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Resumen

En el presente trabajo se investigan las relaciones filogenéticas de Ramariopsis sensu lato

con base en un análisis de máxima parsimonia. A part ir del estudio comparado de

Ramariopsis y géneros afines se cons truyó una matriz de treinta y seis caracteres

morfológicos, citológicos y bioquímicos cod ificados para veintiseis taxones . La selección

de taxones para el grupo externo fue sustentada en un protocolo de muestreo diseñado

específicamente para esta investigación, el cual incluyó una prospección filogenética para

la familia Clavariaceae. Los resultados obtenidos muestran un grupo monofilético

congruente con la delimitación de Corner (1950) para Ramariopsis y estrechamente

vinculado con Scytínopogon. Los presentes resultados también muest ran un grupo

monofilético congruente con la delimitación de Petersen (1978) para Clavaría. Los

caracteres empleados tradicionalmente en la sistemática del grupo se discuten con

referencia a la filogenia obtenida.

Se incluye una discusión sobre la distinción entre grupo externo operativo y grupos

externos taxonómicos, argumentándose a favor de la diversidad morfológica como un

criterio eficiente para fundamentar el muestreo de estos grupos.

Se presenta una breve revisión sobre la historia taxonómica de la familia Clavariaceae

Chevall., que comprende desde las clasificaciones friesianas del s. XIX hasta el

conocimiento que actualmente tenemos de su filogenia.

Así mismo se presentan nuevos registros de Ramaríopsís y Scytínopogon para México,

descubiertos durante la presente investigación. discutiéndose el estado actual del

conocimiento de estos grupos en el país, caracteres relevantes para su taxonomía y una

breve revisión de su historia taxonómica.



Abstract

In the present study the phylogenetic relationships of Ramariopsis sensu lato are

investigated performing a maximum parsimony analysis. Based on a comparative study of

Ramaríopsis and allied genera , a matrix of thirty-six characters coded for twenty-six taxa

was elaborated. Characters in the matrix include morphological, cytological, and

biochemical data obtained from direct observations ot herbarium specimens and several

mycological references . Taxon sampling for the outgroups was conducted with a protocol

modified specially for this project , which included a preliminary phylogenetic survey for the

family Clavariaceae. Results show one monophyletic group congruent with the original

proposal of Comer (1950) for the genus, and closely related with Scytinopogon. Results

also show another monophyletic group congruent with the proposal of Petersen (1978) for

Clavaría. An extensive discussion about relevance of characters traditionally used in

c1avarioids systematics is also included.

A discussion about the distinction between operative outgroup and taxonomical outgroups

is also comprised, arguing in support of morphological diversity as the most proper criterion

for taxonomical outgroups sampling .

A brief review of the taxonomical history of Clavariaceae Cheval!. is included as well ,

comprising since first c1assifications of XIX s. to current knowledge of its phylogeny.

Furthermore, new records discovered in the course of present research for Ramariopsis

and Scytinopogon in Mexico are presented . A brief discussion about the state of

mycological knowledge of these taxa in Mexico is included, as well as a discussion about

relevant taxonomical characters and a short review of the taxonomical history of

Scytinopogon.
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Prólogo

La sistemática en lo general incluye muy diversas actividades y constituye la ciencia de la

biodiversidad por excelencia. Los productos de esta ciencia tienen muy variadas

aplicaciones, no solo para la clasificación biológica -materia central de la presente

investigación-sino también como marco de referencia obligado para estud ios evolutivos,

ecológicos, biogeográficos, de la biología del desarrollo y en lo general para cualquier

explicación científica de la biodiversidad. Así mismo el grado de desarrollo de esta

ciencia-entendido como formalización de la disciplina-ha perm itido que sus métodos y

productos tengan aplicaciones en diversos campos que parecerían no estar relacionados,

como la arqueología o la epidemiología, y es por esto que la sistemática hoy en día, lejos

de ser una discipl ina meramente descriptiva constituye una de las áreas más robustas de

la biología contemporánea.

