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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue estudiar las relaciones filogenéticas de Melanoleuca, con el
fin de establecer los limites taxondmicos, ecoldgicos y geograficos que puedan ayudar a
delimitar especies, asi como conocer su posicion filogenética dentro de los Agaricales. La
inferencia filogenética se llevé a cabo utilizando secuencias de DNA de las siguientes regiones:
ITS, nLSU y RPB1, obtenidas de ejemplares recolectados en América y Europa. Estos datos se
analizaron por medio de maxima parsimonia, maxima verosimilitud y métodos Bayesianos. Los
resultados apoyan fuertemente la monofilia de Melanoleuca y su inclusién en el clado pluteoide,
como grupo hermano de Pluteus. La ausencia o presencia de cistidios, asi como la forma que
éstos presentan, son caracteres importantes para reconocer grandes grupos. La reconstruccion
de estados ancestrales de este caracter indicod que la ausencia de cistidios es el posible estado
ancestral de Melanoleuca. La distribucion geografica y/o ecoldgica provee informacion muy util
para la delimitacién de especies en taxa donde la morfologia no es suficiente para establecer
los limites. Se descubrieron especies nuevas que se distribuyen en México, con lo que se
demuestra que los nombres europeos se han aplicado de manera inadecuada a especies
morfolégicamente similares de México y el resto de América. Este trabajo representa una

primera aproximacién al conocimiento de las relaciones filogenéticas de Melanoleuca.
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ABSTRACT

The aim of this research was to study the phylogenetic relationships of Melanoleuca in order to
evaluate the taxonomic, ecological and geographical boundaries that can be useful for species
delimitation as well as to know its phylogenetic position among the Agaricales. Phylogenetic
relationships were inferred using ITS, nLSU and RPB1 sequence data from a number of
specimens collected in America and Europe. These data were analyzed using maximum
parsimony, maximum likelihood and Bayesian methods. The results strongly support
Melanoleuca as a monophyletic group and its inclusion in the pluteoid clade, being the sister
group of Pluteus. The cystidial presence and type are important characters to recognize major
lineages. The ancestral state reconstruction of this character shows that the lack of cystidia is
the possible ancestral state of Melanoleuca. The geographic and ecological distribution provides
useful information for species delimitation in some taxa where morphological characters are not
enough to establish species boundaries. New species distributed in Mexico were discovered;
this shows that European names have been widely misapplied to similar-looking species in
Mexico and in the rest of America. This study represents a first approximation to the knowledge

of the phylogenetic relationships in Melanoleuca.
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1. INTRODUCCION

La sistematica tiene un papel muy importante en el estudio de la biodiversidad (Cracraft, 2002),
pues no so6lo se encarga de la descripcion, nomenclatura y clasificacion de las especies, sino
también de esclarecer la historia evolutiva de los organismos, ademas de ser la base de la
biologia comparada y la conservacion (Ross, 1974; Schuh, 2000).

En los dltimos afios ha habido un gran desarrollo de la sistematica filogenética, cuyo
principal objetivo es conocer las relaciones genealdgicas entre los grupos de organismos, asi
como producir clasificaciones que reflejen dichas relaciones (Wiley, 1981; Hibbett y Donoghue,
1998). Incluso los andlisis filogenéticos no son sdlo del interés de los taxbnomos, sino también
de cientificos dedicados a otras disciplinas dentro de la biologia, asi como de ciencias externas
a ésta (De Luna et al., 2005). Es gracias al progreso en la teoria y metodologia filogenética que
la sistemética ha logrado avanzar, alcanzando cada vez una mayor aceptacion como ciencia
(Cracraft, 2002).

Las técnicas de biologia molecular han llegado a ser una parte muy importante de los
estudios de sistematica filogenética, los cuales han aumentado en los Ultimos afios, ya que los
datos obtenidos a partir de estas técnicas proveen informacion muy importante para hacer
reconstrucciones filogenéticas (Bruns et al., 1992; Hibbet et al., 1997; Gonzéalez, 1998; Tehler
et al., 2000; Bapteste et al., 2002). A nivel de especie, las filogenias inferidas a través de datos
moleculares ofrecen registros indirectos de eventos de especiacion y de tasas de
diversificacion (Barraclough y Nee, 2001; Ricklefs, 2009; Rabosky y McCune, 2009). Aunque
existen conflictos respecto a si los caracteres moleculares proveen mayor y mejor informacion
que los morfolégicos para estimar filogenias (Patterson et al., 1993), y pese a las ventajas y
desventajas de cada uno de ellos, lo cierto es que unos no excluyen a otros y los estudios que
contienen tanto datos moleculares como morfolégicos proporcionan mejores interpretaciones
acerca de las relaciones evolutivas que aquellos que sélo se basan en un tipo de datos (Moritz
y Hillis, 1996; Lutzoni, 2004).

Los hongos forman un grupo muy diverso, que desempefian funciones de vital
importancia para el mantenimiento de los ecosistemas: en procesos de descomposicion de
materia organica, como simbiontes y patégenos. Sin embargo, el conocimiento acerca de sus
relaciones evolutivas dista de ser completo (McLaughlin et al., 2009).

Los recientes avances en los estudios de sistematica molecular permitieron esclarecer
algunas de las relaciones entre estos organismos. Estos andlisis se basaron principalmente en

las secuencias de los genes ribosomales (Bruns et al., 1991; Lutzoni et al., 2004), las cuales se
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utilizan ampliamente, ya que poseen un gran numero de repeticiones en tandem (Butler y
Metzenberg, 1989). Esto permite amplificar facilmente estas regiones, incluso de materiales
con DNA degradado, como es el caso de los ejemplares herborizados. Ademas, las distintas
regiones de estos genes permiten evaluar las relaciones filogenéticas de los organismos a
distintos niveles (Bruns et al., 1991). Sin embargo, en algunos casos el poder resolutivo de los
genes ribosomales es limitado (ej. Diezmann et al., 2004; Frgslev et al., 2005; Lumbsch et al.,
2005; Hofstetter et al., 2007; Tang et al., 2007), por lo que recientemente se incremento el uso
de genes que caodifican para proteinas, asi como el uso de multiples loci. Algunos de los genes
mas utilizados son: B-tubulina, la subunidad seis de la ATPasa mitocondrial (atp6), el factor de
elongacion teflx, y las dos subunidades mas grandes de la RNA polimerasa Il (RPB1 y RPB2),
entre otras. Estas regiones demostraron ser (tiles para inferir relaciones evolutivas con un
fuerte soporte o con un soporte superior al de topologias inferidas por medio de genes
ribosomales (Kretzer y Bruns, 1999; Liu et al., 1999; Robinson et al., 2001; Matheny et al.,
2002; Begerow et al., 2004; Kropp y Matheny 2004; Lutzoni, et al., 2004; Frgslev et al., 2005;
Matheny, 2005; Rehner y Buckley, 2005; James et al., 2006; Matheny et al., 2007).

Sistematica filogenética del reino Fungi

Los estudios filogenéticos con base en caracteres moleculares permitieron establecer la
monofilia del reino Fungi (también llamado Eumycota), considerando Unicamente cinco phyla
dentro de él: Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota y Glomeromycota,
excluyendo asi a los siguientes grupos: Oomycota, Acrasiomycota, Hyphochytriomycota,
Labyrinthulomycota, Myxomycota y Dictyosteliomycota (Bruns et al., 1991; Bowman et al.,
1992; Berbee y Taylor; 1999, Lutzoni et al.,, 2004; Blackwell et al., 2006). Estos estudios
también dejaron atras la idea de que las plantas y los hongos comparten el mismo ancestro y
mostraron un panorama nuevo, en el que el reino Animalia es el grupo hermano de los hongos,
con el que comparte una historia evolutiva (Wainright et al., 1993; Steenkamp et al., 2006).

El phylum Chytridiomycota corresponde a un grupo polifilético (James et al., 2000;
2006), que incluye formas unicelulares o filamentosas, con células flageladas en alguna parte
del ciclo de vida, lo que llevd a pensar que la forma acuatica, flagelada y unicelular es el estado
plesiomorfico de todos los hongos (Lutzoni et al., 2004).

El phylum Zygomycota es también un grupo polifilético (Tanabe et al., 2004; Blackwell et
al., 2006), que contiene formas filamentosas y sin flagelo; saprobias y simbiontes (Lutzoni et al.,

2004). Anteriormente se consideré dentro de este grupo a los Glomales, pero en estudios

7
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recientes se demostré que los Glomales forman un phylum distinto: Glomeromycota, cuyos
integrantes se asocian a plantas formando micorrizas arbusculares (Schifler et al., 2001). Se
demostré que Glomeromycota es grupo hermano de los phyla Ascomycota y Basidiomycota, y
forma un clado monofilético que se diversifico junto con las plantas terrestres (Simon et al.,
1993; Taylor, 1995; Berbee y Taylor, 2000; Redecker et al., 2000a; 2000b; Redecker y Raab,
2006).

Los phyla Ascomycota y Basidiomycota forman un grupo monofilético denominado
Dikarya, el cual se caracteriza por la formacién de hifas dicariéticas durante alguna etapa del
ciclo de vida (Bowman et al, 1992; James et al., 2006). Este clado comprende
aproximadamente el 95% de los hongos conocidos (Blackwell et al., 2006). ElI phylum
Ascomycota es el mas grande dentro del reino Fungi y se caracteriza por la formacion de
ascosporas; se divide en tres subphyla monofiléticos: Taphrinomycotina, Saccharomycotina y
Pezizomycotina (James et al., 2006).

El phylum Basidiomycota incluye alrededor de 30 000 especies (Kirk et al., 2008), que
se caracterizan por la formacién de basidiosporas. Dicho grupo se divide en tres subphyla:
Pucciniomycotina (=Uredinomycetes), Ustilaginomycotina (=Ustilaginomycetes) y
Agaricomycotina (=Hymenomycetes) (Blackwell et al., 2006; James et al.,, 2006). Este ultimo
incluye una gran variedad de formas que fueron objeto de diversos estudios (ej. Hibbett y
Binder, 2002; Hibbett, 2004), y contiene alrededor de dos tercios de los basidiomicetos
conocidos. Dentro del subphylum Agaricomycotina se incluyen los siguientes clados:
Tremellomycetes, Dacrymycetes y Agaricomycetes (Blackwell et al.,, 2006; Hibbet, 2006;
Matheny et al., 2007). Los primeros dos subphyla se caracterizan por presentar fragmobasidios,
mientras que los holobasidios se encuentran presentes Unicamente en el clado de los
Agaricomycetes constituyendo el grupo de los Homobasidiomycetes junto con los Auriculariales
y Ceratobasidiales formando un grupo monofilético (Swann y Taylor, 1995; Hibbett y Thorn,
2001). El clado Agaricomycotina ha sido sujeto de un gran nimero de estudios para analizar la
monofilia del grupo, asi como la de los subclados que lo conforman (ej. Hibbett et al., 1997;
Moncalvo et al., 2000; 2002; Larsson et al., 2004; 2006; Binder et al., 2005; Hibbett, 2006;
Hosaka et al., 2006; Miller et al., 2006; Matheny et al., 2007).

Dentro de los Homobasidiomycetes se distinguen 12 clados: Poliporoide, Euagarical,
Boletal, Teleforoide, Rusuloide, Hymenochaetoide, Cantharelloide, Gomphoide-Phalloide,
Atheloide, Plebioide, Corticioide y Trechisporoide (Larsson et al., 2004; Binder et al., 2005). El
clado Euagarical incluye a los hongos con laminas y corresponde a la definicion que Singer

(1986) asign6é al suborden Agaricineae, aunque también contiene algunos taxa que fueron
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clasificados dentro de los Aphylophoralles, asi como algunos 6rdenes de Gasteromycetes
(Moncalvo et al., 2002; Binder et al., 2005; Matheny et al., 2006).

Es evidente que los avances en la sistematica filogenética permiten un mayor
entendimiento de las relaciones entre los distintos grupos que forman el reino Fungi; sin
embargo, esto también da lugar a preguntas nuevas, dejando asi un amplio camino por

recorrer.

El concepto de especie en hongos

En el caso de los hongos, el concepto de especie mas utilizado es el morfolégico, en el que se
emplean caracteres tanto macromorfolégicos como micromorfolégicos para diferenciar una
especie otra. Asimismo que sinteticen 0 no metabolitos secundarios proporciona informacion
taxondémica util en algunos grupos (Petersen y Hughes, 1999; Taylor et al., 2000). EI concepto
biolégico también es utilizado ampliamente y gracias a éste se reconocieron especies
biolégicas distintas dentro de una especie morfoldégica (Petersen y Hughes, 1999). Sin
embargo, la aplicacion de estos conceptos resulta problemética y a veces inadecuada para
distinguir grupos naturales, ya que no refleja su historia evolutiva (Petersen y Hughes, 1999),
sin olvidar que algunos hongos no pueden ser cultivados o no se conoce su estado teleomorfo,
y en algunos casos la capacidad de reproducirse se mantiene como un caracter ancestral en
grupos en donde existe un aislamiento geografico. Por lo que varias de las especies
reconocidas bajo alguno de estos conceptos son en muchas ocasiones mas de una especie
filogenética (Taylor et al., 2000).

El concepto filogenético de especie es uno de los mas usados en los Ultimos afos, éste
seflala que una especie es el grupo de organismos mas pequefio diagnosticable, dentro del
cual hay un patrén de ancestria-descendencia (Cracraft, 1983).

El uso creciente de este concepto para delimitar las especies se debe a dos factores
principales: el desarrollo de la sistematica filogenética durante los ultimos afios, y el incremento
en el interés por parte de la comunidad cientifica por conocer las relaciones evolutivas entre los
organismos por medio del establecimiento de grupos naturales. Con el concepto filogenético, el
namero de especies de hongos se incrementd hasta en un 300%, lo cual refleja la confusiéon
taxonémica que existe actualmente dentro de este grupo, la cantidad de especies cripticas
reconocidas (Hawksworth, 1991; 2001), y las limitaciones que algunos conceptos presentan

ante esta problemaética.
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Considerando la importancia de este concepto para delimitar las especies y algunas
criticas ante su mayor aplicacién, surgieron metodologias alternativas para incorporar la mayor
cantidad de informacion disponible de los organismos, en lo que algunos autores llaman
“taxonomia integrativa”, en la cual se contempla no sélo informacién obtenida a partir de
secuencias de DNA, sino también la informacién morfolégica, geografica, ecoldgica,

reproductiva, de comportamiento, desarrollo, etc. (Dayrat, 2005; DeSalle et al., 2005).
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2. ANTECEDENTES

Historia del género Melanoleuca

El nombre genérico Melanoleuca Pat. fue propuesto en 1897 por Patouillard, aunque la
definicion del género fue publicada en 1887 por el mismo autor bajo el nombre Melaleuca Pat.,
gue resulto ser un homénimo de Melaleuca L. (nomen conservandum), un nombre utilizado por
Linneo para designar un género de plantas de la familia Myrtaceae (Pfister, 1984; Kuyper,
1986a; Riva, 1988).

En la descripcion original se mencionaron principalmente caracteres macromorfoldgicos,
y en este concepto se incluyen algunas especies que anteriormente se encontraban en los
géneros Tricholoma y Collybia sensu Fries (Pfister, 1984; Riva, 1988). Al no ser una
descripcion amplia y detallada provoco confusion y algunos autores consideraron dentro de
este grupo a especies pertenecientes a otros géneros.

Kihner y Maire (1926) hicieron evidente el caracter amiloide de la pared de las esporas
de las especies de este género, al utilizar el reactivo de Melzer, y dieron a este caracter una
gran importancia para delimitar al grupo. Posteriormente, Métrod (1942) descubrio la existencia
de algunas especies carentes de cistidios, por lo que reconocid que la presencia de estas
células no podria considerarse como un cardcter distintivo del género, es por esto que propuso
otra definicién, en la cual incluyé a todas las especies de Agaricaceae con la pared de las
esporas cubierta de verrugas amiloides. Sin embargo, esta definicién todavia era muy amplia e
incluia a algunas especies de Leucopaxillus Boursier, por lo que el mismo autor en 1948, en un
trabajo titulado Ensayo sobre el género Melanoleuca, consider6 caracteres micro y

macromorfoldgicos para delimitar al género (Métrod, 1948).

Descripcién del género Melanoleuca
Melanoleuca Pat. 1897. Catalogue Raisonné des Plants Cellulaires de la Tunisie 22.
Especie tipo: Melanoleuca melaleuca (Pers.) Murrill
=Agaricus melaleucus Pers.

=Melaleuca vulgaris (Pat.) Pat.
La palabra Melanoleuca proviene del griego mélas, mélanos que significa negro y

leukdés que quiere decir blanco, que hace referencia al blanco de las ldminas y al color oscuro

del pileo y del estipite (Ulloa y Herrera, 1994).

