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Extended abstract

HRSM FUNGI - five years of DNA barcoding

of Austrian fungi specimens

Irmgard Krisai-Greilhuber

Due to the presence of diverse climatic (transitional oceanic, Pannonian and Illyrian
climate) and orographic (planar to nival altitude; plains, hilly areas, and high mountain
landscape) conditions, along with a diversity in vegetation (dry grasslands to upland
moors, a wide variety of coniferous and deciduous forests, salt steppes to snow valleys),
and substrates (herbs, animals, wood from fine to coarse woody debris), Austria is a hot-
spot of fungal diversity. However, it is difficult to record species distribution, since iden-
tification often relies on the analyses of only a few morphological characters (i.e. mac-
roscopical ones, such as fruiting-body type, hymenophore type, colour, size, veil and
surface conditions, as well as microscopical characters, e.g. pileipellis, context struc-
ture, asci or basidia, and spores), and the density of mycologists is also fairly moderate.
In the face of these limitations, DNA barcoding accelerates species identification, elim-
inates last doubts regarding correct identifications, discovers misidentifications, and
reveals cryptic and less cryptic diversity. Within the Austrian Barcode of Life Initiative
ABOL, the HRSM (Hochschulraumstrukecurmittel) project “Establishment of DNA-
Barcoding pipelines at Austrian universities” offered the opportunity to build upon the
reference database of fungi, especially macromycetes. Since Schoch et al. (2012) there
is the general agreement to use the internal transcribed spacer region ITS for fungal
barcoding, because this region shows a high rate of successful identification for many
fungal groups, with a clear barcode gap between inter- and intraspecific variation.
Thus, ITS became the primary fungal barcode marker, together with supplementary
secondary barcode regions, e.g. LSU, RPB 1 and 2 or z¢f1, for some fungal groups.

At the University of Vienna from 2017 to date more than 5,500 fungal ITS reference
sequences have been generated by the mycology working group, spanning over ca. 440
genera and resulting in DNA barcodes of more than 2,600 species. To obtain DNA
barcodes, exsiccata from herbaria, primarily from the herbaria WU-Mycologicum and
GJO (Graz Joanneum), as well as fresh samples were used, both newly self-collected and
sent by mycologists from all over Austria. For a low number of specimens, sequencing
was unsuccessful or resulted in contaminations. The majority of specimens could be
successfully processed. The aim was to generate DNA barcodes from four individuals
per species ideally covering the distributional range in Austria. Besides DNA barcodes
for common species, e.g. Amanita strobiliformis, Cortinarius anserinus or Russula ves-
ca, a considerable number of new records for Austria, e.g., Hebeloma celatum, Polypo-
rus tubaeformis (Holec et al. 2021), Ophiocordyceps ditmarii (Haelewaters et al. 2021),
for Central Europe (e.g., Entoloma graphitipes, Amanita olivaceogrisea) and for Europe
(e.g., Mycena chloroxantha) could be revealed. New disease records (e.g., Coleosporium
montanum, Erysiphe corylacearum, Voglmayr et al. 2020 a,b), new combinations (e.g.,
Arrbenia tillii, Voitk et al. 2020), new typifications (e.g., Arrhenia glauca, Voitk et al.
2020), cryptic new species (e.g., Chalciporus pseudopiperatus, Klofac & Krisai-Greil-
huber 2020) and very distinct new species for science (e.g., Cortinarius glaucoelotus,
Entoloma aurantioalpinum, Entoloma silvae-frondosae, Inocybe antoniniana) popped up.
Inocybe antoniniana, is a new species of Inocybe section Marginatae with nodulose
spores and yellowish-ochraceous cap colour. It could be simultaneously found in Aus-
tria, Germany and Turkey. It differs from other species of the group with a similar cap
colour in spore and cystidia characters, and I'TS sequence data (Bandini et al. 2020).
The orange-yellow-capped Entoloma aurantioalpinum (Fig. 1) is a look-alike of E. form-
osum and E. xanthochroum, which occur in lowlands and in montane regions, so are not
strictly alpine species. Apart from the sequence it can be differentiated from the two by
a more striate cap and from E. xanthochroum additionally by the concolorous lamella
edge. Interestingly as is the case with the new Inocybe species, the new Entoloma spe-
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Fig. 1. Entoloma aurantioalpinum, ¥ U-Myc 22353, Porzehiitte, 2002-08-25. Photo: A. Hausknecht.
— Abb. 1. Entoloma aurantioalpinum, WU-Myc 22353, Porzehiitte, 2002-08-25. Foto: A. Haus-
knecht.

cies was not only found in Austria but also in France and Italy. As far as is known it is
restricted to alpine grassland (Buyck et al. 2022).

Cortinarius glaucoelotus (Dima et al. 2020) belongs to the Humolentes (within the
Calochroi clade, which is now in the new segregate genus Calonarius as C. glaucoelo-
tus, provided one is willing to follow Liimatainen et al. (2022) and accepting the split-
ting of the huge but monophyletic genus Cortinarius), near to C. pseudoglaucopus and
C. praetermissus. From the European C. pseudoglaucopus it can be delimited by differ-
ences in I'TS sequences. The two species overlap in distribution and habitats, growing
in calcareous coniferous forests, but C. glaucoelorus is possibly more bound to Abies.
They are found in W Caucasus and in in E Austria and NE Spain. Morphologically
the new species can be separated from C. pseudoglancopus by a narrow lilac-amethyst
zone at the stipe apex.