La clasificación biológica es sin lugar a duda el ámbito de la sistemática que mayor

desarrollo ha tenido. La incorporación paradigmática de la inferencia filogenética a la

clasificación biológ ica ha dado el impulso decisivo a un área anteriormente considerada

más un arte que una ciencia . Hoy en día no se puede concebir una opinión taxonómica

científica sin el apoyo de la inferencia filogenética -en por lo menos alguna de sus

diversas modalidades - y es de esta manera que el presente estudio pretende brindar un

marco científico contemporáneo a una añeja polémica. La historia taxonómica de

Ramariopsis constituye un claro ejemplo de una disputa pre-filogenética, donde a pesar de

existir un profundo conocimiento del taxón no existía un árbitro común aceptado por las

partes en contienda; el análisis de la información relevante para la clasificación dependía

del criterio de autoridad y no de un método robusto de análisis.

La presente investigación se divide en cinco capítulos centrales, capítulos dos al seis,

antecedidos por una introducción y seguidos de una conclusión. El capítulo dos expone

una breve revisión de la historia taxonómica de la familia Clavariaceae Chevall. - así como

del conocimiento actual que tenemos de la filogenia de los géneros que ha incluido-y

sirve como antecedente para el capítulo tres, en donde se desarrolla una argumentación



fundamentalmente teórica sobre la estrateg ia empleada para el muestreo de los llamados

grupos externos taxonómicos - término acuñado durante el presente estud io. Los

siguientes capítulos corresponden formalmente a la litis de la obra y han sido enviados o

publicados en revistas científicas indizadas -ver capítulos para referencia . El capítulo

cuatro presenta una filogenia para Ramariopsis y taxones aliados, la cual hace uso de los

resultados descritos y argumentados en el capítulo previo. Los capítulos cinco y seis

corresponden a nuevos registros fúngicos para México, descubiertos en el transcurso del

presente trabajo de tesis (Ramariopsis y Scytinopogon) y en cierta medida, constituyen el

aporte de la presente investigación al conocimiento de los Fungi del país.
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1. Introducción.

Se calcula que existen alrededor de 1.5 millones de especies de hongos en el mundo, de

las cuales actualmente se han descrito no más de 120 mil (Hawksworth 2001). Dentro de

este taxón megadiverso encontramos una gran variedad de formas, ciclos de vida,

patrones fisológicos y reproductivos (Alexopoulus et al. 1996, Taylor et al. 2004), los cuales

están involucrados en una amplia gama de procesos e interacciones biológicas (Hock

2001). En contraste con el grado de conocimiento sobre la biología de estos organismos,

nuestro conocimiento sobre sus relaciones filogenéticas todavía es insuficiente.

La importancia de profundizar nuestro conocimiento sobre la filogenia radica en la amplia

variedad de campos en los que pueden aplicarse estos conocimientos (Cracraft 2002).

Estos van desde aspectos teóricos como la taxonomía de algún grupo (e.g. Estrada-Torres

et al. 2005), la evolución de patrones morfológicos (e.g. Hibbett 2004, Liu & Hall 2004), la

evolución del genoma (Liberles 2005) o el estudio de patrones coevolutivos (e.g. Currie et

al. 2003), hasta aquellos aspectos aplicados como la medicina (e.g. Stringer 1996, Berbee

2001) o la conservación (e.g. Faith et al. 2004), inclusive hoy en día es posible vincular a la

epidemiología con la filogenia a través del estudio de la coevolución entre patógenos

humanos y sus huéspedes (e.g. Siddall 1997, Charleston y Robertson 2002, Hugot et al.

2003).

A partir de los estudios pioneros a principios de la década de los noventas (Bruns et al.

1991, Swan & Taylor 1993) se registró un rápido avance en el estudio de la filogenia de los

hongos, el cual nos ha permitido tener un panorama general de las relaciones de

parentesco entre estos organismos (Tehler et al. 2003, Lutzoni et al. 2004, Taylor et al.

2004). A pesar de este vertiginoso desarrollo, todavía existen áreas de la filogenia donde

nuestro conocimiento del patrón general de relaciones es poco preciso. Ejemplo de ello

son grupos como Zygomycetes y Chytridiomycetes, donde a pesar de contar con estudios

generales (Li y Healt 1993, James et al. 2000, Benny et al. 2001, O'Donnell et al. 2001) ,

todavía existen diversas interrogantes. Esta situación persiste aun en grupos

aparentemente bien estudiados como los Homobasidiomycetes. En este grupo nuestras



ideas sobre la filogenia ha sufrido diversas modificaciones desde los primeros trabajos a

finales de los noventas (cf. Hibbett et al. 1997, Larsson et al. 2004); por lo que a pesar de

contar con un esquema general de relaciones, todavía existe un gran número de taxones

dentro de este grupo que permanecen poco estudiados.