11
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Bim BRADEA
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Fig. 1. Basidiomas y estructuras microscopicas de Melanoleuca. A. Basidiomas (Foto: Cifuentes 28-31). B. Esporas.
C. Cistidio fusiforme con cristales en el apice. D. Cistidios urticoides. E. Pleurocistidios fusiformes. F. Queilocistidios
urticoides. G. Cistidio fusiforme. H. Cistidio lageniforme con cristales en el apice. |. Caulocistidios.

Caracteres macromorfolégicos
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Basidioma tricolomatoide. Estipite central (en ocasiones excéntrico), generalmente fibriloso,
sélido, carece de velo. Pileo seco y glabro, puede ser higr6fano o no. Laminas generalmente
delgadas y muy juntas, blancas a amarillentas, en ocasiones con tonos rosaceos, a veces se
manchan al tacto de color café, adnadas-emarginadas, aunque algunas especies pueden tener
laminas uncinadas o decurrentes; los bordes de las laminas generalmente son estériles, rara
vez son fértiles. Esporada blanca. Contexto blanquecino, aunque en una gran cantidad de
especies puede obscurecerse desde la base del estipite hasta alcanzar tonos de color café o
negruzco. Olor mas o0 menos farinoso, con un sabor dulce. Tienen un desarrollo gimnocarpico y
estipitocarpico (Fig. 1A).

Las especies de este género crecen principalmente en bosques de coniferas, pastizales
y dunas de arena, aunque también se pueden encontrar algunas especies en bosques

tropicales; son terricolas o humicolas y de habito solitario o gregario.

Caracteres micromorfoldgicos

Pileipelis tipo tricodermo, a veces tipo cutis. No presentan fibulas. Basidios cortos, cilindricos
generalmente con cuatro esporas y granulaciones siderofilas. Trama lamelar regular o
subregular. Esporas de 8-11 x 4-6 um, subglobosas a elipsoides con pared delgada, hialinas a
amarillentas, cubiertas con verrugas amiloides, que a veces se interconectan entre si por unas
delgadas lineas, presentan una placa suprahilar lisa que por lo general esta rodeada por una
areola amiloide (Fig. 1B). La mayoria de las especies presentan queilocistidios®, los cuales
pueden ser de dos tipos: lageniformes o urticoides?, por lo general presentan incrustaciones de
oxalacetato de calcio en el 4pice. Pleurocistidios® y caulocistidios* similares a los queilocistidios
(Fig. 1C-I).

Conocimiento actual del género Melanoleuca

Se han descrito aproximadamente 180 especies bajo este nombre; sin embargo, no todas ellas
pertenecen al género, algunas corresponden a Tricholoma, Leucopaxillus, Clitocybe, entre
otros (Bigelow y Smith, 1969; Pfister, 1984).

Cistidios situados en el borde de las laminas.

También llamados “pelos de ortiga”, ya que la forma es similar a los pelos de la planta Urtica dioica L.
Cistidios ubicados en las caras de las laminas.

Cistidios situados en el estipite.

A W N P

13



Estudio sistematico del género Melanoleuca Sanchez-Garcia M. 2010

Murrill (1914) publico la descripcién de 119 especies de Norteamérica, de las cuales
Unicamente seis pertenecen realmente a dicho género (Pfister, 1984). Singer (1986) considerd
48 especies a nivel mundial, mientras que Bon (1978) reconoci6 65 s6lo para Europa. Boekhout
(1988) publicé una revision de Holanda utilizando conceptos de especie mas flexibles, lo que
llevd a agrupar especies que Bon habia separado y considerar algunas variedades como
simples variaciones de una misma especie. Kirk et al. (2008), consideraron que existen
alrededor de 50 especies en el mundo.

En Norteamérica se han reconocido 19 especies: M. alboflavida, M. angelesiana, M.
borealis, M. brevipes, M. earlei, M. eccentrica, M. evenosa, M. lewisii, M. mackleri, M.
melaleuca, M. microspora, M. planiceps, M. praecox, M. reai, M. subcinerea, M.
subcinereiforme, M. tanana, M. utahensis, y M. verrucipes (Murril, 1914; Smith, 1944; Smith y
Rea, 1944; Thiers, 1958; Gillman y Miller, 1977; Singer, 1989; Matheny y Vellinga, 2009).

En México actualmente se conocen nueve especies: M. aff. cavipes, M. brevipes, M.
cognata, M. exscissa, M. grammopodia, M. melaleuca, M. polioleuca, M. strictipes, y M.
yucatanensis (Herrera y Guzman, 1961; Sanchez Ledn, 1961; Martin del Campo, 1968;
Guzman, 1972; 1982; 1983; 1986; Valdés-Ramirez, 1972; Mendiola, 1974; Frutis y Guzman,
1983; Martinez Alfaro et al., 1983; Bon, 1984; Courtecuisse y Pfister, 1984; Pérez-Silva y
Aguirre-Acosta, 1985; 1986; Zarco, 1986; Pérez-Silva et al., 2006; Sanchez-Garcia, 2008).

Debido a los escasos estudios taxonémicos enfocados a este grupo y a las multiples
interpretaciones de las especies, es dificil establecer una cifra precisa del nimero de especies.

En cuanto a los trabajos de sistematica molecular, sélo unos cuantos han incluido
especies de Melanoleuca. En estos estudios se relacion6 a dicho grupo con el género Pluteus
dentro de un clado denominado Pluteoide. Los géneros Volvariella, Macrocystidia y el
gasteromiceto marino Limnoperdon también parecen estar relacionados con este grupo. Sin
embargo, la relacion de Melanoleuca con otros Agaricales alun es incierta (Moncalvo et al.,
2002; Matheny et al., 2006; Garnica et al., 2007).

Clasificacion infragenérica
Existen varias clasificaciones infragenéricas, a continuacion se describen las propuestas por

Singer (1986) y Boekhout (1988):

Singer (1986) propuso dividir al género en cuatro secciones con base principalmente en el

tamanfo y color del basidioma.
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Seccion Alboflavidae Sing.: Pileo claro, principalmente blanquecino, aunque puede
presentar colores grisaceos, ocraceos 0 parduscos; esporada de color crema o en
algunos casos completamente blanca, laminas generalmente estrechas, a veces la
ornamentacién de las esporas no es muy evidente.

Secciéon Humiles Sing.: Pileo de color gris, café oscuro o negruzco; la pared de las
esporas se observa claramente ornamentada por la presencia de un exosporio bien
desarrollado, estipite furfurdceo, pubescente o escuamuloso, con fibrillas color negro.
Seccién Oreinae Sing.: Pileo y esporas como en la seccién Humiles. Estipite
generalmente pruinoso, los basidiomas pequefios tienen un estipite blanco o gris al
igual que las laminas, si el diametro del pileo es mayor a los 30 mm, entonces
presentan laminas blancas y estrechas (las especies muy grandes no estan
consideradas en esta seccion).

Seccion Melanoleuca: Pileo, esporas y superficie del estipite como en la seccién
Oreinae, las especies pequefias presentan un contexto de color café, el diametro del
pileo es de 30 mm 0 menos, en caso de no presentar estas caracteristicas son
consideradas dentro de la seccion Oreinae, las especies mas grandes presentan tonos

oscuros en el estipite.

Boekhout (1988) propuso una clasificacion infragenérica con base en la morfologia de los

cistidios.

Subgénero Macrocystis Boekhout: Con las secciones Alboflavidae Singer, Cognatae
(Singer) Kuhner y Strictipedes Bon; este subgénero se caracteriza por presentar
gueilocistidios fusiformes a lageniformes y pleurocistidios similares a los queilocistidios.
Subgénero Urticocystis Boekhout: En el que se encuentran las secciones
Grammopodiae Bon y Humiles (Singer) Singer; presenta queilocistidios urticoides;
pleurocistidios ausentes 0 muy escasos, Si estdn presentes son similares a los
queilocistidios.

Subgénero Melanoleuca: En donde se incluyen las especies sin cistidios.
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3. OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar las relaciones filogenéticas de Melanoleuca con el fin de establecer los limites
morfologicos, ecoldgicos y geograficos de las especies de este grupo, asi como conocer la

posicién filogenética del género dentro de los Agaricales.

Objetivos particulares

1. Evaluar la monofilia del género con base en analisis de las secuencias de los
espaciadores internos transcritos del DNA ribosomal (ITS), una regién de la subunidad
grande del DNA ribosomal (nLSU) y una region de la subunidad mas grande de la RNA

polimerasa Il (RPB1), de ejemplares recolectados en América y Europa.

2. Obtener una hipétesis de las relaciones filogenéticas dentro de este grupo mediante el

analisis de las secuencias obtenidas.

3. Evaluar y reconocer la importancia de los caracteres geograficos, ecologicos y

morfolégicos que permitan delimitar las especies pertenecientes a este género.

4. Establecer una base a partir de la cual se puedan realizar mas estudios de filogenia

molecular en este grupo.
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4. METODOLOGIA

Muestreo taxondémico

Se revisaron ejemplares de Melanoleuca depositados en las siguientes colecciones mexicanas
de hongos: Herbario de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas, Instituto Politécnico
Nacional (ENCB), Herbario de la Facultad de Ciencias, UNAM (FCME), Herbario del Instituto de
Botanica de la Universidad de Guadalajara (IBUG), Herbario del Instituto de Biologia, UNAM
(MEXU), Herbario del Centro de Investigaciones en Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Auténoma de Tlaxcala (TLXM), Herbario del Instituto de Ecologia, A.C. en Xalapa, Ver. (XAL),
asi como de las siguientes colecciones extranjeras: Herbario de la Universidad de Tennessee,
USA (TENN) y Herbario de la Universidad de Gotemburgo, Suecia (GB). Para los ejemplares
del herbario FCME, se reviso el catalogo fotogréafico de Cifuentes (2006).

Los ejemplares se estudiaron por medio de las técnicas utilizadas en micologia para
observar y medir estructuras como: esporas, basidios y cistidios (Largent et al.,, 1977).
Posteriormente se determinaron morfoespecies utilizando claves taxondmicas (Gillman y Miller,
1977; Bon, 1991; Watling y Turnbull, 1998; Boekhout, 1999; Horak, 2005; Vesterholt, 2008). Del
total de los materiales revisados se seleccionaron algunos ejemplares para llevar a cabo la
extraccion del DNA, excluyendo a los que no se encontraban en buenas condiciones para su
estudio y a aquellos que no tenian suficientes datos de recolecta. En algunos casos se contaba
con varios especimenes recolectados en el mismo sitio cuyas caracteristicas morfolégicas eran
similares, en dichos casos se selecciond so6lo un ejemplar para llevar a cabo las técnicas
moleculares y los analisis filogenéticos (Fig. 2). Por ultimo se elabor6 una clave taxondémica de
los ejemplares mexicanos. Las referencias de colores se basaron en la guia de color Methuen

(Kornerup y Wanscher, 1978).

Técnicas moleculares

Obtencion de DNA

Para la extraccion de DNA gendmico se usaron entre 20 y 50 mg de basidioma, con cuatro
protocolos distintos: método de CTAB (Bromuro de cetiltrimetilamonio; Gardes y Bruns, 1993) y
los kits de extraccion E.Z.N.A.® Fungal DNA (Omega Bio-tek, Doraville, Georgia), E.Z.N.A.®
High Performance Fungal DNA (Omega Bio-tek) y DNeasy® Plant Mini kit (QIAGEN, Valencia,
California). En todos los casos los materiales se colocaron en tubos de 1.5 ml y se sumergieron
en nitrdgeno liquido; posteriormente se trituraron con un micropistilo hasta obtener un polvo

fino.
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Muestreo taxonomico > Reaccidén en cadena de la
(eleccion de ejemplares) Exiraction’de LNA polimerasa (PCR)

I

Termociclador

Secuenciacion

Visualizacion de los
productos de PCR

( Purificacion de los
productos de PCR

¢ Gel de agarosa
Edicion de secuencias
Cromatogramas ¢

Alineamiento Arbol filogenético

Con sefal imprecisa

b

Clonacion Analisis filogenético

« Maxima parsimonia
« Maxima verosimilitud
« Analisis Bayesiano

= Ver figura 4

Fig. 2. Diagrama de la metodologia que se llevod a cabo en este trabajo.
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Método de CTAB (Gardes y Bruns, 1993)

« Se afadieron 300 pl de buffer de lisis (Tris-HCI 100 mM (pH 8), NaCl 1.4 M, EDTA 20
mM, 2% CTAB, 0.2% [3-mercaptoetanol).

» Se congelaron y descongelaron las muestras introduciéndolas en nitrégeno liquido y
después en bafio maria a 65°C (este paso se repitié dos veces).

e Seincubaron a 65°C durante toda la noche.

* Se agreg6 un volumen de cloroformo y se mezclé en vortex.

« Se centrifugaron las muestras a 14 000 rpm durante 15 min a temperatura ambiente.

» Se transfirio la fase acuosa a un tubo nuevo de 1.5 ml.

e Se precipité el DNA con un volumen de isopropanol y se incub6 durante 10 min a
temperatura ambiente.

 Las muestras se centrifugaron a 14 000 rpm durante 10 min y se eliminé el
sobrenadante.

» Se lavo lavé la pastilla con alcohol etilico al 70%.

* Por ultimo se resuspendié el DNA en 50 pl de agua Milli Q.

E.Z.N.A.® Fungal DNA (Omega Bio-tek)
e Se siguio el protocolo recomendado por el fabricante para materiales herborizados con

una ligera modificacion en la cantidad de Buffer de elucién, utilizando en total 150 ul.

E.Z.N.A.® HP Fungal DNA (Omega Bio-tek)
» Se siguio el protocolo recomendado por el fabricante para materiales herborizados con

una pequefia modificacion en la cantidad de Buffer de elucién, utilizando 125 pl.

DNeasy® Plant kit (QIAGEN®)
e Se sigui6 el protocolo recomendado por el fabricante, modificando la cantidad de Buffer

de elucién a 50 pl.

A partir del DNA gendmico se hicieron diluciones 1:10 y 1:100 para la PCR.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Se amplificaron tres regiones:

» Los espaciadores internos transcritos del DNA ribosomal (ITS).

19



Estudio sistematico del género Melanoleuca

Sanchez-Garcia M. 2010

» Unaregion de la subunidad grande del DNA ribosomal (nLSU).

» Unaregion de la subunidad més grande de la RNA polimerasa Il (RPB1).

Para la amplificacién de los fragmentos deseados se utilizaron dos protocolos distintos,

los cuales son descritos a continuacion y referidos en el texto como protocolo 1 6 2.

Protocolo 1: (50 pl de reaccion)
* 5l de buffer de PCR 10X (BioTecMol, México)
e 5 ulde MgCI2 (30mM)
e 5 ulde dNTP’s (20mM)
e 5 ul de cada cebador (100uM)

e 0.2 yl de Amplificasa® Taq DNA polimerasa (5U/ul)

Protocolo 2: (25 ul de reaccion)
« 5 ul de buffer de PCR 5X (Promega, Madison, Wisconsin)
e 0.5 ulde dNTP’s (100mM)
e 1.25 pl de cada cebador (100uM)
e 0.125 pl de Amplificasa Taq DNA polimerasa (5U/ul)

Se utilizaron cuatro condiciones distintas de PCR para obtener los fragmentos deseados

(Tabla 1).

Tabla 1. Programas de PCR que se utilizaron para la amplificacion de las regiones estudiadas.

PROGRAMA ITS-A ITS-B LSU RPB1
Desnaturalizacion inicial 94°C /4 min 95°C /3 min 95°C /3 min 95°C /4 min
Numero de ciclos 30 ciclos 34 ciclos 34 ciclos 34 ciclos
Desnaturalizacién 94°C /30 seg 95°C /1 min 95°C /1 min 95°C /1 min
Alineamiento 60°C /1 min 54°C /1 min 50°C /1 min 50°C /1 min
Extensién 72°C /2 min 72°C /1 min 72°C /90 seg 72°C /1 min
Extension final 72°C /7 min 72°C /10 min 72°C /10 min 72°C /10 min

Termociclador

Perkin Elmer 480

Bio-Rad C1000

Bio-Rad C1000

Bio-Rad C1000
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Amplificacion de los ITS

Para obtener la regién completa de los ITS se utilizaron los siguientes pares de cebadores:
ITS1F-ITS4B e ITS1F-ITS4. En algunos casos no fue posible obtener todo el fragmento, por lo
gque se emplearon cebadores internos: ITS1F-ITS2 para el ITS1 e ITS3-ITS4B y 5.8SR-ITS4
para el ITS2 (Gardes y Bruns, 1993, White et al., 1990, Vilgalys y Hester, 1990) (Fig. 3). Para
estas regiones se utilizé el protocolo 1 y el programa de amplificacion ITS-A; en algunos casos

se empled el protocolo 2 en combinacién con el programa ITS-B (Tabla 1).