In 2017 Mycena chloroxantha in its variety appalachienensis, originally described from
Appalachia, was collected in the tropical greenhouse of the Botanikzentrum Klagen-
furt, Carinthia. The species that has been found in Europe only in the greenhouse,
is characterized by unique cells in the universal veil on the cap, the variety especially
by white veil grains. It is known from the USA (North and South Carolina, Texas),
Mexico, Ecuador, Brazil and Puerto Rico (Brodegger et al. 2019).

There are no further records available for Central Europe of Amanita olivaceogrisea,
which was found by Thomas Riicker in Upper Austria in the Gerlhamer Moos, a birch
bog forest, in 2020 and the sequence identification has been confirmed by the world-
wide Amanita expert Rodham Tulloss.

A remarkable problem for a relaxed and fruitful future is the steadily growing number
of invasive alien species, plants, animals and also fungal species. In Austria alone, the
number of neomycota has increased fivefold in the last 20 years to more than 280 al-
ready established species (Voglmayr et al. 2022). Prominent examples for this ongoing
process are the rather recently found and genetically confirmed phytoparasitic species
Erysiphe corylacearum, a powdery mildew on Corylus avellana and C. colurna in Austria
(Voglmayr et al. 2020a,b), which is native to East Asia and probably North America,
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has been first observed in Turkey, is spreading to West Asia and Europe and already
causing significant yield losses in hazelnut orchards in Turkey, Iran and Georgia, and
Coleosporium montanum, a rust fungus on Symphyotrichum spp., ornamental plants
which are widely used in gardens. Both introduced fungi may have a considerable im-
pact on economy.

Finally, in BOLD the project FABOL (Fungi-ABOL) has been created, with 758 fungal
barcodes of 507 species already uploaded. Many more will follow in the near future.
DNA barcoding for fungi could thus be successfully established within the framework
of the HRSM project at the University of Vienna and is a substantial contribution to
the expansion of the ABOL database.

Krisai-Greilhuber I (2023) HRSM FUNGI - fiinf Jahre DNA Barcoding oster-
reichischer Pilze.

Aufgrund der vielfiltigen klimatischen, orographischen, vegetationskundlichen und
substratkundlichen Gegebenheiten ist Osterreich ein Hotspot der Pilzvielfalt. Da je-
doch oft nur wenige morphologische Merkmale, d.h. makroskopische Merkmale so-
wie mikroskopische Merkmale zur Pilzbestimmung zur Verfiigung stehen und auch
die Dichte an Mykologen cher miflig ist, ist es schwierig, die Vielfalt mit klassischen
Feld- und mikroskopischen Studien zu erfassen.

Mit Hilfe von DNA-Barcoding wird die Artbestimmung oft beschleunigt, letzte Be-
stimmungszweifel kénnen ausgerdumt, Fehlbestimmungen entdeckt und kryptische
und weniger kryptische neue Arten gefunden werden. Im Rahmen der Austrian Bar-
code of Life Initiative ABOL konnte das HRSM-Projekt (Hochschulraumstrukeur-
mittel) , Etablierung von DNA-Barcoding Pipelines an dsterreichischen Universititen®
etabliert werden und bot die Moglichkeit Pilze miteinzubezichen. Seit Schoch et al.
(2012) wird die interne transkribierte Spacer-Region I'TS fiir das Barcoding von Pilzen
verwendet, da diese Region fiir viele Pilzgruppen eine hohe Erfolgsrate bei der Identi-
fizierung aufweist, zusammen mit erginzenden Barcode-Regionen, z. B. LSU, RPB 1
und 2 oder tefl, fiir einige Pilzgruppen.