Una de las familias tradicionales de Homobasidiomycetes cuya sistemática ha resultado

compleja es Clavariaceae Chevall. Las primeras clasificaciones para este grupo (Fries

1821) incluían hongos de esporomas clavados y ramificados con himenio anfígeno, sin

importar el tipo de espora que presentaban -basidio o ascospora. Posteriormente

durante el siglo XX se propusieron diversas delimitaciones para este taxón (e.g. Donk

1933,1964; Corner 1970; Jülich 1981; Hawksworth et al. 1995; Kirk et al. 2001) -por lo

general sin el apoyo de un esquema de relaciones filogenéticas - y en la actualidad han

sido escasos y poco fructíferos los esfuerzos por dilucidar las afinidades filogenéticas de

esta familia (Boidin et al. 1998, Pine et al. 1999, Kim & Jung 2000).

Dentro de Clavariaceae tradicionalmente se ha incluido a Ramaríopsís (Donk 1964, Corner

1970, Jülich 1981, Hawkswort et al. 1995) . Si bien otras propuestas lo consideran dentro

de Gomphaceae (Petersen 1988, Kirk et al. 2001), Villegas et al. (1999) realizaron un

análisis filogenético para esta familia y encontraron que este género no pertenece a ella. La

historia taxonómica de Ramariopsís ha sido polémica casi desde sus inicios a mediados

del siglo XX (Corner 1950). Actualmente existen dos delimitaciones propuestas para el

género (cf. Corner 1950, 1970; Petersen 1966, 1978), las cuales involucran a su vez a los

géneros Clavaría y Clavulinopsís (Petersen 1978), y no existe hoy en día algún intento por

aproximarse a esta polémica aplicando alguna metodología filogenética -cualesquiera

sea. La relevancia de esta polémica radica en que en ella están involucrados los géneros

que consituyen propiamente el núcleo taxonómico de la familia Clavariaceae

- Ramariopsís, Clavaría y Clavulinopsís, únicos taxones comunes a casi todas las

delimitaciones modernas de la familia-de esta forma, el aproximarse a esta disputa

taxonómica a través de una metodología tilogenética implica comenzar a desenmarañar el

gran dilema taxonómico que representa Clavariaceae, familia de la cual tenemos un

conocimiento insuficiente.
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Al abordar la delimitación de Ramariopsis desde un punto de vista filogenético, uno de los

primeros problemas que enfrentamos es la selección de grupos externos. El objetivo

central de la presente investigación es someter a prueba la monoñlia putativa de las

delimitaciones tradicionales, por lo que una adecuada selección de grupos externos es

crucial. Actualmente contamos con un protocolo para realizar esta selección (Nixon &

Carpenter 1993) pero, como se argumentará a lo largo del presente trabajo, este protocolo

resultó insuficiente debido fundamentalmente a la complejidad en torno a las relaciones

dentro de esta familia (Pine et al. 1999). Debido a esto, durante el desarrollo de la presente

investigación se implementaron modificaciones y adiciones que incluyeron la diferenciación

entre grupo externo operativo y grupos externos taxonómicos, este último término

acuñado durante la investigación y derivado en cierta medida de los trabajos de de Pinna

(1994), Weston (1994) y Keller (1998).



2. Historia taxonómica y conocimiento actual de Clavariaceae Chevall.

Resumen

Se presenta una breve revisión de la historia taxonómica de la familia Clavariaceae, desde

las primeras clasificaciones del s. XIX hasta el conocimiento que se tiene de su filogenia,

con énfasis en las propuestas elaboradas durante el s. XX. La familia Clavariaceae en el

último siglo incluyó, en sus distintas delimitaciones, hasta treinta géneros, de los cuales

trece han sido incluidos en diversos trabajos filogenéticos. Estos trabajos nos indican que

Clavariaceae es polifilética bajo todas sus delimitaciones y únicamente los generos Clavaría

y Clavulinopsis conforman un grupo monofilético consistente en todos los análisis que los

han incluido.