Amplificacion de la regién nLSU
Se usaron los pares de cebadores LROR-LR16, LROR-LR5 y LROR-LR7 (Vilgalys y Hester,
1990; http://www.biology.duke.edu/fungi/mycolab/primers.htm) (Fig. 3). Para la amplificacion de

este fragmento se siguio el protocolo 2 y el programa nLSU (Tabla 1).

Amplificacion de la regién RPB1
Para esta regidén se probaron los cebadores gRPB1 A-for (Stiller y Hall, 1997) y fRPB1 C-rev
(Matheny et al., 2002); sin embargo, la amplificacion no fue exitosa, por lo que se disefiaron
dos cebadores internos para Melanoleuca: Mint2F (5’-GGTTGCGTGGTGAAATGG-3) y Mex2R
(5'-GGCATCACSGTCAGAATCATCC-3"), los cuales amplifican productos de aproximadamente
750pb, que incluyen una region del intrén 2 y la regién completa del intron 3 (Fig. 3), que se
encuentran entre los dominios conservados A y C. Para amplificar este fragmento se utilizé el
protocolo 2 y el programa RPB1.

Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al

2% en TAE, tefidos con bromuro de etidio.

Purificaciéon de los productos de PCR
Los fragmentos obtenidos se purificaron con el kit QIAquick® (QIAGEN) siguiendo el protocolo
del fabricante pero con una elucién final de 25 pl. En algunos casos los productos se purificaron

directamente del gel con el kit Geneclean® Il (Q-BlOgene, Carlsbad, California).
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Fig. 3. Diagrama de las regiones amplificadas (ITS, nLSU y RPB1); las flechas indican los sitios de

anclaje de los cebadores.

Clonacion

Un pequefio porcentaje de las secuencias de ITS (5%) y RPB1 (3%) se clonaron, ya que se
obtuvieron cromatogramas con una sefal imprecisa. Para la clonacién se utilizaron dos Kits,
CloneJET® PCR (Fermentas) y TOPO TA (Invitrogen, Carlsbad, California) (Fig. 4).

1. CloneJET® PCR (Fermentas)
Los productos de PCR purificados se ligaron a un plasmido pJET 1.2/Blunt, siguiendo el
protocolo del fabricante. Para la transformaciones se tomaron 2.5 ul de la mezcla de ligacion y
se colocaron en hielo durante 2min, después se afiadieron 50 ul de células de Escherichia coli
competentes tratadas con cloruro de calcio y se dejaron en hielo durante 5 min. Las células
transformadas se pusieron a crecer en un medio de cultivo selectivo LB preparado con 100
pg/ml de ampicilina, se incubaron toda la noche a 37°C, posteriormente se seleccionaron seis
colonias para continuar con la extraccion del plasmido por medio de lisis alcalina (Engebrecht
et al., 2001).

Una vez obtenido el plasmido se hizo una digestion con la enzima Bglll, ya que el vector
utilizado contiene dos sitios de corte para esta enzima, que liberan el inserto permitiendo
conocer el tamafo del fragmento insertado. Los fragmentos fueron visualizados en una

electroforesis en gel de agarosa al 2% en TAE, con bromuro de etidio. Por ultimo, se
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seleccionaron los plasmidos que contenian insertos del tamafio esperado y fueron

secuenciados con los cebadores pJET1.2-F (5-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3), vy
pJET1.2-R (5'-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3).

Cromatograma
Cromatograma

Con buena resolucion

Con sefal imprecisa

* Secuenciacion
Ligacion del producto
de PCR al plasmido

Analisis de restriccion

Purificacion

del plasmido Purificacién de PCR
(lisis alcalina)

Transformacion (el plasmido
que contenia el producto de +
PCR fue insertado en células

de Escherichia coli

competentes por medio de un Seleccion de colonias
choque térmico)

¥

Las células se pusieron a
crecer en un medio de cultivo
LB selectivo (con antibiético)

.

* PCR de colonia

Incubacion a 37°C durante
toda la noche

Fig. 4. Diagrama de la metodologia que se siguid para la clonacién de algunas de las muestras.

23



Estudio sistematico del género Melanoleuca Sanchez-Garcia M. 2010

2. TOPO TA (Invitrogen)

Los productos de PCR purificados se ligaron a un plasmido pCR 2.1-TOPO, siguiendo el
protocolo del fabricante, posteriormente se insertaron en células de E. coli quimicamente
competentes (One Shot MX efficiency DH5a-T1); para esto se utilizaron 3 ul de la reaccion de
ligacién, que se afiadieron al vial de células competentes, el cual se colocé en hielo durante 5
min, a continuacién se dio un choque térmico por 30 seg a 42°C, inmediatamente después se
puso el tubo en hielo y se afiadieron 250 ul de medio SOC; el tubo se incubé durante una hora
a 37°C a 200 rpm. Después de la transformacion, las células se pusieron a crecer en un medio
de cultivo LB preparado con 50 y g/ml de kanamicina y 55 p | de 50 mg/ml de X-gal en
dimetilformamida. Las células se incubaron toda la noche a 37°C, después se seleccionaron 10
colonias para llevar a cabo una PCR con los cebadores M13F (5-GTAAAACGACGGCCAGT
GAA-3) y M13R (5-CAGGAAACAGCTATGACCAT-3’), utilizando el programa ITS-B (Tabla 1).
Por dltimo se seleccionaron entre tres y cinco colonias que contenian fragmentos del tamafo

esperado para secuenciar.

Secuenciacion
Las reacciones de secuencia se prepararon en volimenes de 10 pl que contenian de 0.5 a 1 pl
de BigDye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, California), 1 ul de primer (2
MM), 1.5 ul de DNA, 1.5 pyl de Buffer 5X y de 5 a 5.5 ul de agua. Los cebadores utilizados
fueron los mismos que se usaron para la amplificacién.

La secuenciacion se llevd a cabo en secuenciadores automaticos de capilar modelos
ABI 3100 y ABI 3730 (Applied Biosystems).

Analisis filogenéticos

Para estudiar las relaciones evolutivas de Melanoleuca se construyeron arboles filogenéticos,
que son representaciones graficas que describen las relaciones de parentesco, ancestria y
descendencia de un grupo de secuencias u organismos, a partir de caracteres representativos

compartidos entre las entidades biolégicas (Page y Holmes, 1998).

Eleccién del grupo externo

En trabajos previos se propuso que Melanoleuca forma parte de un clado denominado
Pluteoide, dentro del cual también se encuentran Pluteus Fr. y Volvariella Speg. (Moncalvo et
al., 2002; Matheny et al., 2006; Garnica et al., 2007). Con base en esta informacion se utilizaron

cuatro especies del género Pluteus y una especie de Volvariella como grupo externo.

24



Estudio sistematico del género Melanoleuca Sanchez-Garcia M. 2010

Alineamiento
Las secuencias se editaron y ensamblaron con Sequencher 4.9 (Gene Codes, Ann Arbor). Los
alineamientos se llevaron a cabo en el programa MAFFT 6.717 (Katoh y Toh, 2008);
posteriormente se ajustaron manualmente en MacClade 4.08 (Maddison y Maddison, 2005).
Para concatenar las secuencias de distintos genes en una sola matriz se utilizé el programa
SeaView 4.2.3 (Gouy et al., 2010).

La inferencia filogenética se efectué bajo los criterios de maxima parsimonia, maxima
verosimilitud e inferencia bayesiana. Se analizaron tres matrices: 1) RPB1, Il) ITS+nLSU, Ill)
ITS+nLSU+RPB1.

Maxima parsimonia (MP)
El principio basico de este método es la busqueda del arbol o arboles que minimicen la
cantidad de cambios evolutivos para explicar los datos (Farris, 1972; Fitch, 1971; Kludge y
Farris, 1969; Sober, 1988).

Se llevé a cabo en el programa PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2000), empleando una
blsqueda heuristica con intercambio de ramas por medio de biseccién y reconexién (TBR) y
1000 réplicas de adiciébn de secuencias al azar. Todas las posiciones nucleotidicas fueron
tratadas con el mismo peso y como no ordenadas; los gaps fueron considerados como
caracteres faltantes. El soporte de los nodos se obtuvo calculando 100 pseudorréplicas de
bootstrap no paramétrico (Felsenstein, 1985); cada pseudorréplica consistié en una busqueda
heuristica con 10 réplicas de adicién de secuencias al azar e intercambio de ramas por TBR.
Se obtuvo un arbol consenso de mayoria del 50%. Los valores de bootstrap =70% fueron

considerados significativos (Hillis y Bull 1993).

Maxima verosimilitud (MV)
El concepto de verosimilitud (likelihood) se refiere a la probabilidad condicional de obtener los
datos observados dada una hipétesis. Por lo tanto, el arbol que tenga la mayor probabilidad de
producir las secuencias observadas dado un modelo evolutivo es el que se elige. El log
likelihood de cada arbol es maximizado estimando la longitud de ramas, entre otros
parametros; este valor es el que se utiliza para comparar los diferentes arboles (Yang, 1996;
Felsenstein, 2004).

Para este andlisis se utiliz6 GARLI 1.0 (Zwickl, 2006), empleando los parametros

preestablecidos en el programa y aplicando el modelo de sustitucidn nucleotidica que mejor se
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ajustara a los datos, el cual fue seleccionado por medio de jModelTest (Posada, 2008), bajo el
criterio de informacion Akaike (AIC; Akaike, 1973; Posada y Buckey, 2004). El analisis se corrio
cinco veces para evitar el estancamiento de la blUsqueda en un 6ptimo local. De los cinco
arboles con mejor valor de verosimilitud se eligié el que tuviera el valor mas alto optimizando
los parametros del modelo y la longitud de ramas en PAUP*. El andlisis de bootstrap se llevo a
cabo en GARLI con 100 réplicas y los mismos parametros usados previamente, con excepcion
del numero de busquedas en la corrida que se limitd a uno para reducir el tiempo de bldsqueda.
El arbol consenso de mayoria del 50% se obtuvo con PAUP*, los valores de bootstrap 270%

fueron considerados significativos (Hillis y Bull, 1993).

Inferencia bayesiana (AB)

Este método se basa en el Teorema de Bayes, el cual relaciona la funcién de verosimilitud con
las probabilidades anteriores y posteriores, calculando la probabilidad posterior a partir de la
verosimilitud y la probabilidad anterior. Predice cual es la probabilidad de que el modelo sea
correcto dados los datos observados. Las probabilidades posteriores se obtienen explorando el
espacio de arboles mediante rutas azarosas modeladas por las Cadenas Markovianas de
Monte Carlo (MCMC; Huelsenbeck y Ronquist, 2001; Huelsenbeck et al., 2002; Felsenstein,
2004).

Particion de los datos

Al usar genes distintos, se puede asumir que éstos evolucionan a diferentes tasas.
Considerando que en este trabajo se incluyeron tres regiones distintas y una de ellas es una
region de un gen codificante para una proteina que contiene intrones y exones, las matrices
fueron divididas en varias particiones. Una particién es la division de los caracteres moleculares
en subgrupos; la separaciéon de los caracteres puede ser por genes, posicién de codones y
regiones codificantes o no codificantes.

El objetivo de las particiones es poder incluir en un mismo analisis todos los datos
provenientes de los distintos genes asignando a cada una de las regiones los parametros del
modelo de sustitucion nucleotidica correspondientes, esto es, analizar todos los datos juntos
sin dejar a un lado la heterogeneidad entre regiones.

Se analizaron diferentes combinaciones de particiones para después elegir la estrategia
de particibn més adecuada (Tabla 2). Para estos andlisis se escogié el modelo evolutivo
adecuado para cada una de las particiones por medio de jModelTest (Posada, 2008), bajo el
criterio de informacion Akaike (AIC; Akaike, 1973; Posada y Buckey, 2004).

26



Estudio sistematico del género Melanoleuca Sanchez-Garcia M. 2010

Tabla 2. Estrategias de particion analizadas en MrBayes (pos. se refiere a la posicion de los codones).

Matriz Estrategia de particion

I. RPB1

P1 Sin particion

P2 Intrén, exén (completo)

P3 Intrén, exén (12 y 22 pos.), exon (32 pos.)

P4 Intrén, exon (12 pos.), exon (22 pos.), exon (32 pos.)

II. ITS+nLSU

P1 Sin particion

P2 nLSU, ITS (regién completa)

P3 nLSU, ITS 1y 2, region 5.8s

ll. ITS+nLSU+RPB1

P1 Sin particion

P2 nLSU, ITS (regidon completa), RPB1 (completo)

P3 nLSU, ITS 1y 2, regiéon 5.8s, RPB1 (completo)

P4 nLSU, ITS (regidon completa), intrén, exén (completo)

P5 nLSU, ITS (regién completa), intrén, exén (12 y 22 pos.), exén (32 pos.)

P6 nLSU, ITS (regidon completa), intrén, exén (12 pos.), exén (22 pos.), exon (32 pos.)
P7 nLSU, ITS 1y 2, region 5.8s, intrén, exén (completo)

P8 nLSU, ITS 1y 2, regidn 5.8s, intrén, exén (12 y 22 pos.) , exon (32 pos.)

P9 nLSU, ITS 1y 2, regidn 5.8s, intrén, exén (12 pos.), exon (22 pos.), exén (32 pos.)

Andlisis Bayesianos

Se llevaron a cabo en el programa MrBayes 3.2 (Ronquist y Huelsenbeck, 2003). En cada
analisis se efectuaron dos corridas simultdneas, con cuatro cadenas de Markov (MCMC), 10
millones de generaciones, se salvd un arbol cada 1000 generaciones, se especificé el modelo
evolutivo correspondiente a cada una de las particiones, permitiendo parametros heterogéneos
entre ellas. Es importante mencionar que algunos de los modelos incluidos en jModelTest no
estan implementados en MrBayes, en estos casos el modelo utilizado fue el siguiente mas
complejo al modelo elegido por jModelTest. Esta decision se basd en que la inferencia
Bayesiana es relativamente robusta incluso en presencia de una leve sobre-parametrizacion
del modelo, por lo que en este contexto es menos importante encontrar el modelo mas simple

que represente los datos (Ronquist et al., 2005).
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Para evaluar el punto en que las cadenas alcanzaron la fase estacionaria y obtener una
aproximacioén del nimero apropiado de generaciones para descartar en el burn-in, se utiliz6 el
programa Tracer vs. 1.5 (Rambaut y Drummond, 2009). De los arboles restantes se obtuvo un
arbol consenso de mayoria del 50%. Las frecuencias con que aparece cada clado en el
conjunto de arboles se interpreté como la probabilidad posterior. Las probabilidades posteriores

295% fueron consideradas significativas (Huelsenbeck et al., 2002; Wilcox et al., 2002).

Eleccién de la mejor estrategia de particion

En muchas ocasiones simplemente se elige la estrategia que incluya la mayor cantidad de
particiones, ya que se sabe que esto conduce a una reduccion del error sistematico, dando
como resultado mejores valores de verosimilitud y probabilidades posteriores mas precisas; sin
embargo, al aumentar el nimero de particiones también disminuye la cantidad de datos en
cada particién, lo que produce un incremento del error aleatorio debido al tamafio de muestra
(Brandley et al., 2005). Para conocer la estrategia de particion mas adecuada se utilizé el factor
Bayes (BF); este valor fue estimado a partir de las medias armoénicas de los valores de
verosimilitud muestreados durante la fase estacionaria de las MCMC (Newton y Raftery, 1994),
que fue calculado en MrBayes al momento de resumir las muestras con el comando sump. Si la
diferencia entre las medias armonicas multiplicada por dos (2* log BF) es mayor a 10 se
considera como un valor con un soporte positivo para el modelo con la media arménica mayor
(Kass y Raftery, 1995; Newton y Raftery, 1994; Raftery, 1996). Para esto también se consideré
que las dos corridas convergieran; en el caso de que no hubiera dicha convergencia esa

particién no se tomoé en cuenta.

Reconstruccion de estados ancestrales

Considerando que la presencia y ausencia de cistidios, asi como la forma que presentan son
caracteres importantes para la delimitacion de subgéneros y especies, se realiz6 una
reconstruccion de estados ancestrales utilizando este caracter y codificandolo como se
presenta a continuaciéon: 0 = ausencia, 1 = presencia (urticoides), 2 = presencia (lageniformes o
fusiformes). Esta reconstruccion se llevé a cabo en el programa Mesquite vs. 2.72 (Maddison y

Maddison, 2009) utilizando el método de parsimonia (Maddison, 1995; Cunningham, 1999).
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5. RESULTADOS

Los resultados se dividen en dos partes: la primera consta del analisis filogenético de las tres
regiones que fueron secuenciadas, y la segunda se enfoca en las especies mexicanas, en
donde se incluye una clave taxondémica y una descripcion de los caracteres macro y

micromorfoldgicos.

