystides.

Arnolds ainsi que Heykoop & Moreno entre autres, mentionnent leur présence erratique au sommet des cheilocystides, sans insister sur ce caractere qui est peut-
étre occulté, car ces gouttes semblent bien solubles et ne plus étre adhérentes aux cheilocystides dans le NH,OH, liquide d’observation habituel, et échappent donc
a un examen moins poussé. Il conviendra donc de préciser ce caractere lors de I'observation de spécimens frais.




Sequencing and phylogenetic analysis

DNA extraction, amplification and sequencing of the fungus was performed by Alvalab (Oviedo, Spain). The phylogenetic analysis was done by Dieter Wachter
(Thiersheim, Germany). The genomic DNA was extracted from dried fruiting bodies. Amplification of the ITS region was performed with the ITS4 primer [1]. The initial
base calling was done with FinchTV [2]. The nucleotide sequences were checked manually for errors, as well as the base calling at unsafe regions (trails, low confidence
scores, stutters and polymorphs) on the basis of existing sequences of the Pseudostropharia section by divergence matrix and corrected if necessary. The following
molecular phylogenetic markers were used for the phylogenetic analysis: ITS1 (Internal Transcribed Spacer 1), 5.8S (5.8S rRNA Gene), ITS2 (Internal Transcribed
Spacer 2), LSU (Large Subunit 28S rRNA Gen), B-tub (exons of the B-tubulin gene), ef-1a (exons of the ef-1a gene). The nucleotide sequences for the tree inference
were taken from NCBI [3] and Unite [4] (essential ones of the /Pseudostropharia and /lutensis clade see Table 1). Region boundaries for the ITS- and LSU-region were
carried out with ITSx [5] and HMMER [6] including the databases. As outgroup, the sequence sets of the most closely related clade of the ingroup were used, i.e. the
/corrugis s.l. clade. Due to the rapidly evolving, indel-rich areas of the ITS region, it can only be aligned veridical by using an iterative multigene-guide tree. The initial
alignment of the ITS region was performed with Mafft [7] using the FFT-NS-2 method. The initial alignments of the LSU-, B-tub and ef-1a genes was carried out using E-
INS-i method. The indel matrices for the ITS and LSU regions were each coded with SeqState [8] using the SIC = “Simple Indel coding” [9] method. After each alignment
step, an ML analysis with RAXML [10] (model: GTRCAT, refining under GTR+G for DNA, GTR2+G with acquisition bias correction according to Lewis [11] for indel
partitions) was carried out and the resulting best tree was used as a guide tree for the refinement of the ITS1 and ITS2 MSA. The iterative alignments were done with
Prank [12], whereby the switches -once and -uselogs were set. Tracing values were recorded, evaluated statistically and thus the end of the iteration loop of the
alignment was determined. The partitioning of all alignments and the indel matrices as well as the model selection for the DNA alignments was done with Partitionfinder
[13]. For the final partitioning, the guide tree of the last iteration step was used. As information criterion the Bayesian Information Criterion (BIC) [14] used was after
comparison with the Corrected Akaike Information Criterion (AlCc) [15] and evaluation with respect to over- or under-partitioning. The partitioning scheme of the final
phylogeny was:

*DNA-partition 1: ITS1 + ITS2

*DNA-partition 2: 5.8S

*DNA-partition 3: LSU + B-tub-Codon 1

*DNA-partition 4: 3-tub Codon 2 + ef-1a Codon 2

*DNA-partition 5: B-tub Codon 3 + ef-1a Codon 3

*DNA-partition 6: ef-1a Codon 1

Binary partition (gap matrices): ITS1 + ITS2 + LSU

The final maximum likelihood analysis was done with RAXML 8.2.10 [10]. For all DNA partitions, the GTR substitution matrix [16] under the CAT model [10] was used.
The final optimization took place under gamma distribution [10]. For the binary partitions, the “Two State Time-Reversible Model” with acquisition bias correction [11] was
used. 1000 ML bootstrap inferences were calculated. Of these, 1000 trees were sampled and the best tree was labeled with the ML bootstrap support values and
collapsed to the ML bootstrap value of 50%. The phylogram in Fig. 1 was edited with Treegraph [17].

The Outgroup and the upper Psathyrella clades have been collapsed for a better view.



ﬂ-1upper Psathyrella clades

100 rILBA Psathyrella caput-medusae - WU9982 } /caput-medusae A
100 iLBA Psathyrella caput-medusae - LO36-94

100 IL Psathyrella caput-medusae - LA893062} Jcaput-medusae B -g
99 88 | Psathyrella caput-medusae - H6038510 =
IL Psathyrella duchesnayensis-type - Smith61737 o
60 100 ’-FIL Psathyrella cotonea - BRNM705623 lcotonea “g‘
| | IL Psathyrella cotonea - TU120065 T
IL Psathyrella cotonea - LO136-00 o
81 | L———— psathyrella cf. dicrani - H6036910 | /sp. Q
IL Psathyrella magnispora - Spittelberg ]
59 100 | Psathyrella magnispora - DD-MA-JG prs

ILB Psathyrella magnispora-type - AH24929 /magnispora

| Psathyrella magnispora - AH24930
IL Psathyrella ramicola - PBM871
ILB Psathyrella lutensis - LO98-03
62|| Psathyrella lutensis - ALV17716

| Psathyrella lutensis - F 33299 UBC

| Psathyrella lutensis - H6038528 | utensis
IL Uncultured fungus - 3239N22
| Psathyrella lutensis - HMJAU 37840
| Psathyrella lutensis - DD2988
%Outgroup
|IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIII|IIIIIII
0.0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12

expected changes/site

Fig. 1 50% collapsed maximum likelihood consensus phylogram. The values on the branches are ML bootstrap values. Abbreviations: I: ITS region, L: LSU region, B: B-tubulin region, A: ef-1a region



Table 1 List of relevant sequences used in this publication

Species

Psathyrella caput-medusae
Psathyrella caput-medusae
Psathyrella caput-medusae
Psathyrella caput-medusae
Psathyrella cotonea
Psathyrella cotonea
Psathyrella duchesnayensis
Psathyrella cotonea
Psathyrella cf. dicrani
Psathyrella magnispora
Psathyrella magnispora
Psathyrella magnispora
Psathyrella magnispora
Psathyrella ramicola
Psathyrella lutensis
Psathyrella lutensis
Psathyrella lutensis
Psathyrella lutensis
Psathyrella lutensis
Psathyrella lutensis

Uncultured fungus

Ref.-ID
LAS93062
H6038510
LO36-94
Wu9982
TU120065
BRNM705623
Smith61737
LO136-00
H6036910
AH24930
AH24929
DD-MA-IG
Spittelberg
PBM871
LO98-03
H6038528
ALV17716

F_ 33299 _UBC
DD2988
HMJAU 37840

3239N22

ITS
KM030174.1
UDB021190
KC992927.1
HQ872016.1
UDB023603
AM712283.1
KC992869.1
KC992870.1
UDB021173
MF966487.1
KC992863.1
follows
KC992864.1
FJ899620.1
DQ389685.1
uUDB021207
follows
MH752461.1
MK156343.1
MG734748.1

KF617285.1

LSU

KM030174.1

KC992927.1
HQ847136.1
UDB023603
AM712283.1
KC992869.1

KC992870.1

KC992863.1

KC992864.1

DQ986258.1

DQ389685.1

KF617285.1

B-Tub

KJ664904.1

HQ847200.1

KJ664846.1

KJ664869.1

ef-la

KJ732814.1

HQ847207.1
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