Introducción

Los hongos clavarioides en sentido amplio constituyó (e.g. Fries 1821) un conjunto

heterogéneo de especies sin relación filogenética entre sí, en el cual se incluyeron todas las

especies con esporomas de forma clavada - clavas simples o con una bifurcación

apical- o ramifica~a, independientemente del tipo de esporas que produzcan -e.g. asco

o basidiospora. El término c1avarioide acualmente se emplea para referirse al conjunto de

Homobasidiomycetes con basidiomas erectos en columnas o arbúsculos (Petersen 1988)

-también denominados basidiomas columnares (Clémenc;on et al. 2004)- de himenio

liso, aunque también puede incluir formas pendientes (Comer 1950). El tipo de

geotropismo del basidioma marca dos acepciones contemporáneas de hongo c1avarioide:

Petersen (1988) lo circunscribe a los de geotropismo negativo -basidiomas erectos­

refiriendo a los de geotropismo positivo - basidiomas pendiente - como hongos

hericioides; en tanto que Comer (1950, 1970) incluye ambos tipos de geotropismo en el

término clavarioide. En ambas acepciones hongos c1avarioides representa un término

descriptivo -dada la evidente heterogeneidad de relaciones filogenét icas. Algunos autores

(e.g. Hibbett 2004) han empleado el término en el sentido de un "gremio" -especies con

estructuras que experimentan presiones selectivas semejantes (Harvey y Pagel 1991)­

con la finalidad de estudiar la evolución de este patrón morfológico. Como señaló Petersen
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(1988), es necesario hacer énfasis en la distinción entre clavarioides y Clavariaceae, el

primero es un término informal y el segundo un nombre científico - con todas sus

implicaciones. El presente trabajo se circunscribe únicamente a la historia taxonómica de

Clavariaceae , pero evidentemente ésta se traslapa en múltip les ocasiones con la evolución

del término "c1avarioide".

El siglo XIX, periodo "friesiano" de la clasificación

La primer clasificación de Fries (1821) reconoce al orden de los Clavati, dentro del cual

incluye diversos géneros que comprenden tanto especies con aseas (e.g. Geoglossum)

como especies con basidios (e.g. Clavaria). basándose fundamentalmente en la forma del

esporoma y la disposición del himenio - liso y recubriendo toda la superficie.

Posteriormente, Fries y Karsten durante el s. XIX emplean rasgos como el color de las

esporas a manera de caracteres auxiliares en la clasificación de las Clavariella (Petersen

1971) .

El nombre Clavariaceae es comúnmente referido a la autoría de Chevallier (1826), quien a

su vez se refirió a este taxón como el orden Clavariae, empleando una clasificación

equivalente en lo general a la propuesta por Fries (1821) poco antes. El Código de

Nomenclatura (Anónimo 2002) indica que los taxones referidos en la categoria de órdenes

deben ser considerados con el rango de familia (Art. 18.2) Y se les aplican los mismos

principios de tipificación y prioridad (Art. 18). Pero a pesar de que Fries publicó

previamente su ardo Clavati, el nombre que se emplea hoy en día es Clavariaceae Chevall.

Fries refiere su ardo a Clavaria Vaill. de 1727, el cual es un nombre ilegítimo (Donk 1954) y

el código especifica que los nombres de familias basados en nombres genéricos ilegítimos

son a su vez ilegítimos (Art. 18.3), por lo que la combinación aceptable sería Clavariaceae

Chevall. tipificado con Clavaria Fr., el cual es un nombre conservado (Donk 1933, 1954).

La clasificación de Clavariaceae seguía siendo muy heterogénea, y el primer autor en

excluir explícitamente a los Ascomycetes en la clasificación fue Berkeley en su Outlines ot

British Fungology de 1860 (Jülich 1981); trayendo como consecuencia que los géneros de

Ascomycetes con ascomas c1avarioides fueran segregados. Aunque esto significó un

avance en la clasificación, todavía no se incluía un estudio detallado del basidio, por lo que
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en el orden Clavariei de Berkeley seguían incluyendose géneros morfológicamente muy

heterogéneos -e.g. Clavaría y Calocera .