5.1. Reconstruccion filogenética

Se obtuvieron 150 secuencias de 83 ejemplares (82 secuencias de ITS; 36 de nLSU y 32 de
RPB1) de especimenes recolectados principalmente en México, Estados Unidos de América y
Suecia, entre otros (Tabla 3; Fig. 5); a éstas se afadieron 11 secuencias obtenidas de
GenBank del NCBI, correspondientes a las siguientes especies: Melanoleuca verrucipes (Fr.)
Singer, Pluteus atromarginatus (Konrad) Kuhner, P. cervinus (Schaeff.) P. Kumm., P. petasatus
(Fr.) Gillet, P. romelli (Britzelm.) Lapl. y Volvariella gloiocephala (DC.) Boekhout & Enderle
(Tabla 4).

Alineamiento
El alineamiento de los ITS consistido en 83 taxa con 736 caracteres; algunas de las regiones

presentaron alineamientos ambiguos por lo que fueron excluidas; después de la exclusion de
estas regiones quedaron 645 caracteres.

El alineamiento de la region nLSU estuvo formado por 42 taxa con 1426 caracteres; en
esta regidn no se excluyeron caracteres.

El alineamiento de RPB1 estuvo constituido por 792 caracteres de los cuales 343
pertenecen al intron 2, 58 son del intrén 3 y 391 del exdn. En el intrén 2 se encontré una zona
con alineamiento ambiguo, por lo que se excluy6 del analisis. Después de la exclusion de esta

region el alineamiento de RPB1 estuvo formado por 778 caracteres.

Las secuencias fueron integradas en tres matrices:

I. RPB1: Formada por 32 taxa del grupo interno y tres del grupo externo, con un total de
778 caracteres.

II. ITS+nLSU: Constituida por 83 taxa del grupo interno y cinco del grupo externo, con un
total de 2071 caracteres.

lll. ITS+nLSU+RPBL1: Integrada por 89 taxa, de los cuales 84 pertenecen al grupo interno y
cinco al grupo externo, con un total de 2849 caracteres.
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Tabla 4. Nimeros de acceso de GenBank de las secuencias obtenidas a través de esta base de datos.

ESPECIES ITS nLSU RPB1
Melanoleuca verrucipes DQ490642 DQ447924 DQ457687
Pluteus atromarginatus DQ094788

Pluteus cervinus DQ071729 DQO067955
Pluteus petasatus AF042611

Pluteus romelli AY634279 AY862187
Volvariella gloiocephala AY745710 DQ447945

Fig. 5. Mapa de la distribucién de las ejemplares incluidos en este estudio. Los puntos rojos indican los

lugares donde fueron recolectados.
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Andlisis filogenético
A continuacion se presenta una breve descripcién de los arboles obtenidos a partir de cada

matriz.

I. Inferencia filogenética de RPB1

Maxima parsimonia (MP)

Este andlisis generé 161 arboles igualmente parsimoniosos (L = 976, Cl excluyendo caracteres
no informativos = 0.5337, HI excluyendo caracteres no informativos = 0.4663, RI = 0.8054, RC
= 0.4572); 426 caracteres fueron constantes y 352 fueron variables, de los cuales 290 fueron

parsimoniosamente informativos (Anexo 2).

Maxima verosimilitud (MV)

El modelo sugerido por jModelTest bajo el criterio AIC fue el TN+I+G (Tabla 5). El valor de
verosimilitud del arbol obtenido después de optimizar los parametros del modelo y el largo de
ramas fue de —InL = 5229.45785 (Anexo 2).

Analisis Bayesiano (AB)
En la comparacion de las diferentes estrategias de particion la que se encontré favorecida por
medio del factor Bayes fue la P4, en la que se consideraron cuatro particiones (Tabla 2). Los
modelos de sustitucion nucleotidica que se ajustaron a cada una de las particiones se
encuentran en la Tabla 5. A pesar de los diferentes pardmetros estimados en las distintas
estrategias, las topologias obtenidas no variaron; las diferencias se observaron en las
probabilidades posteriores de algunos clados (Anexo 3).

Se descartaron tres millones de generaciones en el burn-in, que fue el tiempo en que
ambas corridas alcanzaron la fase estacionaria. El arbol consenso de mayoria del 50% se

obtuvo a partir de los ultimos 7 000 arboles de cada corrida (Anexo 2).

Comparacion de los tres métodos (MP, MV y AB)

Las topologias obtenidas con los tres criterios utilizados presentan so6lo algunas pequefas
diferencias; por ejemplo M. cognata segun el criterio de MP se agrupa con los taxa
pertenecientes al grupo M. melaleuca, los cuales carecen de cistidios, mientras que en MV y
AB se agrupan con los taxa con cistidios. Tomando en cuenta el valor de bootstrap en el

analisis de MP se considera que no es una incongruencia significativa.
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En los tres analisis (MP, MV, AB) se apoya fuertemente la monofilia del grupo interno
(Fig. 6). Se separa un clado que contiene las especies con cistidios (clado A), que a su vez se
divide en dos subclados (Al y A2). El subclado Al contiene especies con cistidios urticoides y
fusiformes/lageniformes, dentro del cual se puede observar que las especies con cistidios
fusiformes/lageniformes forman un grupo monofilético (B), que tiene como grupo hermano al
clado que contiene a M. verrucipes y M. exscissa. El clado A2 esta formado por taxa que
presentan Unicamente cistidios urticoides, aunque el soporte de este clado no es significativo.

Con los métodos de MV y MP, los taxa que carecen de cistidios forman un grupo
monofilético, pero con un soporte muy bajo, mientras que con el método de AB se encuentran
como grupo no monofilético, por lo que se considera que las relaciones entre estos taxa no se

resuelven con estos datos.

Fig. 6. Arbol consenso de mayoria del 50% obtenido del analisis Bayesiano de RPB1. Los valores de
probabilidades posteriores 20.95 se indican arriba de las ramas, seguidos de los valores de bootstrap
=70 obtenidos del analisis de maxima verosimilitud. Los valores de bootstrap 270 del andlisis de maxima
parsimonia se indican debajo de las ramas. Los asteriscos (#) indican el pais donde fueron recolectados

los ejemplares (- Argentina, % Austria, * Escocia, # Estados Unidos de América, * México, * Suecia).
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Il. Inferencia filogenética de los genes ribosomales (ITS+nLSU)

Maxima parsimonia (MP)

En este analisis se produjeron 148 arboles igualmente parsimoniosos (L = 721, Cl excluyendo
caracteres no informativos = 0.4875, HI excluyendo caracteres no informativos = 0.4125, Rl =
0.8753, RC = 0.5014); 1735 caracteres fueron constantes, 336 fueron variables, de los cuales

s6lo 222 fueron parsimoniosamente informativos (Anexo 2).

Maxima verosimilitud (MV)

El modelo sugerido por jModelTest bajo el criterio AIC fue el TPM1+I+G (Tabla 5). El valor de
verosimilitud del arbol obtenido después de optimizar los parametros del modelo y el largo de
ramas fue de —InL = 6714.05802 (Anexo 2).

Analisis Bayesiano (AB)
En la comparacién de las diferentes estrategias de particion, la que se encontr6 favorecida por
medio del factor Bayes fue la P3, en la que se consideraron tres particiones (Tabla 2). Los
modelos de sustitucién nucleotidica que se ajustaron a cada una de las particiones se muestran
en la Tabla 5. Entre los tres arboles obtenidos mediante las estrategias de particion las
diferencias fueron pocas, como la posicion de los clados Melanoleuca sp. 10 y M. stridula. En
los tres casos se mantienen los taxa con cistidios lageniformes como un grupo monofilético y
los taxa sin cistidios como clados basales (Anexo 3).

El burn-in fue de un millén de generaciones, que fue el tiempo en que las dos corridas
alcanzaron la fase estacionaria. El arbol consenso de 50% mayoria se llevé a cabo con los

ultimos 9 000 arboles de cada corrida.

Comparacion de los tres métodos (MP, MV y AB)

En los tres analisis (MP, MV y AB) se recupera el grupo interno como monofilético con soportes
elevados (Fig. 7), también se observa un clado monofilético (B) conformado por los ejemplares
gue presentan cistidios fusiformes/lageniformes, que tienen como grupo hermano a un ejemplar
gue se caracteriza por tener un basidioma pequefio y por presentar queilocistidios urticoides
apenas visibles. A pesar de que los arboles obtenidos por cada uno de los métodos muestran
ciertas diferencias, éstas no se consideraron significativas, ya que los soportes no son
elevados. La mayor parte de los nodos terminales se encuentran resueltos y con soportes altos;

sin embargo, los nodos internos no cuentan con soportes significativos, por lo que las
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relaciones entre los diferentes grupos de especies no se aclaran por completo. Uno de los
aspectos que se encuentran mas claros es la monofilia del clado B; también se observa en los
arboles obtenidos por los tres métodos de analisis (Anexo 2) que las especies carentes de
ciestidios que pertenecen al grupo M. melaleuca son basales, asi como M. cognata, una
especie con cistidios lageniformes, y que las relaciones entre estas especies no se encuentran

resueltas.

Fig. 7. Arbol consenso de mayoria del 50% obtenido del analisis Bayesiano de los genes ribosomales
(ITS+nLSU). Los valores de probabilidades posteriores =0.95 se indican arriba de las ramas, seguidos de
los valores de bootstrap =270 obtenidos del andlisis de maxima verosimilitud. Los valores de bootstrap
270 del analisis de maxima parsimonia se indican debajo de las ramas. Los asteriscos () indican el pais
donde fueron recolectados los ejemplares (* Alemania,  Argentina, * Austria, = Canada, % Escocia,

* Estados Unidos de América, * México, = Polonia, * Suecia. * Suiza).
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lll. Inferencia filogenética de las tres regiones combinadas (ITS+nLSU+RPB1)

Maxima parsimonia

Este analisis gener6 433 arboles igualmente parsimoniosos (L = 1782, Cl excluyendo
caracteres no informativos = 0.4877, HI excluyendo caracteres no informativos = 0.5123, Rl =
0.8243, RC = 0.4473); 2161 caracteres fueron constantes, 688 fueron variables, de los cuales

Unicamente 512 fueron parsimoniosamente informativos (Anexo 2).

Méxima verosimilitud

El modelo sugerido por jModelTest bajo el criterio AIC fue el TN+I+G (Tabla 5). El valor de
verosimilitud del arbol obtenido después de optimizar los parametros del modelo y el largo de
ramas fue de —InL = 12200.32763 (Anexo 2).

Analisis Bayesiano
En la comparacién de las diferentes estrategias de particién, la que resulté favorecida por el
factor Bayes fue la p9, en la que se consideraron siete particiones (Tabla 2); sin embargo, esta
estrategia se descartd cuando se observo que después de 13 millones de generaciones las
corridas no convergieron, lo que pudo deberse a la sobre-parametrizacion de los datos. Por lo
gue se consideré como mejor estrategia la P8, en la que se incluyeron seis particiones (Tabla
2) y fue la siguiente favorecida por el factor Bayes. Los modelos de sustitucién nucleotidica que
se ajustaron a cada una de las particiones se muestran en la Tabla 5. Las topologias obtenidas
a partir de cada estrategia no tuvieron muchas variaciones entre ellas; Unicamente se
observaron unas pequefas diferencias en los valores de las probabilidades posteriores (Anexo
3).

Se descartaron un millon de generaciones en el burn-in, que fue el tiempo en que
ambas corridas alcanzaron la fase estacionaria. El arbol consenso de mayoria del 50% se

obtuvo a partir de los altimos 9 000 arboles de cada corrida.

Comparacion de los tres métodos (MP, MV y AB)

Los arboles obtenidos por los tres métodos (Anexo 2) apoyan la monofilia del grupo interno. En
el arbol generado por MP se muestran pequefias diferencias con respecto a los arboles
generados por MV y AB, como la presencia de un tercer clado (basal) compuesto por especies
carentes de cistidios, en el que ademas se incluye a M. cognata, mientras que en los arboles

generados por MV y AB las relaciones entre estos taxa permanecen inciertas pero mantienen
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una posicién basal, como en el caso de MP; sin embargo, no son diferencias que se consideren
significativas pues el soporte de este clado, asi como el de otros que se encuentran en
posiciones distintas, no estan soportadas con valores de bootstrap o probabilidades posteriores
significativos (Anexo 2).

El analisis de los tres genes concatenados muestra a las especies con cistidios (excepto
M. cognata) como un grupo monofilético, que se divide en dos clados (Al y A2), el primero
integrado por especies con cistidios de los dos tipos y el segundo con cistidios urticoides. El
clado A2 se separa en dos subclados (C y D); el primero conformado por especies de Estados
Unidos de América y Europa y el segundo formado por especies exclusivamente mexicanas

(Fig. 8). Las especies que carecen de cistidios se observan como clados basales no resueltos.

Fig. 8. Arbol consenso de mayoria del 50% obtenido del andlisis Bayesiano de las regiones
ITS+nLSU+RPB1. Los valores de probabilidades posteriores 20.95 se indican arriba de las ramas,
seguidos de los valores de bootstrap =70 obtenidos a partir del analisis de maxima verosimilitud. Los
valores de bootstrap = 70 del andlisis de méaxima parsimonia se indican debajo de las ramas. Los
asteriscos () indican el pais donde fueron recolectados los ejemplares (¢ Alemania,  Argentina,

* Austria, *+ Canadd, * Escocia, * Estados Unidos de América, * México,  Polonia, # Suecia, * Suiza).
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Reconstruccién de estados ancestrales

Se sugiere que el estado ancestral de Melanoleuca con respecto a los cistidios es su ausencia
y por lo tanto la presencia de dichas estructuras es un caracter derivado, que se ha conservado
en varios linajes. Los cistidios urticoides se presentaron una vez y después se originaron los
cistidios fusiformes/lageniformes; en el caso de estos Ultimos pudo haber dos eventos
independientes; uno que se presentd en M. cognata, una especie conocida por presentar
cistidios prominentes y otro que se presentd en el subclado B, en el que se encuentran
especies de distintas partes del mundo y que se caracterizan por presentar cistidios
fusiformes/lageniformes (Fig. 9). Sin embargo se debe tener en cuenta que la posicion de M.
cognata como un grupo basal todavia es incierta, ya que no se encuentra apoyada con
soportes significativos, por lo que no se puede decir con certeza que esta sea la forma en que
evolucionaron los cistidios con respecto a este clado.

Este caracter parece tener mucho potencial taxondmico para la delimitacién morfolégica
de las especies de Melanoleuca y aunque no se conoce con seguridad la funcion que
desempefian estas estructuras, se encuentran en una gran cantidad de grupos de Agaricales
en los que también tienen importancia taxondémica (ej. Pluteus, Inocybe, Crepidotus,
Hohenbuehelia, Stropharia, entre otros; Hesler y Smith, 1965; Singer 1978; Kuyper, 1986b;
Thorn y Barron, 1986; Nishida, 1989; Noordeloos, 1999; Aime et al., 2005).

Fig. 9. Reconstruccion de estados ancestrales (cistidios: ausencia-presencia-forma), obtenido por el
método de maxima verosimilitud, a partir del arbol consenso de mayoria del 50%, generado por medio

del analisis Bayesiano.
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5.2. Contribucion al conocimiento de Melanoleuca en México

A continuacion se presenta la seccién enfocada a las especies mexicanas de Melanoleuca.

Los ejemplares mexicanos incluidos en este estudio se distribuyen principalmente en el
centro del pais, en los estados de México, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Querétaro, Michoacan,
Tlaxcala y Veracruz (Fig. 10), en bosques de coniferas, bosques mesofilos de montafia y
pastizales.

Se encontraron ocho especies, de las cuales siete parecen ser nuevas para la ciencia.
La mayor parte de los taxa mexicanos, aunque presentan morfologia similar a las especies
europeas, son especies filogenéticamente distintas, lo cual demuestra que la mayoria de los
nombres europeos utilizados antes de este trabajo para ejemplares mexicanos son
inapropiados (Tabla 6), tal como ha ocurrido con otros Agaricales de América (Lim et al., 2003;
Vellinga et al., 2003; Hughes et al., 2007).

Fig. 10. Mapa de la distribucion de los ejemplares mexicanos de Melanoleuca.
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Tabla 6. Nombres utilizados para ejemplares mexicanos antes de este trabajo.