An der Universitit Wien wurden von 2017 bis heute mehr als 5.500 ITS-Referenzse-
quenzen von Pilzen durch die Arbeitsgruppe Mykologie generiert, die ca. 440 Gattun-
gen umfassen und zu Barcodes von mehr als 2.600 Arten fiihrten. Zur Gewinnung der
Barcodes wurden sowohl neu gesammelte Frischfunde und Exsikkate aus Herbarien,
vor allem aus den Sammlungen WU-Mycologicum und GJO (Grazer Joanneum), als
auch andere interessante Proben, die von Mykologen aus ganz Osterreich eingesandt
wurden, verwendet. Bei einer geringen Anzahl von Proben war die Sequenzierung er-
folglos oder fiihrte zu Kontaminationen. Ziel war es, DNA-Barcodes fiir vier Individu-
en pro Art zu generieren, geographisch iiber ganz Osterreich verteilt. Neben Barcodes
fir hiufige Arten, wie z. B. Amanita strobiliformis, Cortinarius anserinus oder Russula ve-
sca, wurde eine betrichtliche Anzahl von Neufunden fiir Osterreich, wie z. B., Hebeloma
celatum, Polyporus tubaeformis (Holec et al. 2021), Ophiocordyceps ditmarii (Haelewaters
etal. 2021), fiir Mitteleuropa (z. B. Entoloma graphitipes, Amanita olivaceogrisea) und fiir
Europa (z. B. Mycena chloroxantha) erlangt. Neue Krankheitsnachweise (z. B. Coleospo-
rium montanum, Erysiphe corylacearum), neue Kombinationen (z. B. Arrhenia tillii, Vo-
itk etal. 2020), neue Typisierungen (z. B. Arrhenia glauca, Voitk et al. 2020), kryptische
neue Arten (z. B., Chalciporus pseudopiperatus, Klofac & Krisai-Greilhuber 2020) und
sehr auffillige fiir die Wissenschaft neue Arten (z. B. Cortinarius glaucoelotus, Entoloma
aurantioalpinum, Entoloma silvae-frondosae, Inocybe antoniniana) wurden gefunden.
Inocybe antoniniana, ist eine neue Art aus der Sektion Margmatae mit knotigen Sporen
und gelblich-ockerfarbener Hutfarbe. Sie konnte gleichzeitig in Osterreich, Deutsch-
land und der Tiirkei gefunden werden (Bandini et al. 2020).

Die orangegelb gefirbte Entoloma aurantioalpinum (Abb. 1) dhnelt E. formosum und
E. xanthochroum, die im Tiefland und in montanen Regionen vorkommen, aber keine
streng alpinen Arten sind, und unterscheidet sich neben der Sequenz auflerdem durch
einen stirker gestreiften Hut, den alpinen Standort und von E. xanthochroum zusitz-
lich durch die gleichfarbige Lamellenschneide. Interessanterweise wurde die neue Enz-
oloma-Art, wie auch die neue Inocybe-Art, nicht nur in Osterreich, sondern auch in
Frankreich und Italien gefunden (Buyck et al. 2022).

Cortinarius glaucoelorus (Dima et al. 2020) gehort zu den Humolentes (syn. Calonarius
glaucoelotus, Liimatainen et al. 2022), in der Nihe von C. pseudoglaucopus und C. prae-
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termissus. Unterschiede finden sich in den I'TS-Sequenzen und in der Okologie. Thre
Verbreitungsgebiete iiberschneiden sich im westlichen Kaukasus und in Oststerreich
und Nordostspanien.

Im Jahr 2017 wurde Mycena chloroxantha in der Varietit appalachienensis, die urspriing-
lich aus den Appalachen beschrieben wurde, im Tropengewichshaus des Botanikzent-
rums Klagenfurt, Kirnten, gesammelt. Die Art zeichnet sich durch einzigartige Zellen
im Hutvelum aus. Sie ist aus den USA, Mexiko, Ecuador, Brasilien und Puerto Rico
bekannt (Brodegger et al. 2019).

Von Amanita olivaceogrisea, die 2020 von Thomas Riicker in Oberésterreich im Gerl-
hamer Moos, einem Birkenmoorwald, gefunden wurde, liegen fiir Mitteleuropa keine
weiteren Nachweise vor, und die Identitit wurde vom weltweiten Amanita-Experten
Rodham Tulloss bestitigt.

Ein bemerkenswertes Problem fiir eine entspannte und fruchtbare Zukunft ist die
stetig wachsepde Zahl invasiver gebietsfremder Arten, Pflanzen, Tiere und auch Pil-
ze. Allein in Osterreich hat sich die Zahl der Neomycota in den letzten 20 Jahren auf
mehr als 280 bereits etablierte Arten verfiinffacht (Voglmayr et al. 2022). Prominente
Beispiele fiir diesen laufenden Prozess sind die erst kiirzlich entdeckte und genetisch
bestitigte phytoparasitische Art Erysiphe corylacearum, ein Echter Mehltau auf Corylus
avellana und C. colurna in Osterreich (Voglmayr et al. 2020a,b), der in Ostasien und
wahrscheinlich Nordamerika beheimatet ist, erstmals in der Tiirkei beobachtet wurde,
sich ausbreitet und Ertragseinbuflen in Haselnussplantagen verursacht, und Coleospori-
um montanum, ein Rostpilz auf Symphyotrichum spp., Zierpflanzen, die in Girten weit
verbreitet sind. Beide eingeschleppten Pilze kénnen erhebliche negative Auswirkungen
auf die Wirtschaft haben.

Abschlieflend wurde in BOLD das Projekt FABOL (Fungi-ABOL) eingerichtet. 758
Pilz-Barcodes von 507 Arten wurden bereits hochgeladen. Viele weitere werden in na-
her Zukunft folgen. DNA-Barcoding fiir Pilze konnte somit im Rahmen des HRSM-
Projektes an der Universitit Wien erfolgreich etabliert werden und ist ein wesentlicher
Beitrag zum Ausbau der ABOL-Datenbank.

Keywords: fungal diversity, fungal barcoding, fungal survey, molecular genetic iden-
tification, new records.
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