El siglo XX

En el siglo XX la primera clasificación relevante es la de Patouillard (1900), la cual

representa un avance signif icat ivo con respecto a los esquemas predominantes que le

precedieron (Donk 1971) -e.g. Persoon (1801), Fries (1821)- y su influencia alcanza las

clasificaciones modernas (e.g. Donk 1964). Patouillard incluye un mayor número de

especies en la clasificación, pero deja de lado géneros que habían sido delimitados

previamente (Petersen 1971). A pesar de ello, su esquema de clasificación se considera

como una contribución mayor en tanto empleó diversos caracteres microscópicos y acuñó

términos de uso frecuente hoy en día -e.g. Hétérerobasidiés y Homobasidiés- (Jülich

1981) . Entre los grupos que segregó se encuentran los Aphyllophorales - como un grupo

distinto de Agaricales y Gasteromycetes- dentro del cual ubicó a la tribu Clavariés, que

contenía las series Theléphorés, Clavariés y Physalacries. Más adelante la clasificación

siguió perfeccionándose, ejemplo de ello es el trabajo de Coker (1923) quien incluyó dentro

de la familia únicamente hongos Homobasidiomycetes, aunque continuó delimitando a la

familia únicamente con base en caracteres macroscópicos, considerando a las especies

erectas, simples o clavadas, dendroides, o compuestas por múltiples ramas filiformes, de

tamaño y consistencia variables. Con base en esta delimitación Coker incluyó cinco

géneros (ver tabla 1), todos ellos con homobasidios. Cabe señalar que Coker excluye

Physalacria a pesar de ser un género considerado de manera informal en Clavariaceae

señalando que podría representar un agaricoide primitivo.

Donk (1933) desarrolla una clasificación para los Aphyllophoraceae, fuertemente influida

por el trabajo de Patouillard (1900), donde reconoce siete subfamilias, entre las que incluye

a Clavarioideae, delimitada con base en caracteres macroscópicos - forma del basidioma

e himenio anfígeno- pero también considerando estructuras microscópicas -e.g.

cistid ios, hifas modificadas, características del basido. Esta subfamilia fue divid ida en tres

tribus, Masseeoleae (= Sparassis), Clavarieae y Ramarieae. Esta clasificación representaba

algunas ventajas con respecto de las precedentes, en tanto hizo uso de una mayor

cantidad de caracteres y los grupos delimitados tendían a ser más coherentes.
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et al. 1995 = 1
Kirk et al.
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2001 = 1 = **

Tabla 1. Géneros incluídos en las principales propuestas de clasificación para Clavariaceae en el siglo XX. La delimitación de cada
género sigue la propuesta original de cada autor mencionado (ver texto). O Género incluido dentro de la familia, {9 Género no aceptado
por el autor O Género reconocido pero excluido de la familia {:;; Genero desconocido o no mencionado por el autor. * Lentaria Comer,
** Physalacria Peck. 1.- Actiniceps Berek . & Broome, 2.- Allantula Comer, 3.- Aphe/aria Comer, 4.- Araeocoryne Comer, 5.­
Ceratellopsis Konr. &Maubl., 6.- Clavaria L: Fr., 7.- Clavulina J . Schoet., 8.- Clavulinopsis Over., 9.- Clavariadelphus Donk, 10.- Deflexula
Comer, 11.- Dimorphocystis Comer, 12.- Hormomitaria Comer, 13.- Lachnocladium Lév., 14.- Macrotyphula R.H. Petersen, 15.­
Mucronella Fr., 16.- Multic/avulaR.H. Petersen.
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Tabla 1(continucación). Géneros incluídos en las principales propuestas de clasificación para Clavariaceae en el siglo XX. La delimitación
de cada género sigue la propuesta original de cada autor mencionado (ver texto). O Género incluido dentro de la familia, 0 Género no
aceptado por el autor D Género reconocido pero excluido de la familia 6 Genero desconocido o no mencionado por el autor. 17.­
Myxomycídíum Mass.,18.- Parapterulícíum Comer, 19.- Phaeoaphellaría Comer, 20.- Pístíllaría Fr., 21. - Pístíllína Qué!., 22.­
Pseudotyphula Comer, 23.- Pterula Fr., 24.- Pterulícíum Comer, 25.- Ramaría Fr. ex Bonord., 26.- Ramaríopsís Comer, 27.­
Setígeroclavula Petersen, 28.- Sparassís Fr., 29.- Scytínopogon Singer, 30.- Tumídapexus O.A. Crawf., 31.- Typhula Fr.
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Un ejemplo de ello fue Clavaria, que se dividio en tres secciones y un subgénero

-Clavaria subg. Ramaríopsis. Pero aún así, Donk no hizo uso de algunos géneros que ya

habían sido delimitados y algunos otros fueron puestos en sinonimia -e.g. Clavulinopsis

es considerado como sinónimo de Clavulina en Cantharelloideae trib. Clavulineae.