Nombres previos Nombres actuales (provisionales)
M. aff. cavipes M. aff. cavipes

M. brevipes Melanoleuca sp. 2

M. cognata M. cognata

M. exscissa M. aff. exscissa, Melanoleuca sp. 2
M. graminicola, M. melaleuca, M. vulgaris  Grupo M. melaleuca

M. grammopodia Melanoleuca sp. 3

M. polioleuca a veces mal determinado M. aff. polioleuca

como M. melaleuca

M. strictipes No se obtuvieron secuencias

M. yucatanensis No se obtuvieron secuencias

Clave para las especies de Melanoleuca que se distribuyen en México

1a. No presenta CiStidiOS ......uvueiiiiiiiiii i Grupo M. melaleuca
1D. PreSENTA CISTIHIOS .....uuuutiuuiiitiiiiiiititiiiitbiebebebebe bbbttt et e e st e e e e e s e e e e et e ee e et e e e et e e eeeeeeeeeeeeeeeeees 2
28, CiStidIOS UMICOIARS ... enebnnbbnaes 3
2b. Cistidios lageniformes 0 fuSIfOrMES ........coovviiiiiiiii e e e e eaaes 8
3a. Queilocistidios presentes y pleurocCistidios aUSENTES..........cccvvieeviiiii i 4
3b. Queilo- y pleurocistidios presentes, aunque los pleurocistidios son escasos*...........ccccvveeen. 6

4a. Basidios monosporicos, bisporicos y tetrasporicos. Pileo de color café beige claro, liso,
umbonado a ligeramente deprimido. Estipite central o excéntrico, liso a estriado....................
«iee......Melanoleucasp. 1

4b. Basidios Unicamente tetraSPOIICOS ......uuuuuii i i e e e ei et e e e e et e e e e e e e e e e e e e ea e eees 5

5a. Pileo de aproximadamente 30 mm de didmetro, liso o color moreno gris. LAminas con
bordes lisos 0 aserrados. En bosques de PiNOS ........ccoevvvvvviiiiiiiieeeeeeeciiinn. Melanoleuca sp. 5
5b. Pileo de 50-80 mm de didmetro, convexo a plano convexo de color café-amarillento.

Laminas con borde liso. En bosque mesdéfilo de montafia .........ccccoooeeeeveeennes Melanoleuca sp. 3
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6a. En selva mediana subperennifolia. Pileo de 15 a 35 mm de diametro, convexo a plano
subconcavo, glabro, seco, de color café-grisaceo. Estipite de 20-40 x 1-2 mm. Cistidios con un
SEPLO transSVersal MEAIO.......oui i e e e e M. yucatanensis

6b. EN boSQUES A€ CONITEIAS ......cccoiiiiee e eaneannes 7

7a. Pileo de 65 a 100 mm de diametro. Cistidios generalmente con un septo transversal. En
bosques de CONITEIAS ......coooe e Melanoleuca sp. 2
7b. Pileo de 12 a 55 mm de diametro. Cistidios generalmente con un septo transversal. En

bosqUES de CONITEIAS ....ccooiii e M. aff. exscissa

8a. Laminas con tonos rosaceos y se tornan mas obscuras, hasta ocraceas en ejemplares
= o 11 o = M. cognata

o] o O I= T [T F= R o] F= U T [0 L= o] o T 9

9a. Pileo de 35 a 50 mm de didmetro, plano-convexo a plano, de color gris claro. Cistidios
fusiformes y lageniformes. Caulocistidios nunca con un septo transversal, distribuidos
uniformemente. En bosque mesoéfilo de montafia ............coovvieeiiiiiceiieiccien e, M. aff. cavipes
9b. Pileo de 28 a 160 mm de diametro, plano-convexo y en algunas ocasiones con un pequefio
umbo, de color café oscuro a café claro. Cistidios en su mayoria fusiformes, algunos son
lageniformes. Caulocistidios a veces con septo transversal y se encuentran formando pequefios

grupos de 10 a 30 cistidios aproximadamente. En bosques de coniferas ........ M. aff. polioleuca
*Los pleurocistidios urticoides a veces son dificiles de observar, por lo que se recomienda

realizar cortes muy delgados y hacer varias preparaciones, para saber con certeza si estas

estructuras estan o no presentes.
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Descripcion de las especies mexicanas de Melanoleuca
A continuacion se presenta una breve descripcién de cada una de las especies de Melanoleuca

que se encuentran en México.

Melanoleuca aff. cavipes

Pileo de 35-50 mm de diametro, de plano-convexo a plano, margen recto, de color café-
grisaceo (5C3), aclarandose hacia el margen, superficie lisa y humeda. Laminas sinuadas,
muy juntas, anchas, blancas, borde liso. Estipite 40 x 3 mm, cilindrico, sélido, de color café-
grisaceo (5C3), mas claro hacia el apice, con estrias longitudinales, carnoso-fibroso. Contexto
de color café grisaceo, cambia a color café-chocolate al maltratarse. En bosque mesdéfilo de

montafa.

Esporas de 7-8 x 4-5 uym, Q = 1.4-2, elipsoides a oblongas, con ornamentaciones en forma de
verrugas aisladas, amiloides, hialinas. Basidios de (20.6-)23-31(-33) x 8(-10) um, tetraspdricos
clavados. Queilocistidios de (41-)49-64(-59.1) x (8-)10-13(-12.8) y m, fusiformes vy

lageniformes, con cristales en el apice. Pleurocistidios similares a los queilocistidios.

Melanoleuca aff. exscissa

Pileo de 12 a 55 mm de diametro, convexo a plano-convexo, ligeramente deprimido en el
centro, margen incurvado, de color café-amarillento a café oscuro (5E5, 5E4), superficie lisa y
seca. Laminas adheridas a decurrentes, juntas a muy juntas, blanquecinas (4A2, 4B3), borde
liso. Estipite de 30-60 x 3-7 mm, cilindrico con base ligeramente clavada, sélido, de color café-
amarillento, cubierto de estrias longitudinales muy finas, fibroso. Contexto concolor a la
superficie del pileo, pero en el centro es blanco. Olor agradable, aromatico. Sabor a hierba.

En bosques de Quercus y Abies-Juniperus

Esporas de 7-9 x 4-5 ym, Q = 1.4-1.8, elipsoides, con ornamentaciones en forma de verrugas,
amiloides, hialinas. Basidios de 20.6-36 x 7.7-10 ym, tetraspéricos clavados. Queilocistidios
de (38.5-)41-56.5 x 7.7-10 uym, urticoides, algunos con un septo transversal. Pleurocistidios

similares a los queilocistidios pero muy escasos y en ocasiones no se observan facilmente.

Melanoleuca aff. polioleuca
Pileo de 28-160 mm, plano-convexo a plano, en algunas ocasiones umbonado, margen

decurvado, en el centro de color café (5D5, 5E5, 5F5-8, 6E6, 5F4-6) aclarandose hacia el
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margen a color café-rojizo a amarillo (4C5, 5C3-5, 5D3-7, 5E4-6, 6D4), superficie lisa, himeda,
glabra, higréfana o no. Laminas libres, sinuadas, uncinadas, subadheridas a adheridas, juntas
a muy juntas, blancas a amarillentas (1-4A2). Estipite 40-170 x 4-12(-18) mm, cilindrico,
generalmente ensanchandose un poco hacia la base, sélido, blanco a amarillo palido (4A2-B4,
5D4-E4), con fibrillas longitudinales de color amarillo oscuro a café (4C4, 5C2-3, 5D4-E4),
carnoso-fibroso. Contexto blanco, color café beige, o anaranjado-grisaceo (4A2, 5C2, 6B3).
Olor dulce, inapreciable y a veces agradable. Sabor farinaceo, amargo, a veces inapreciable.

En bosques de Abies, Abies-Pinus, Pinus-Quercus y Abies-Juniperus.

Esporas de 6-9(-10) x 4-5(-6) y m, Q = (1.2-)1.4-1.8 (-2), elipsoides a oblongas, con
ornamentaciones en forma verrugas aisladas, amiloides, hialinas. Basidios de (18-)21-31(-39)
x (5-)8(-10) um, tetraspéricos, clavados. Queilocistidios de (26-)51-77(-90) x 8-18(-21) um,
fusiformes y algunos lageniformes, en general presentan cristales en el 4pice. Pleurocistidios

similares a los queilocistidios.

Melanoleuca cognata (Fr.) Konrad & Maubl.

Pileo de 42-56 mm de didmetro, plano convexo con un pequefio umbo en el centro, color
amarillo mostaza (4B5), superficie higréfana y lisa. LAminas sinuadas, subadheridas o libres,
juntas, blanquecinas con tonos rosaceos, se oscurecen en ejemplares maduros. Estipite de
50-160 x 5-14 mm, cilindrico, sélido, de color blanco a amarillo champagne (4B4), con estrias
longitudinales de color amarillo rubio (4C4), fibroso-carnoso. Contexto blanquecino a amarillo
champagne (4A2, 4B4). Olor dulce. Sabor insipido a agradable. En bosques de Pinus-

Quercus.

Esporas de 7-9 x 4-5 ym, Q = 1.4-1.6(-2), elipsoides a oblongas, generalmente oblongas, con
ornamentaciones en forma de verrugas, amiloides, hialinas. Basidios de 20.5-30 (-33.5) x 7.5
(-10) y m, tetraspéricos, clavados. Queilocistidios de 51.5-64(-77.5) x 10-13(-20) y m,
lageniformes, algunos fusiformes con cristales en el apice. Pleurocistidios similares a los

gueilocistidios.

Melanoleuca sp. 1
Pileo de 10 a 50 mm de diametro, plano, umbonado a ligeramente deprimido, de color gris-café

claro, superficie lisa y seca. Laminas sinuadas, juntas, blanquecinas. Estipite central o
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excéntrico, uniforme y en algunos casos mas ancho hacia el apice, soélido, liso a estriado,
blanquecino o concolor con el pileo, carnoso-esponjoso. Contexto blanquecino. Olor fangico,

mas o menos agradable. Gregario en pastizal a la orilla de un camino.

Esporas de 8-10 x 5-6 ym, Q = 1.3-1.8, elipsoides a oblongas, con ornamentaciones en forma
de verrugas, amiloides, hialinas. Basidios de (28-)33.5-43.7 x 7.7-10 um, tetraspdricos, aunque
también se observan mono y bisporicos, clavados. Queilocistidios urticoides, muy dificiles de

observar. Pleurocistidios ausentes.

Melanoleuca sp. 2

Pileo de 65 a 10 mm de diametro, plano-convexo a plano, margen ondulado, de color amarillo-
café claro, en algunas areas con tonos mas oscuros, superficie higrofana y lisa,. Laminas
subadheridas, algunas decurrentes, juntas, blanquecinas. Estipite central, clavado, sdélido, liso,

concolor al pileo, fibroso. Olor fungico. Gregario en bosques de Pinus-Quercus.

Esporas de (6-)7-8 x 5(-6) ym, Q = 1.3-1.6, elipsoides, con ornamentaciones en forma de
verrugas, amiloides, hialinas. Basidios de (23-)25.7-30.8(33.4) x 7.7 y m, tetrasporicos,
clavados. Queilocistidios de (33.4-)36-43.6(-49) x (5-)7.7 um, urticoides con un septo
transversal y cristales en el apice. Pleurocistidios escasos, dificiles de observar, similares a

los queilocistidios.

Melanoleuca sp. 3

Pileo de 50-82 mm de diametro, convexo con un pequefio umbo a plano-convexo, color
anaranjado-café (5C3) a café oscuro (6F7, 6E6), superficie radialmente fibrilosa. Laminas
sinuadas, juntas, blanquecinas (4A2). Estipite de 70-105 x 4-9 mm, cilindrico a clavado, sélido,
color anaranjado-café (6C4), estriado longitudinalmente, fibroso-carnoso. Contexto
blanquecino (4A2). Olor inapreciable. Sabor desagradable, amargo. En bosque mesdéfilo de

montafia.

Esporas de 7-9 x 4-5 ym, Q = 1.4- 1.8 (-2.2), elipsoides a oblongas, por lo general oblongas
con ornamentaciones en forma de verrugas aisladas, algunas son alargadas y otras redondas,
amiloides, hialinas. Basidios de (28-)33.5-39(-41) x 7.5-10.5 y m, tetraspdricos, clavados.
Queilocistidios de 51-69 x 8-10 ym, urticoides, con cristales en el apice. Pleurocistidios

ausentes.
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Melanoleuca sp. 5
Pileo liso, de color moreno gris, superficie lisa. LaAminas sinuadas, juntas, blancas. Estipite

cilindrico, algo bulboso, concolor al pileo. En bosque de Pinus.

Esporas de (6-)7-8 x 4-5um, Q = (1.2-)1.4-1.75, amiloides, ornamentadas, elipsoides a
oblongas. Basidios de 28-37.5 x 7.7-10 um, tetrasporicos, clavados. Queilocistidios de 48-51
X 3-4u m, urticoides, algunos con un septo transversal, muy dificiles de observar.

Pleurocistidios no observados.

Melanoleuca yucatanensis Guzman & Bon

Pileo de 15-35 mm de didmetro, convexo a un poco plano o subcéncavo, de color café
grisaceo, superficie seca y glabra. LA&minas subadnadas, juntas, blancas o blanquecinas a
amarillentas. Estipite de 20-40 x 1-2 mm, blanco a blanquecino, glabro. Contexto blanquecino.

Olor inapreciable. En bosque tropical subperennifolio.

Esporas de (5.2-)6-7 x 4.5-6(-6.7) um, globosas o subelipsoides, con ornamentacioes en forma
de verrugas, amiloides, hialinas. Basidios de 16.5-28.5 x 9-10.5 ym, tetrasporicos, clavados.
Queilocistidios de 31.5-55.5 x 4.5-9 ym, urticoides, con un septo transversal en medio y
cristales en el apice. Pleurocistidios similares a los queilocistidios pero sin cristales en el

apice.

Grupo M. melaleuca

Pileo de 28-56 mm, plano-convexo a plano, ligeramente umbonado, centro color café oscuro
(6F4-6, 5E4-5) a café claro (5D4) y en el margen café claro (5D4-6) a café oscuro (6E4),
margen levantado, superficie lisa, seca o himeda, en algunos casos es higr6fana. Laminas
adheridas o emarginadas, de juntas a muy juntas, blanquecinas a marfil (4A2, 4B3). Estipite de
28-93 x 3-7 mm, cilindrico, algunas veces ensanchado hacia la base, blanquecino (4A2) a color
café claro (5B3, 5D4), con estrias longitudianales de color café (6E4), carnoso-fibroso.
Contexto blanco. Olor inapreciable a agradable dulce. Sabor en ocasiones flingico. En

bosques de Abies-Juniperus o Abies-Pinus.
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Esporas de 6-8(-9) x 4-6 ym, Q = 1.2-1.4(-1.8), elipsoides con ornamentaciones en forma de
verrugas aisladas, amiloides, hialinas. Basidios de (20-)30-39 x 8-10 y m, tetraspdéricos,

clavados. Cistidios ausentes.

Nota: se considera el concepto de M. melaleuca sensu Kihner (1978).
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6. DISCUSION
Monofilia de Melanoleuca
En todos los analisis se recupera el género Melanoleuca como monofilético, con soportes muy
altos. Por otro lado, la inclusion de este grupo dentro del clado Pluteoide y la relacion con el
género Pluteus se confirma, tal como se habia planteado en trabajos anteriores (Moncalvo et
al., 2002; Matheny et al., 2006; Garnica et al., 2007), en los que tanto la monofilia como la
posiciéon filogenética dentro de los Agaricales no se encontraba clara. A pesar de que
Melanoleuca se agrupaba con Pluteus y Volvariella, el soporte no era muy alto, lo que pudo
deberse al tamafio de la muestra, ya que al ser trabajos donde se incluye una gran cantidad de
grupos de Agaricales, los representantes de cada uno de los géneros son pocos.
Tradicionalmente Melanoleuca se ubicaba dentro de la familia Tricholomataceae, por
caracteres como el color de la esporada, hébito y tipo de esporas (Arora, 1986; Singer, 1986;
Breitenbach y Kranzlin, 1991; Watling y Turnbull, 1998); actualmente se sabe que esta familia
es polifilética (Moncalvo et al., 2000; 2002; Matheny et al., 2006; Garnica et al., 2007); teniendo
representantes de varios clados, entre ellos el clado Pluteoide en el que se encuentran géneros

que al igual que Melanoleuca son saprétrofos y tienen especies que presentan cistidios.

Relaciones filogenéticas dentro de Melanoleuca

El andlisis obtenido a partir de la combinacién de los tres genes estudiados muestra un clado
fuertemente apoyado, que contiene a la mayoria de las especies con cistidios (clado A). Este
se divide en dos clados (Al y A2). El clado Al esta conformado por la mayor parte de las
especies con cistidios fusiformes/lageniformes y algunas especies con cistidios urticoides.
Dentro de este clado se observa un subclado compuesto por M. aff. polioleuca, otro integrado
por M. polioleuca, M. arcuata, M. cinereifolia y M. aff. cavipes. Estas dos Ultimas se encontraron
agrupadas en algunos arboles dentro de un solo clado (Anexo 2); sin embargo, las diferencias
en la forma de los cistidios y el tipo de vegetacion en que se encuentran no sugiere
conespecificidad de estos taxa. Melanoleuca cinereifolia es una especie que se distribuye en
dunas costeras entre la planta perenne Ammophila arenaria, mientras que M. aff. cavipes se
encuentra en bosques mesoéfilos de montafia. El siguiente subclado incluye a M. strictipes y M.
alboflavida, taxa caracteristicos por el color blanquecino del basidioma y los cistidios fusiformes
casi subcilindricos. Como grupo hermano de este clado se encuentra un ejemplar de Argentina
que presenta cistidios fusiformes/lageniformes prominentes. En el clado B también se observan

otros dos taxa denominados Melanoleuca sp. 6 y Melanoleuca sp. 7, los cuales se distribuyen
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en Estados Unidos de América y como el resto de los taxa presentan cistidios
fusiformes/lageniformes facilmente visibles. Como grupo hermano se encuentra Melanoleuca
sp. 5, un taxén de México que presenta queilocistidios urticoides apenas visibles.

Melanoleuca exscissa y M. verrucipes parecen estar fuertemente relacionadas; ambas
presentan cistidios urticoides, en algunos casos septados. Melanoleuca exscissa tiene un
basidioma de color café y M. verrucipes tiene un basidioma blanquecino y presenta
proyecciones en el estipite que parecen verrugas de color café. Esta Ultima es facilmente
reconocible y hasta hace algunos afios sélo se conocia su distribuciéon en Europa; sin embargo,
recientemente se encontrd en el oeste de Estados Unidos de América (Matheny y Vellinga,
2009). Cercano a este grupo se encuentra M. aff. exscissa, un clado compuesto por ejemplares
mexicanos que presentan caracteristicas morfolégicas similares a M. exscissa.

En el clado A2, se encuentran Unicamente taxa con cistidios urticoides y se divide en
dos subclados (C y D), el primero compuesto por ejemplares de Estados Unidos de América y
Europa, y el segundo integrado por taxa exclusivamente mexicanos, que corresponden a
especies no descritas. Finalmente, en la parte basal se encuentran los taxa carentes de
cistidios y M. cognata que es una especie con cistidios lageniformes. En el caso de los taxa sin
cistidios se consideraron parte del grupo M. melaleuca, tomando en cuenta el concepto
propuesto por Kiihner (1978), en el que consider6 que esta especie no presenta cistidios.

En cuanto al tipo de cistidios por su posicién (queilo- y pleurocistidios) no parecen tener
sefal filogenética pues en los grandes grupos que se separaron hay clados tanto con queilo y
pleurocistidios, asi como algunos que sélo presentan queilocistidios; sin embargo, estos

caracteres si son (tiles para la delimitacion de especies.

Delimitacion de especies de Melanoleuca

Se encontraron pocos caracteres morfolégicos que pueden ayudar a delimitar las especies; sin
embargo, se observé que en algunos casos la distribucion geografica y/o ecolégica permite
dicha delimitacion. En el presente trabajo se reconocen 25 especies y el denominado grupo M.

melaleuca; los cuales se discuten a continuacion:

Grupo M. melaleuca

Como ya se menciond, este grupo esta compuesto por taxa carentes de cistidios. Melanoleuca
melaleuca (Pers.) Murrill, es una de las especies con mayor controversia, pues algunos autores
consideran que es una especie que posee cistidios fusiformes y lageniformes (Gillman y Miller,

1977; Pegler, 1977; Bon, 1991; Fontenla et al., 2003), mientras otros la tratan como una
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especie carente de cistidios (Kuhner, 1978; Watling y Turnbull, 1998; Boekhout, 1999; Horak,
2005; Vesterholt, 2008). Esta confusion se debe a que no existe el tipo y en la descripcion
original no se mencionan caracteres micromorfoldgicos, por lo que no se puede saber con
seguridad si esta es una especie con o sin cistidios. En 1887, cuando Patouillard describi6 el
género Melanoleuca, basd su descripcion en Agaricus melaleucus Pers., que denomind M.
vulgaris Pat. Murrill (1911) renombré a esta especie M. melaleuca, dando una descripcién mas
detallada que la original, pero basandose en ejemplares colectados en Estados Unidos de
América; en dicha descripcién tampoco mencioné la presencia o ausencia de cistidios.

En 1953 Kuhner y Romagnesi en su trabajo titulado Flore analytigue de champignons
supérieurs, consideran a M. melaleuca como una especie con cistidios prominentes.
Posteriormente Kihner (1978) en su obra Agaricales de la zone alpine. Genre Melanoleuca
Pat., cambid su opinion y consider6 a M. melaleuca como una especie carente de cistidios,
argumentando que los ejemplares colectados y descritos en esta publicacién son muy similares
a la ilustracién que Fries presentd en su obra Icones selectae Hymenomycetum nondum
delineatorum como el tipico A. melaleucus. A partir de esta publicacion este concepto ha sido el
mas aceptado por la comunidad micologica, aunque algunos micélogos siguen considerando a
M. melaleuca como una especie con cistidios (Bon, 1991; Fontenla et al., 2003).

Se han descrito alrededor de 12 especies de Melanoleuca sin cistidios (Bon, 1991,
Gillman y Miller, 1977); sin embargo, las descripciones no son detalladas y carecen de
informacién importante, por lo que en estos casos es necesario comparar los materiales con los
ejemplares tipo para poder saber con certeza de que especie se trata. Para no generar mayor
confusion taxondémica, se decidié considerar por el momento a estos ejemplares como parte del
grupo M. melaleuca, hasta poder compararlos con los ejemplares tipo.

Aungue los estudios filogenéticos muestran que es muy probable que existan varias
especies dentro de este grupo, no se encontraron caracteres morfolégicos, ecoldgicos o

geograficos que permitan delimitarlas.

Melanoleuca aff. cavipes

Se agruparon aqui ejemplares mexicanos similares a M. cavipes, que se caracterizan por tener
un pileo pequefio (30-50 mm) plano, liso, de color claro (gris-beige), y micromorfolégicamente
por tener cistidios fusiformes. Aunque estos caracteres concuerdan con los ejemplares
estudiados, el tamafio de las esporas difiere, ya que M. cavipes tiene esporas de 8-9 x 5-6 um

mientras en estos ejemplares las esporas son mas pequefias (7-8 x 4-5 ym). Ademas estos
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especimenes fueron recolectados en bosques mesoéfilos de montafia de los estados de Jalisco

y Guerrero, mientras que M. cavipes se distribuye en bosques de coniferas de Europa.

Melanoleuca aff. exscissa

Cinco ejemplares mexicanos recolectados en el Estado de México, Michoacan y Tlaxcala,
presentan caracteristicas macro y micromorfolégicas similares a las de M. exscissa; sin
embargo, estos especimenes se agrupan en un clado distinto con un fuerte soporte. El tipo de
vegetacion en donde se encuentran los integrantes de ambos clados también es similar, ya que
se distribuyen en bosques templados. A pesar de las similitudes que estos ejemplares
comparten con M. exscissa, pueden considerarse especies distintas, por la distribucion

geografica.

Melanoleuca aff. polioleuca

En este grupo se encuentran ejemplares que presentan basidiomas de distintos tamafos, con
pileos que van desde 28 hasta 160 mm de diametro. En un principio se llegé a considerar que
dicha variacion podria indicar que se trataba de mas de una especie; sin embargo, en este
estudio se encontré que los ejemplares pertenecen a una sola especie, ya que los caracteres
micromorfolégicos que presentan cada uno de ellos son similares, asi como la distribucién y el
tipo de vegetacion en el que fueron recolectados (bosque de coniferas). Ademas los analisis
filogenéticos apoyan dicha idea. Por otro lado, se observa que a pesar de presentar
caracteristicas similares a M. polioleuca, no se trata de la misma especie, lo cual puede
explicarse por la distribucion, M. polioleuca es una especie muy comun en Europa, mientras

gue los ejemplares incluidos en el andlisis.

Melanoleuca alboflavida (Peck) Murrill

Este clado contiene tres ejemplares recolectados en Carolina del Norte y Canada. Esta especie
se reportd en el este y centro de Estados Unidos de América a altitudes que no sobrepasan los
1000 msnm. El basidioma se caracteriza por presentar un color blanquecino, ademas de queilo-
y pleurocistidios fusiformes a lageniformes con el apice redondeado, llegando a tener una
forma subcilindrica. Melanoleuca alboflavida sensu Singer corresponde a un sinénimo de M.
evenosa (Sacc.) Konrad (=Tricholoma cnista sensu Bresadola), que también es considerada
como un sinbnimo de M. strictipes sensu autores britanicos. En los arboles obtenidos se

observa que M. alboflavida se separa de M. strictipes, aunque se encuentran agrupadas en un
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mismo clado. La diferencia principal entre estas dos especies es la distribucién: M. alboflavida

es una especie que se distribuye en Norteamérica y M. strictipes en Europa.

Melanoleuca arcuata (Bull.) Singer

Esta especie se caracteriza por tener las laminas con tonos ocraceos, ademas de presentar
gueilo- y pleurocistidios en su mayoria lageniformes, aunque también se pueden observar
algunos fusiformes. Melanoleuca arcuata ha sido sujeta a numerosas interpretaciones, llegando
a ser considerada como un sinénimo de M. cognata (Bresadola, 1927; Bresinsky & Stangl,
1977) por el color de las laminas; sin embargo, los cistidios que cada una de ellas presenta son
distintos, siendo los de M. cognata fusiformes y mas alargados que los de M. arcuata. A pesar
de que estas dos especies presentan algunas caracteristicas similares, M. arcuata se agrupa
con otras especies con cistidios fusiformes/lageniformes, mientras que M. cognata se ubica en

una posicién basal.

Melanoleuca brevipes (Bull.) Pat.

Este clado esta integrado por un ejemplar de Nueva York y otro de Suecia, que se caracterizan
por tener un estipite muy corto con respecto al tamafio del pileo, micromorfolégicamente
presentan queilocistidios urticoides, en algunos casos septados, y carece de pleurocistidios.
Puede llegar a confundirse con M. grammopodia f. macrocarpa Boekhout, la cual presenta un
estipite mas pequefio que el diametro del pileo, y también carece de pleurocistidios; sin
embargo, presenta esporas un poco mas alongadas que M. brevipes y el basidioma es en

general mas grande.

Melanoleuca cinereifolia (Bon) Bon

Es una especie que se distribuye en Europa; se caracteriza por un basidioma de color gris claro
y la presencia de queilo- y pleurocistidios fusiformes, ademas de encontrarse en dunas
costeras donde crece la planta Ammophila arenaria. En este trabajo esta representada por un
ejemplar de Suecia, similar a M. aff. cavipes; sin embargo, se diferencian por el tipo de

vegetacion donde se encuentran y la distribucion geografica.

Melanoleuca cognata (Fr.) Konrad & Maubl.
Esta especie se llegé a considerar como cercana a M. arcuata, ya que esta Ultima presenta

laminas con tonos beige, mientras que M. cognata tiene ldminas con tonos rosaceos. Sin
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embargo, presentan diferencias en cuanto a los cistidios, ya que en M. cognata son
fusiformes/lageniformes mas grandes que en M. arcuata y con una terminacién aguda. En
general es una especie facil de identificar y muy comdn en Europa, los ejemplares incluidos en
este estudio se recolectaron en Escocia, Suecia y México, lo que muestra que a pesar de ser

una especie descrita para Europa también se encuentra en México.

Melanoleuca exscissa (Fr.) Singer

Este clado esta compuesto por ejemplares de Suecia y Alemania, los cuales presentan cistidios
urticoides con un septo, los queilocistidios son facilmente visibles y en algunos casos son
numerosos; sin embargo, los pleurocistidios son dificiles de observar. Se encuentran en

bosques de coniferas y pastizales.

Melanoleuca grammopodia (Bull.) Murrill

Esta especie se caracteriza por la presencia de un estipite estriado longitudinalmente y por
tener un pileo umbonado; en cuanto a los caracteres micromorfolégicos, presenta
queilocistidios urticoides, algunos de ellos septados y carece de pleurocistidios. Los ejemplares
incluidos en este estudio corresponden a las dos formas que consider6 Boekhout (1988) (f.
grammopodia y f. macrocarpa). La primera presenta un pileo de 50-150 mm de diametro,
mientras que la segunda se distingue por un pileo de 100-200(-300) mm de diametro. La forma
macrocarpa se reconocié por algunos autores como una especie distinta, la cual recibe el
nombre de M. subbrevipes Métrod (1942). En este trabajo se demuestra que la diferencia de
tamafio es simplemente una variacion de la misma especie, por lo que M. subbrevipes se

considera un sinénimo de M. grammopodia.

Melanoleuca polioleuca (Fr.) G. Moreno

Esta especie esta representada por ejemplares recolectados en Suecia y se caracteriza por
tener un pileo de color café oscuro que contrasta con el color claro del estipite; presenta queilo-
y pleurocistidios principalmente fusiformes, aunque también se pueden observar cistidios
lageniformes. Esta especie fue nombrada de manera inadecuada M. melaleuca, debido a que
algunos autores la consideran una especie con cistidios como los que se pueden observar en
ejemplares de M. polioleuca; es por esto que en la mayoria de las colecciones de hongos
(herbarios) los ejemplares de M. polioleuca se pueden encontrar bajo el nombre M. melaleuca.
Dentro de esta especie han se reconocen tres formas: f. langei Boekhout, f. fragillima (Fr.)

Boekhout y f. polioleuca con base en el tamafio del basidioma (Boekhout, 1999). Algunos
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autores reconocen que la forma langei debe ser considerada una especie diferente por tener un
umbo muy marcado y laminas decurrentes (Watling y Turnbull, 1998). Otra forma que se
considero es la f. (Fr.) Boekhout; sin embargo, actualmente se considera una especie distinta:
M. oreina Kuihner & Maire, que se caracteriza por presentar un basidioma pequefio (30-40 mm)

y unas laminas de color gris a gris-beige (Boekhout y Kuyper, 1996).

Melanoleuca strictipes (P. Karst.) Jul. Schaff

Este clado contiene dos ejemplares recolectados en Suecia, que se caracterizan por tener un
basidioma blanquecino, y queilo- y pleurocistidios fusiformes casi subcilindricos. Es similar a M.
alboflavida pero se distribuye en Europa en zonas subalpinas; es considerada un sinébnimo de

M. evenosa (ver discusion bajo M. alboflavida)

Melanoleuca stridula (Fr.) Singer

A pesar de que este es un taxén carente de cistidios y por lo tanto deberia considerarse dentro
del grupo melaleuca, se decidi6 separarlo ya que es facilmente distinguible de los otros
ejemplares sin cistidios. Presenta un basidioma pequefo, el pileo mide 2-4 cm de diametro, y
las esporas son subglobosas y notablemente mas pequefias (5-7 x 4-5 ym) que las de otras

especies de este género. Este clado esta integrado por dos ejemplares de Suecia.

Melanoleuca verrucipes (Fr.) Singer

Es una especie con basidioma blanquecino y estipite con proyecciones en forma de puntos de
color café en el apice, que presenta queilo- y pleurocistidios urticoides. Hasta hace unos afios
esta especie Unicamente se conocia en Europa; sin embargo, recientemente se recolecté en el

oeste de Estados Unidos de América (Matheny y Vellinga, 2009).

Melanoleuca sp. 1

Este clado esta conformado por dos ejemplares mexicanos, recolectados en pastizales de
Veracruz y Querétaro. Se caracterizan por tener basidiomas color claro (café-beige), el pileo
mide aproximadamente 6 cm de diametro, presentan queilocistidios urticoides, apenas visibles,
carecen de pleurocistidios y tienen basidios monospéricos, bispéricos y tetrasporicos, con
esterigmas muy largos. Aunque algunas especies de Melanoleuca presentan basidios
bispéricos no se habian reportado monosporicos, ni con esterigmas tan largos, por lo que estos

ejemplares se consideran como una especie nueva.
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Melanoleuca sp. 2

Aqui se agruparon cuatro especimenes recolectados en México, Unicamente del estado de
Jalisco, los cuales tienen queilocistidios urticoides que se pueden observar faciimente, la
mayoria presenta un septo y cristales en el apice, los pleurocistidios son similares a los
queilocistidios, pero muy escasos. Uno de los ejemplares se parece a M. brevipes, ya que el
tamafio del diametro del pileo es mayor a la longitud del estipite; sin embargo, los otros no
presentan esta caracteristica. Estos materiales también presentan similitudes con M.
grammopodia; sin embargo, esta especie no posee pleurocistidios. Otra especie similar es M.
exscissa, pero el tamafio del basidioma es menor al de los ejemplares de Jalisco, por lo que al

no encajar en ninguna otra descripcion se considera una especie nueva.