La época moderna

Sin lugar a dudas, el trabajo de Comer (1950) marca un hito en la clasificación de los

hongos clavarioides . En su monografía, Comer reconoce veintisiete géneros en vez de los

once o doce tradicionalmente empleados; entre los géneros reconocidos se encuentra

Ramaríopsis. Comer fundamentó su clasificación principalmente en caracteres

microscópicos, como la trama hifal, modificaciones hifales, características del basidio y

caracteres esporales, empleando de manera auxiliar caracteres macroscópicos. Uno de

los avances sobresalientes en el trabajo de Comer, lo representa el estudio detallado de

los patrones morfológicos macroscópicos -tradicionalmente esta familia se delimitaba

con base en la presencia de basidiomas clavados o ramificados - describiendo patrones

ontogenéticos del basidioma que permiten distinguir varias categorías de basidomas -e.g.

los patrones radial y aplanado en basidiomas ramificados. A pesar del avance que

significó su clasificación, Comer elude delimitar familias y agrupa los géneros en series. En

la serie-Clavaria incluye a Clavaría, Clavulinopsis, Ramaríopsis y Clavulina, aunque también

plantea que dentro de esta serie podrían reconocerse tres sub-series, Clavaría, Clavulina y

Ramariopsis-Glavulinopsis, esta última con base en su construcción hifal -no

especializada, monomítica, fibulada e inflada.

Donk (1964) presenta una modificación de su clasificación previa (Donk 1933),

reconociendo a los Aphyllophorales como un orden, todavía con cierta influencia del

esquema general de Patouillard (1900). Dentro de Clavariaceae, Donk reconoce dos

subfamilias Pteruloideae y Clavarioideae, la primera de su autoría y la segunda

correspondiente con el taxón delimitado por Gray en 1821. Además de las dos subfamilias

Donk incluye siete géneros que no clasifica en ninguno de los taxones. En su delimitación

Donk reconoce que Clavariaceae en sentido amplio - especies clavadas o ramificadas de

himenio anfígeno- es un grupo conveniente (e.g. práctico) pero ostentosamente artificial

como había sido argumentado previamente (Donk 1933, Comer 1950). La nueva
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propuesta de Donk (1964) se estructura a partir de caracteres macroscópicos tradic ionales

-clavados o ramificados, geotropismo del basidiorna, distribución del himenio- pero

emplea abundantes caracteres microscópicos de manera secundaria -trama hifal, fíbulas,

modificaciones hifales, características del basido, caracteres esporales y reacc iones

microquímicas. Esta nueva propuesta const ituye una ampliación de la tribu Clavarie (Donk

1933), pero se diferencia en que excluye especies con himenio aplanado no anfígenos

-e.g. Sparassis- o demasiado divergentes microscópicamente -e.g. Ramaria-; así

mismo, incluye diversos géneros delimitados por Comer (1950), aunque las subfamilias

que propone no corresponden con las series que Comer reconoce ya que lO •• • another

modern school of thought prefers a very comprehensive family rather than this splitting up.

.. ." (Donk 1964 p. 253).

Comer (1970) formaliza la delimitación de familias y circunscribe a Clavariaceae a partir de

en la presencia de basidiomas clavados o ramificados , caracteres esporales y la presencia

de hifas infladas. Con base en estos caracteres Clavariaceae incluye solamente cuatro

géneros que difieren ligeramente de su propuesta original (Comer 1950), pero no considera

algunos géneros modernos -e.g. Multiclavula Petersen- (ver tabla 1). Comer (1970)

señala que la familia podria representar un relicto de un grupo c1avarioide ancestral que

hubiese originado a los Agaricales .

Jülich (1981) propone una nueva delimitación para Clavariaceae incluyendo géneros

clavados o ramificados, con geotropismo positivo o negativo e hifas infladas con septos de

constricción conspicuos. Este autor enumera cuatro géneros (ver tabla 1) de manera

explícita y a pesar de que incluye entre los caracteres diagnósticos la presencia de

geotropismo negativo - basidiomas pendientes- , ninguno de los géneros enlistados

exhibe esta característica; Jülich señala además que esta familia trad icionalmente incluía

diversos géneros no relacionados (d. Donk 1964) y que posiblemente su ancestria pueda

ubicarse en los Auriculariales. Esta propuesta se asemeja a la de Comer (1970), pero

difiere en que Scytinopogon se excluye, con base en el patrón de ornamentación de las

esporas y la forma y talla de los basidios . Jülich erige la familia Scytinopogonaceae para

ubicar a este último taxón e incluir en la clasificación el grado de divergencia que percibe.
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No existen trabajos taxonómicos formales posteriores a la clasificación de Jülich (1985)

que argumenten una nueva clasificación para Clavariaceae. Las únicas delimitaciones

adicionales para la familia son las incluidas en el tradicional Ainsworth & Bisby's Dicctionary

of the Fungi, el cual a través de sus últimas ediciones (Hawksworth et al. 1995, Kirk et al.

2001) pretende actualizar la clasificación con base en las propuestas disponibles a la fecha

de publicación (ver tabla 1). La clasificación propuesta en la 8a edición (Hawksworth et al.

1995) difiere ligeramente de la propuesta de Comer (1970), pero incluye géneros

modernos que en algunos casos Comer excluyó -e.g. Multiclavula Petersen- o no

habían sido circunscritos -e.g. Setigeroclavula Petersen. Para la 9a edición (Kirk et al.

2001) la clasificación de la familia coincide en lo general pero excluye algunos géneros

-e.g. Ramariopsis- coincidiendo parcialmente con otras propuestas, Ramariopsis en

Gomphaceae acorde con Petersen (1988) y Phaeoaphelaría en Aphelariaceae acorde con

Comer (1970).

A lo largo del siglo XX fueron incluidos un total de treinta géneros en las principales

clasificaciones para Clavariaceae (ver tabla 1), pero cabe mencionar que existen

discrepacias en la delimitación de varios de ellos -e.g. Pistillaria y Pistillina (Berthier 1976),

Ramaríopsis, Clavaría y Clavulinopsis (Petersen 1978)- por lo que los taxones listados

corresponden únicamente con la propuesta de cada autor, ya que una revisión exhaustiva

de la delimitación de cada género comprendido en Clavariaceae a través de su historia va

más allá del objetivo de la presente revisión.

Filogenia y clasificación

Actualmente existen algunos trabajos filogenéticos que han incluido hongos considerados

en la familia Clavariaceae, sobresaliendo los de Pine et al. (1999) y Humpert et al. (2001).

Otra fuente de información filogenética proviene de los trabajos generales para

Homobasidiomycetos; donde sobresalen los trabajos de Hibbett y Thorn (2001), Hibbett y

Binder (2002) y recientemente el de Larsson et al. (2004). Con base en estos últimos se ha

logrado dilucidar un esquema general de relaciones entre los Homobasidiomycetos.

Aunque cada trabajo han generado diferentes hipótesis (cf. Hibbett y Binder 2002, Larsson

et al. 2004), existe congruencia en lo general entre los esquemas descubiertos (ver figura1)
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Figura 1. Dos de los principales esquemas de relaciones filogenéticas para los
Homobasidiomycetes. a) esquema propuesto por Larsson et al. (2004), corresponde al análisis de la
matriz completa con esquema de exclusión de datos "liberal" b) esquema propuesto por Hibbett y
Binder (2002), corresponde al análisis de parsimonia igualmente pesada. Los nombres de los ciados
en el esquema b fueron homologados siguiendo la nomenclatura de Larsson et al. (2004) - e.g. el
ciado ateloide de Larsson et al. (2004) se encuentra incluido en el ciado euagarical de Hibbett y
Binder (2002) y no recibió un nombre por parte de estos autores- .

en tanto se reconocen básicamente los mismos ciados pero las relaciones entre y dentro

de estos difieren.

Estos esquemas generales nos brindan un marco de referencia para ubicar a los géneros

de Clavariaceae que han sido incluidos en trabajos filogenéticos. De los treinta géneros

referidos a esta familia (ver tabla 1), trece han sido incluidos en los principales trabajos

filogenéticos disponibles ya sea para hongos clavarioides en particular o para

Homobasidiomycetos en general, ubicándose la mayoría de éstos en el ciado Euagarical

(ver tabla 2).

En general, estos trabajos han confirmado la polifilia de la familia en cualesquiera de sus

delimitaciones, algo que parecía evidente desde tiempo atrás (Donk 1933, Comer 1950).