Melanoleuca sp. 3

Este ejemplar mexicano es similar a M. grammopodia, ya que presentan caracteres
macromorfolégicos similares, como un estipite estriado longitudinalmente y un pileo embonado.
En cuanto a los caracteres micromorfolégicos se caracterizan por la presencia de
queilocisitidios urticoides y la ausencia de pleurocistidios. La diferencia que tiene este ejemplar
con respecto a M. grammopodia es en el tamafio de los cistidios, los cuales miden 51-90 x 7.5-
10 um en este espécimen, mientras que los de M. grammopodia son mas pequefios (25-50 x 5-
10 uym). Otra diferencia es el tipo de vegetacion en que se encuentran, M. grammopodia en
bosques templados mientras que este ejemplar fue recolectado en bosque mesdfilo de

montafa del estado de Guerrero.

Melanoleuca sp. 4

Este clado esta integrado por dos ejemplares recolectados en Florida, que presentan queilo- y
pleurocistidios urticoides, con un basidioma de color café-grisaceo. Uno de ellos es el tipo de
M. melaleuca var. caespitosa; sin embargo, no corresponde con la descripcién de M. melaleuca

por la presencia de cistidios urticoides.

Melanoleuca sp. 5

Corresponde a un ejemplar mexicano recolectado en el estado de Michoacan. Es similar a M.
rasilis (Fr.) Singer, por las caracteristicas que presenta; sin embargo, esta Ultima tiene laminas
grisaceas, mientras que el ejemplar en estudio presenta ldminas blancas. Otra especie similar

es M. iris Kilhner, aunque el tamafio del pileo de esta especie es de 6-7.5 cm y el pileo de este
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ejemplar mide 4 cm de diametro. Las caracteristicas de este ejemplar no corresponden con

ninguna especie descrita.

Melanoleuca sp. 6
Presenta muchos queilo- y pleurocistidios lageniformes con terminacién aguda, es un ejemplar

de ldaho que podria tratarse se una especie nueva para la ciencia.

Melanoleuca sp. 7
Son dos ejemplares de Tennessee, con queilo- y pleurocistidios lageniformes y fusiformes,

probablemente una especie nueva para la ciencia.

Melanoleuca sp. 8
Estos son ejemplares recolectados en Tennessee y Carolina del Norte, que presentan queilo- y
pleurocistidios urticoides, a veces septados. Las caracteristicas que presentan no

corresponden con ninguna especie descrita.

Melanoleuca sp. 9
Es un ejemplar de Suecia, que se encontraba bajo el nombre M. grammopodia; sin embargo,

tiene pleurocistidios, por lo que se trata de una especie distinta.

Melanoleuca sp. 10
Estos ejemplares fueron recolectados en Utah y Tennessee, y se caracterizan por tener
queilocistidios urticoides que son dificiles de ver. Se podria tratar de M. utahensis L.S Gillman &

McKnigh o M. leucophylloides (Bon) Bon.

Melanoleuca sp. 11

Corresponde a un ejemplar de Argentina que tiene queilocistidios lageniformes.

El género Melanoleuca en México

La mayoria de las especies mexicanas se distribuyen a lo largo del Eje Volcanico
Transmexicano, que es una zona de gran rigueza biolégica y donde se registra una importante
cantidad de especies endémicas (Morrone, 2005), por lo que el hecho de encontrar un nimero

considerable de especies nuevas en esta zona no es sorprendente. Ademas, se ha observado
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gue la mayoria de los estudios filogenéticos llevan al descubrimiento de especies nuevas que
eran reconocidas como una sola especie morfoldgica o bioldgica (Petersen y Hughes, 1999,
Taylor et al., 2000)

A pesar de que la mayor parte de las especies mexicanas resultaron ser nuevas no se
debe descartar el posible uso de nombres europeos para ejemplares mexicanos, pues en
algunos casos si se trata de las mismas especies, como M. cognata, descrita para Europa que
se encontré en México en el estado de Tlaxcala. En este caso no se puede descartar el hecho
de que sea una especie introducida, considerando que de las especies mexicanas estudiadas
ésta es la Unica con distribucion en Europa y que en muchos casos se sabe que las especies
de Europa y América son distintas seria recomendable un estudio filogeogréafico para conocer
su distribucion original y posibles mecanismos de dispersion (ej. Vizzini et al., 2009) para que

de esta forma se pueda saber con certeza si es una especie introducida o no.

El género Melanoleuca en el mundo

La mayoria de las especies descritas son de Europa, en donde este género ha sido
moderadamente estudiado. ElI hecho de que en México la mayor parte de los ejemplares
correspondan a especies nuevas permite suponer que en otras partes del mundo en donde
este grupo no se ha estudiado con detalle ocurra algo similar, y también es de esperarse que el
numero de especies estimado (~50, Kirk et al., 2008) sea considerablemente menor al nimero
de especies real de este género. Tan solo en este trabajo se encontraron 25 especies, lo que
corresponde a la mitad del nUmero total de especies estimado. Si se considera que sélo se

revisaron ejemplares de unos cuantos herbarios, el nimero debe incrementar notablemente.

Clasificacién infragenérica
La clasificacion planteada por Singer (1935) no parece estar soportada por la filogenia obtenida
en este trabajo. Dicha clasificacién se baso6 en el tamafio y color del basidioma, los cuales son
caracteres que en ocasiones no son de mucha utilidad ni siquiera para la delimitacién de las
especies, por lo que menos se puede esperar que agrupen especies. Por ejemplo: en el caso
de M. aff. polioleuca se pueden encontrar ejemplares que presentan pileos muy pequefios, de
28 mm de diametro, o muy grandes, de hasta a 160 mm.

Boekhout (1988) se basd en la ausencia y presencia de cistidios asi como en la
morfologia que éstos presentan para separar al género en tres subgéneros. Estos resultados
muestran que los representantes del subgénero Urticocystis forman un grupo parafilético. Es

importante sefialar que estas relaciones no se encuentran muy claras, pues los nodos no tienen
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soportes altos (Fig. 8). En el caso del subgénero Macrocystis, aunque la mayor parte de los
representantes estudiados se agrupan en un solo clado, la especie M. cognata que también se
consider6 como perteneciente a este subgénero se encuentra en una posicion basal, alejada
del resto de las especies con cistidios. No obstante, su ubicacién en los arboles no esta
fuertemente apoyada, por lo que excluyendo a esta especie, el subgénero Macrocystis forma
un grupo monofilético. En cuanto a los taxa sin cistidios que integran el subgénero Melanoleuca
no se encuentran claras las relaciones entre ellos. De manera que seria prematuro saber con
certeza si la clasificacion infragenérica propuesta por Boekhout es una clasificacién que refleje
una clasificacion natural. Para poder dilucidar estas relaciones se recomienda incluir mas
especies y/o generar secuencias de otras regiones tanto de los ejemplares estudiados como de

otros ejemplares.
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7. CONCLUSIONES
» Se reconoce la monofilia del género Melanoleuca y su inclusién en el clado pluteoide, como

grupo hermano del género Pluteus.

» Los clados terminales se recuperaron con gran soporte en cada uno de los andlisis; sin
embargo, las relaciones entre algunos de éstos todavia permanecen inciertas, por lo que es
recomendable incluir mas especies y/o generar secuencias de otras regiones tanto de los
ejemplares estudiados como de otros ejemplares para poder dilucidar algunas de las relaciones

gue aln permanecen dudosas.

* Se encontraron siete especies nuevas que se distribuyen en México, con lo que se

reconoce la importancia de este tipo de estudios para el conocimiento de la diversidad fungica.

e La mayor parte de los taxa mexicanos, aunque presentan morfologia similar a las especies
europeas, son especies filogenéticamente distintas, lo cual demuestra que los nombres
europeos que se utilizan para denominar especies de México y otras partes de América, son

inapropiados.

« Laausenciay presencia de cistidios, asi como las diferentes formas que éstos presentan es
de gran utilidad para la delimitacién de las especies de Melanoleuca. La reconstruccién de
estados ancestrales de este caracter indicé que la ausencia de cistidios podria ser el estado

ancestral de Melanoleuca.

e Los caracteres morfolégicos que ayudan a delimitar especies dentro de este género son
escasos. Se observo que en algunas ocasiones la distribucion geografica, asi como el tipo de

vegetacion en la que se encuentran, ayuda en gran medida a lograr dicha delimitacion.

« Considerando que los cistidios proveen informacion importante para la delimitacién de las
especies; en los taxa que carecen de estas estructuras la determinacion de especies es aln
mas complicada, por lo se recomienda realizar estudios en los que se aumente el nimero de
ejemplares y de genes para poder establecer limites entre ellos, ya que por el momento no se
encontraron diferencias morfolégicas, ecoldogicas o geograficas que puedan ayudar al

establecimiento de los limites entre especies sin cistidios.
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» Este trabajo representa una primera aproximacién al conocimiento de las relaciones
filogenéticas del género Melanoleuca, que hasta ahora permanecian por completo

desconocidas.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Ejemplares incluidos en el andlisis filogenético.

Melanoleuca alboflavida (Peck) Murrill

CANADA. Ontario: Lake Temagami, Bear Island, Temagami, HSJ7433, 14-julio-1935 (TENN).
ESTADOS UNIDOS. North Carolina: Swain County, Great Smoky Mountain National Park
(GSMNP), Flat Creek, Bryson City, LRH10725, 7-agosto-1937 (TENN). Near Cherokee,
RHP24926, 9-agosto-1962 (TENN).

Melanoleuca arcuata (Bull.) Singer

AUSTRIA. Tirol: Imst, Imsterau, RHP29112, 8-octubre-1962 (TENN). SUIZA. Luzern: Willisau,
Wellberg, Moser 70343, 1l-octubre-1970 (TENN). Ticino: Roseti, TFB4307, 1l-octubre-1991
(TENN).

Melanoleuca brevipes (Bull.) Pat.

ESTADOS UNIDOS. New York: Irondequoit, Monroe, RHP29182, 27-abril-1966 (TENN).
SUECIA. Vastergo6tland: Trollhattan, Gotalunden, Hededng, LAS84-141B, 22-septiembre-1984
(GB).

Melanoleuca cinereifolia (Bon) Bon
SUECIA. Bohuslan: Uddevalla, Forshalla, Sund, LAS92-065, 20-septiembre-1992 (GB).

Melanoleuca cognata (Fr.) Konrad & Maubl.

ESCOCIA. Perthshire: Loch preserve, Tulloch Moor, TFB4170, 11-nov-1991 (TENN).
MEXICO. Tlaxcala: Mpio. Huamantla, Cafiada Grande, ladera E Volcan la Malinche, Parque
Nacional la Malinche, Montoya-Esquivel 1825, julio-2004 (TLXM). SUECIA. Vastergo6tland:
Trollhattan, Gotalunden, Hedeang, LAS85-146, 26-septiembre-1985 (GB).

Melanoleuca exscissa (Fr.) Singer

ALEMANIA. Mecklenburg-Vorpommern: Lubmin near Greifswald, road to Freest/ Nuclear
Power Plant, D. Kriiger 10190, 22-mayo-1999 (TENN). SUECIA. Vastergdtland: Herrljunga,
Grude, LAS97-019, 6-septiembre-1997 (GB). Trollhattan, Trollhattan, Géteborgsvagén, LAS0O-
221, 14-octubre-2000 (GB).
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Melanoleuca grammopodia (Bull.) Murrill

POLONIA. Malopolskie: Kroscienko, Moser 67287, 7-octubre-1967 (TENN). SUECIA. Oland:
Morbylanga, Algutsrum, Borgs angar, LAS00-130, 13-septiembre-2000 (GB).

Melanoleuca polioleuca (Fries: Fries) Kihner & Maire

SUECIA. Bohuslan: Tjorn, Valla, Mjorn, Sundsby, LAS77-532, 25-septiembre-1977 (GB).
Vastergotland: Gotene, Osterplana, Kinnekulle, Osterplana hed, LAS01-183, 29-septiembre-
2001 (GB). Mariestad, Lugnas, Lugnasberget, LAS85-292, 8-septiembre-1985 (GB).

Melanoleuca strictipes (P. Karst.) Jul. Schaff.
SUECIA. Vastergotland: Grastorp, Flo, Hunneberg, Erdalen, LAS99-005, 6-julio-1999 (GB).
Trollhattan, Norra Bjorke, Stora Brédang S, LAS06-163, 16-octubre-2006 (GB).

Melanoleuca stridula (Fr.) Singer
SUECIA. Bohuslan: Stromstad, Tjarno, Sydkoster, Kilesand, LAS88-179, 16-octubre-1988
(GB). Oland: Mérbylanga, Hulterstad, NR Gosslunda, LAS07-009, 16-septiembre-2007 (GB)

Melanoleuca aff. cavipes

MEXICO. Guerrero: Mpio. Leonardo Bravo, km 4.5 entre el Carrizal y Atoyac, Chichihualco,
Rodriguez-Garcia s/n, 6-agosto-1982 (FCME). Jalisco: Mpio. Cd. Guzman, Cafién del
Floripondio, J. Scéndube 89, 11-julio-1992 (IBUG).

Melanoleuca aff. exscissa

MEXICO. Estado de México: Amecameca-Tlamacas, L. Guzméan-Davalos 152, 26-julio-1979
(ENCB). Mpio. Amanalco, km 39 carretera Toluca-Amanalco-Valle de Bravo, Agua Bendita, J.
Cifuentes 3445, 21-julio-1990 (FCME). Michoacan: Mpio. Angangueo, Llano de las Papas,
Reserva Especial de la Bidsfera de la Mariposa Monarca, J. Cifuentes 4157, 28-octubre-1998
(FCME). Tlaxcala: Mpio. Panotla, 1 km al E de San Francisco Temezontla, Hernandez-Cuevas
2188, 27-julioio-1992 (TLXM). Montoya-Esquivel 1282, 7-julio-1993 (TLXM).

Melanoleuca aff. polioleuca
MEXICO. Distrito Federal: Del. Cuajimalpa, Zona oriental del Desierto de los Leones, Guzman
4246,13-mayo-1964 (ENCB). Estado de México: Parque Nacional de las Lagunas de

Zempoala, carretera a Chalma, L. Guzman-Déavalos 269, 1-agosto-1982 (ENCB). Volcan
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Popocatepetl, Jones 123, junio-1972 (ENCB). La Marquesa, Parque Nacional Miguel Hidalgo,
Mitastein s\n, 28-octubre-1970 (ENCB). Mpio. Amanalco, km 39 carretera Toluca-Amanalco-
Valle de Bravo, Agua Bendita, Ortega-Lechuga 2, 7-julio-1990 (FCME). Hidalgo: San Miguel el
Cerezo, Parque Nacional el Chico, L. Guzman-Davalos 709, 17-octubre-1982 (ENCB). Valle de
los Enamorados, Parque Nacional el Chico, M. Sanchez-Garcia 32, 22-septiembre-2008
(FCME). Mpio. Epazoyucan, Pefias Largas, Medina y Garcia 1182, 17-agosto-1975 (ENCB).
Mpio. Pachuca, km 10 carretera Pachuca-Tampico, Parque Nacional el Chico, Pérez-Ramirez
533, 18-agosto-1987 (FCME). Michoacan: Desviacion hacia Angangueo, cerro de la piramide,
ladera sur, J. Cifuentes 577, 29-julio-1980 (FCME). Mpio. Angangueo, km 3.5 de la desviacion
a Tlalpujahua carretera el Oro-Angangueo, Sanchez-Espinosa y Villarruel-Ordaz 698, 5-agosto-
1999 (FCME). Reserva Especial de la Biésfera de la Mariposa Monarca, Juarez, Martinez y
Montafiez 331,18-agosto-2000 (FCME). Alvarez, Busto y Montafiez 369, 22-septiembre-2000
(FCME). Mpio. Ciudad Hidalgo, km 186, carretera Toluca-Morelia, Marquez V. L. s/n, 29-julio-
1983 (FCME). Mpio. Zinapécuaro, Laguna Larga Zona de Proteccién Forestal los Azufres,
Bulnes y J. Cifuentes 2695, 25-julio-1987 (FCME). Puebla: Mpio. Teziutlan, Finca la Magdalena
al S de Teziutlan, Ramirez-Guillén 392, 23-octubre-2002 (XAL). Tlaxcala: Mpio. Tlaxco, El
Rosario km 4.5, Parque Recreativo el Rodeo, Hernandez-Mufioz 350,12-junio-1992 (FCME).
Veracruz: Parque Nacional Cofre de Perote, Conejos a la Cumbre, Murrieta 1025, 2-
septiembre-2006 (XAL).

Melanoleuca spl

MEXICO. Querétaro: Entre San Juan del Rio y Querétaro, Guzman 11494, 3-julio-1974
(ENCB). Veracruz: Carretera Puebla-Xalapa, cerca de la desviacién a Oriental, limite con
Puebla, antes de Totalco, Guzman 19274, 4-julio-1981 (ENCB).

Melanoleuca sp2

MEXICO. Jalisco: Mpio. Zapopan, en un jardin del Centro Universitario de Ciencias Biolégicas
y Agropecuarias (CUCBA), las Agujas Nextipac, M. G. Buenrrostro 36, 19-julio-1994 (IBUG). G.
Lopez-Damian 50, 12-julio-1999 (IBUG). M. R. Sanchez-Jacome 966, 16-julio-2001 (IBUG). Km
120 carretera Guadalajara-Autlan, el Mirador, Sierra Quila, O. Vargas 265, 7-agosto-1999
(IBUG).

Melanoleuca sp3
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MEXICO. Guerrero: Mpio. Chilpancingo de los Bravo, cafiada de la perra, Omiltemi, Luna G.
s/n, 10-julio-1985 (FCME).

Melanoleuca sp4
ESTADOS UNIDOS. Florida: Alachua County, Gainesville, Murrill 19927, 6-junio-1939 (TENN).
LRH16302, 27-marzo-1944 (TENN).

Melanoleuca sp5
MEXICO. Estado de México: Antigua carretera México-Rio Frio, cerca de Llano Grande,
Guzman 7540, 10-agosto-1969 (ENCB).

Melanoleuca sp6
ESTADOS UNIDOS. Idaho: Kootenai County, Beauty Creek Drainage, Coeur d'Alene,
TFB5597, 23-septiembre-1992 (TENN).

Melanoleuca sp7

ESTADOS UNIDOS. Tennessee: Sevier County, Gatlinburg, Great Smoky Mountain National
Park (GSMNP) near mount LeConte, LRH20176, 15-septiembre-1951 (TENN). LRH21486, 8-
agosto-1954 (TENN).

Melanoleuca sp8

ESTADOS UNIDOS. South Carolina: Fairfield County, Winnsboro, C. Lyles 32, 23-mayo0-1966
(TENN). Tennessee: Knox County, Knoxville, University of Tennessee campus, LRH20806, 5-
mayo0-1953 (TENN). RHP25590, 21-junio-1963 (TENN). E. Badham 113, summer 1977 (TENN).
A. D. Sime 9948, 19-agosto-1998 (TENN). Timberlake road, LRH20410, 31-mayo-1952
(TENN). LRH26047, 29-abril-1969 (TENN). Hesler's house, LRH26268, 16-julio-1964 (TENN).

Melanoleuca sp9
SUECIA. Béhuslan: Tanum, Tanum, Kragenas, LAS85-142A, 17-agosto-1985 (GB).

Melanoleuca sp10

84



Estudio sistematico del género Melanoleuca Sanchez-Garcia M. 2010

ESTADOS UNIDOS. Tennessee: Knox County, Knoxville, LRH16740, 29-marzo-1945 (TENN).
Utah: Weber County, Ogden, Pingree Park, Rogerson 4108, 30-agosto-1971 (TENN).

Melanoleuca spll
ARGENTINA. Chubut: Parque Nacional los Alerces Esquel Futaleufu, RHP8331, 9-mayo0-1996
(TENN)

Melanoleuca grupo melaleuca

ESTADOS UNIDOS. Alaska: Anchorage County, Anchorage, Pop Carr Park, TFB8206, 17-
septiembre-1995 (TENN). Juneau County, Juneau, Bridget Point State Park, TFB8241, 22-
septiembre-1995 (TENN). Idaho: Kootenai County, Beauty Creek Drainage, Coeur d’Alene,
TFB5599, 23-septiembre-1993 (TENN). MEXICO. Estado de México: El Capulin, Nevado de
Toluca, J. Cifuentes 2005-292, 2-septiembre-2005 (FCME). Michoacan: Mpio. Angangueo,
Reserva Especial de la Biésfera de la Mariposa Monarca (REBMM), Ruan, Gonzalez y
Montafiez 320, 18-agosto-2000 (FCME). Tlaxcala: 5-6 km al E de San Francisco Xavier Mina,
ladera SE del Volcan la Malinche, Parque Nacional la Malinche, Montoya-Esquivel 1404, 16-
junio-2005 (TLXM). SUECIA. Gotland: Gotland, Viklau, nara fornborgen VSV Viklaus kyrka,
LAS00-194, 22-septiembre-2000 (GB).
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Anexo 2. Arboles filogenéticos obtenidos de cada matriz mediante los tres criterios utilizados en
este trabajo (MP, ML, AB).

Uno de los 161 arboles méas parsimoniosos obtenido a partir del analisis de RPB1. Los valores de
bootstrap =270 se indican arriba de las ramas (L = 976, Cl excluyendo caracteres no informativos =
0.5337, HI excluyendo caracteres no informativos = 0.4663, Rl = 0.8054, RC = 0.4572).
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Maxima verosimilitud

RPB1

M. aff. polioleuca (7)

M. aff. polioleuca (13)
M. aff. polioleuca (10)
M. aff. polioleuca (18)

99 | M. strictipes (1)

M. strictipes (2)
Melanoleuca sp. 11
M. aff. cavipes (1)

M. aff. cavipes (2)

100| M. exscissa (2)

M. exscissa (3)

99 | M. aff. exscissa (4)

M. aff. exscissa (5)

Melanoleuca sp. 8 (8)

Melanoleuca sp. 8 (6)

92 Melanoleuca sp. 8 (7)

83

94

94 Melanoleuca sp. 8 (4)
Melanoleuca sp. 8 (1)

M. brevipes (1)
M. brevipes (2)

M. grammopodia (1)

Melanoleuca sp. 9

{

M. polioleuca (3)

L M. arcuata (2)

M. verrucipes

Melanoleuca sp. 2 (1)
Melanoleuca sp. 2 (3)
Melanoleuca sp. 2 (4)

M. cognata (1)

M. grupo melaleuca (4)

<|_L7—M.grupo melaleuca (5)
M. grupo melaleuca (3)

Volvariella gloiocephala

.

94

Pluteus cervinus

Grupo
externo

Pluteus romelli

0.08

Arbol obtenido mediante el criterio de maxima verosimilitud a partir del anélisis de RPB1 (modelo
evolutivo TN+I+G, -InL = 5229.45785). Los valores de bootstrap 270 se indican arriba de las ramas.
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Arbol consenso de mayoria del 50% obtenido mediante el anélisis Bayesiano de la regiéon RPB1. Las
probabilidades posteriores 20.95 se indican arriba de las ramas. La estrategia de particion utilizada fue
la P4, en la que se separaron cuatro regiones: intron y cada una de las posiciones del exdn (12, 22 y 3%).
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Uno de los 433 arboles mas parsimoniosos de las regiones: ITS+nLSU+RPB1. Los valores de bootstrap
270 se indican arriba de las ramas (L = 1782, Cl excluyendo caracteres no informativos = 0.4877, Hl
excluyendo caracteres no informativos = 0.5123, Rl = 0.8243, RC = 0.4473).
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Arbol obtenido mediante el analisis de maxima verosimilitud de las regiones: ITS+nLSU+RPB1 (modelo
evolutivo TN+I+G, -InL = 12200.32763). Los valores de bootstrap 270 se indican arriba de las ramas.
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Arbol consenso de mayoria del 50% obtenido mediante el anélisis Bayesiano de las regiones:
ITS+nLSU+RPBL1. Las probabilidades posteriores 20.95 se indican arriba de las ramas. La estrategia de
particion utilizada fue la P8, en la que se separaron seis regiones: LSU, ITS, 5.8S, RPB1-intron, RPB1-
exén 12y 22 posicién y RPB1-exo6n 32 posicion.
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Anexo 3. Arboles obtenidos en cada una de las estrategias de particion implementadas en
MrBayes.
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Arbol consenso de mayoria del 50% obtenido mediante el anélisis Bayesiano de la regién RPB1. Las
probabilidades posteriores =0.95 se indican arriba de las ramas. En este caso no se hizo ninguna
particion (P1).
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Arbol consenso de mayoria del 50% obtenido mediante el anélisis Bayesiano de la regién RPB1. Las
probabilidades posteriores 20.95 se indican arriba de las ramas. La estrategia de particion utilizada fue
la P2, en la que se separaron dos regiones: intrén y exon.

96



Estudio sistematico del género Melanoleuca Sanchez-Garcia M. 2010

M. off poliviauss (7}

M. aff. polioiouca (13}
Aralisis Bavesiang M. afl. polioeica (10)
RPE1 M afl pﬁ?!afeaca 18;

2
D i ainic = 5157 fyff strictipes {1}
M. glricfipes {2}

1 Melanoleuba sp.

- M el cavipes {1}
i af, cavipes (2}
0.99 M. polivieucs 13
a4

arouata (2}

.85

1 _{ . exzosea (2

4 oxsoiesa (B
A vemuoipes

i4 afl. exscisse {4}

m“m{ A, of, sxsoisss {8)

Melancleyuca sp B /8)

Malanolsucs sp. B {4)
Molanslguce sp. 514

M. Drevines {1

.98 8. brevipes (2}

9.99 8. grammopodia {1

Malbmolouca 3p. 8
Medanatouca sp. 2 (7}
Melanoleuna sp. 2 {38
fetanofeuns sp. 2 {4)
M. cognala {1}

M. Grupio rislalelca 15)

I M grupo meleleucn (4]

A orupo mefelescs (3

Y

Vaofvariefla gloiscephala Sruoo
Prieus romell i exiemo
Flutsus carvinug :

008
Arbol consenso de mayoria del 50% obtenido mediante el anélisis Bayesiano de la regién RPB1. Las

probabilidades posteriores 20.95 se indican arriba de las ramas. La estrategia de particion utilizada fue
la P3, en la que se separaron tres regiones: intron, exdn (12 y 22 posicion) y exon 32 posicion.
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Arbol consenso de mayoria del 50% obtenido mediante el anélisis Bayesiano de la regiéon RPB1. Las
probabilidades posteriores 20.95 se indican arriba de las ramas. La estrategia de particion utilizada fue

la P4, en la que se separaron cuatro regiones: intrén, y cada una de las posiciones de codones (1%, 23 y
39).
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Arbol consenso de mayoria del 50% obtenido mediante el analisis Bayesiano de los genes ribosomales:
ITS+nLSU. Las probabilidades posteriores 20.95 se indican arriba de las ramas. En este caso no se hizo

ninguna particion (P1).
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Arbol consenso de mayoria del 50% obtenido mediante el analisis Bayesiano de los genes ribosomales:
ITS+nLSU. Las probabilidades posteriores =0.95 se indican arriba de las ramas. La estrategia de

particion utilizada fue la P2, en la que se separaron dos regiones: ITS (regién completa, incluyendo
5.8S) y LSU.
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Arbol consenso de mayoria del 50% obtenido mediante el analisis Bayesiano de los genes ribosomales:
ITS+nLSU. Las probabilidades posteriores 20.95 se indican arriba de las ramas. La estrategia de
particion utilizada fue la P3, en la que se separaron tres regiones: ITS (1y 2), LSU y 5.8S.
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Arbol consenso de mayoria del 50% obtenido mediante el anélisis Bayesiano de las regiones:
ITS+nLSU+RPBL1. Las probabilidades posteriores 20.95 se indican arriba de las ramas. En este caso no
se hizo ninguna particién (P1).

102



Estudio sistematico del género Melanoleuca

Sanchez-Garcia M. 2010

Apafas Beveslann

g+ i B+ BHPRY

24

Bhadis aredniog = 212 458

t

s P

5
3 i oo E‘gﬁ

i axs:: ma (g
£ M 5 exses

_ i%’fv»iif%f?"* ,;%5

]
E

G Hr. M Shielids {;
TV B Sheids !’z;
S é?z@va
$

- A aidnd i
[ grupg 1
S S—— E‘vi 15

i

i

£F dfbé’iigwg g“” -
Splannlegen sp
’»’c::@%«;}fwczz B4 6

EY
. arevata
.z’if} At

Las
oineincs a8

. vermeinns

k A e elad ]
g S T LSRRG TGS N
Leg WWW Bflovs cervliny + Grupe
3 Fldeos peliantog !
4 i Pheus abomnrgingiug exfeno
Ffabous romelé

Viivanaia givicospile

1.4

Arbol consenso de mayoria del 50% obtenido mediante el andlisis Bayesiano de las regiones:
ITS+nLSU+RPBL1. Las probabilidades posteriores 20.95 se indican arriba de las ramas. La estrategia de
particion utilizada fue la P2, en la que se separaron tres regiones: LSU, ITS (region completa, incluyendo

5.8s) y RPBL.
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Arbol consenso de mayoria del 50% obtenido mediante el anélisis Bayesiano de las regiones:
ITS+nLSU+RPBL1. Las probabilidades posteriores 20.95 se indican arriba de las ramas. La estrategia de
particion utilizada fue la P3, en la que se separaron cuatro regiones: LSU, ITS (1y 2), 5.8S y RPB1.
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Arbol consenso de mayoria del 50% obtenido mediante el andlisis Bayesiano de las regiones:
ITS+nLSU+RPB1. Las probabilidades posteriores 20.95 se indican arriba de las ramas. La estrategia de

particion utilizada fue la P4, en la que se separaron cuatro regiones: LSU, ITS (completo, incluyendo
5.8S), RPB1-intrén y RPB1-exon.
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Arbol consenso de mayoria del 50% obtenido mediante el anélisis Bayesiano de las regiones:
ITS+nLSU+RPBL1. Las probabilidades posteriores 20.95 se indican arriba de las ramas. La estrategia de
particion utilizada fue la P5, en la que se separaron cinco regiones: LSU, ITS (completo, incluyendo
5.8S), RPB1-intrén, RPB1-exdén 12y 22 posicién y RPB1-ex6n 32 posicion.
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Arbol consenso de mayoria del 50% obtenido mediante el andlisis Bayesiano de las regiones:
ITS+nLSU+RPBL1. Las probabilidades posteriores 20.95 se indican arriba de las ramas. La estrategia de
particion utilizada fue la P7, en la que se separaron cinco regiones: LSU, ITS (1 y 2), 5.8S, RPB1-intron

y RPB1-exon.

108



Estudio sistematico del género Melanoleuca

Sanchez-Garcia M. 2010

Apdlisis Bayesiang

18 » nlBU » RPET

By

Bad arednieg =11 B43

A i?k’swi%"‘?
AL gadeamg
A sxsviven AH

i adalan
i £ ;?f@i%

A
M&;zﬁ?!’}’)@(x"’& RS

o f~
10 {;ﬁa g 7;{2%
e

G

fd, v wipRg

A% ol exanises (3
{ § M. oL pEscists 0
« A5l eRscisee | 73‘

P M@ PR & fs
V;'}w{sem«a%{; % aﬁ;
’;f grammmpodin [

4 pramemanodiz {,?
A5 :\xg‘ :pes?f’é 4
9t ¢4}

okl €

- Wolanglaus 5. 3
— Mommoleots

M{}:QM
Sfelmiodeung

+ e Melancieucm sn 11 R }
. BREIROG LTS B0 17 }

GG &5} 3

= . P
£87

& ooty (1)
;«{L Ao, afgmm P
fwe B8, SN O

B e B B .!' i’%
Ry o

: moineiiea
4. é% e meintenns {{5}

besftss] s 6’9?&';?‘&:5
e { Piitgis

i Pirdeus sl oTEigne e

Flstpiis reaifl

Fond
By

109

Vogriafin glofeaphain
il

Arbol consenso de mayoria del 50% obtenido mediante el anélisis Bayesiano de las regiones:
ITS+nLSU+RPBL1. Las probabilidades posteriores 20.95 se indican arriba de las ramas. La estrategia de
particion utilizada fue la P8, en la que se separaron seis regiones: LSU, ITS, 5.8S, intrén, RPB1-ex6n 12
y 22 posicién y RPB1-exdn 32 posicion.
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Arbol consenso de mayoria del 50% obtenido mediante el analisis Bayesiano de las regiones:
ITS+nLSU+RPBL1. Las probabilidades posteriores 20.95 se indican arriba de las ramas. La estrategia de
particion utilizada fue la P9, en la que se separaron siete regiones: LSU, ITS, 5.8S, RPB1-intrén y cada
una de las posiciones del exén (12, 22y 33).
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