De los estudios disponibles, son pocos los que han incluido representan tes de Clavaría

sensu strícto -e.g. sensu Comer (1950)- a pesar de que este género es de cap ital

importancia, ya que nomenclaturalmente constituye el género tipo de Clavariaceae y

cualquier propuesta que pretenda fundamentar una delimitación filogenét ica para la familia

debería incluirlo. En los estudios donde se han incluido representantes de Clavaría, éstos

aparecen conformando un grupo monofilético con representantes de Clavulinopsis dentro
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Clavaria 3,5,9" 9"
Clavulina 1, 2, 3,4, 5,

6,7,9,10
Clavulinopsis 3,5, 7,9

Clavariadelphus 1,2,3,4,5,9,10
Oeflexula 1, S*

Lachnocladium 5, 11
Macrotyphula 1, 3, 5, 9

Multiclavula 1,2,3, 4,6,
7, 9,10

Mucronel/a 5
Pterula 3, S*, 9

Ramaria 1, 2,3,4*, 5, 6, 7,
9, 10

Sparassis 2, 3, 6, 9*, 9"
10, 12

Typhula 1,2,3,4,5,
6,7,9,10

Tabla 2. Ubicación de los géneros referidos en Clavariaceae en los ciados reconocidos en las
principales propuestas filogenéticas para Homobasidiomycetos. Los números en cada celda
corresponden a alguno de los trabajos enlistados a continuación: 1 Hibbett y Binder (2002), 2 Hibbett
et al. (1 997), 3 Hibbett y Thorn (2001), 4 Humpert et al. (2001), 5 Larsson et al. (2004), 6 Lutzoni et al.
(2004), 7Moncalvo et al. (2002), 8 Munkacsi et al. (2004), 9 Pine et al. (1999),10Tehler et al. (2003), 11

Larsson y Larsson 2003, 12 Wang et al. (2004). " Género no monofilético/ resultados ambiguos (ver
texto).

del ciado euagarical (Pine et al. 1999, Larsson et al. 2004), pero en el caso del estudio de

Pine et al. (1999) Clavaría aparece como un género no monofi lético. Este último resultado

aparentemente deriva de los efectos del fenómeno de atracción de ramas largas (Pine et

al. 1999) e involucra también a Sparassís; pero considerando que solamente se han

incluido dos especies de Clavaría por trabajo en un género que con tiene por lo menos

veinticinco especies (Comer 1970, Kirk et al. 2001); los resultados son todavía

preliminares.

El único estud io filogenético enfocado primordialmente a los hongos clavarioides es el de

Pine et al. (1999). Los resultados de ese trabajo indican que existe un núcleo de

Clavariaceae -e.g. un grupo monofilético que incluye representantes de Clavaría sensu

strícto- que coincide parcialmente con la delimitación de Kirk et al. (2001), pero el estudio

general para Homobasidiomycetes de Larsson et al. (2004) difiere en el contenido de este

núcleo (ver figura 2).



14

Con base en los análisis d isponibles, Macrotyphula y Typhula conforman un grupo

monofilético; pero posib lemente éste no forma parte del núcleo de Clavariaceae debido a

que a medida que se increm enta el muestreo (cf. Pine et al 1999 y Larsson et al 2004)

Macrotyphula+Typhula parecen alejarse del núcleo de Clavariaceae (ver Figura 2). Cabe

mencionar que la afinidad entre Clavaría y Clavulínopsís había sido reconocida tiempo atrás

(Comer 1950) e inclusive Petersen (1978) transfirió parte de Clavulínopsís hacia Clavaría

subg. Clavulínopsís , aunque es necesario un estudio más detallado antes de aceptar este

cambio nomenclatural .
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Figura 2. Ciado euagarical según dos estud ios filogenéticos relevantes para Clavariaceae. a)
euagaricales sensu Larsson et al. (2004), corresponde con el análisis de la matriz completa con
esquema de exclusión de datos "liberal", b) euagaricales sensu Pine et al. (1999), corresponde con
el consenso estricto del análisis de la matriz completa. La flecha en a indica la posición del ciado
Macrotyphula+Typhula.
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La filogenia y clasificación de Clavariace se han demostrado ser los problemas

taxonómicos más apasionantes y complicados de la micología contemporánea y

constituyen un ejemplo claro del avance de la sistemática como ciencia, en tanto se ha

beneficiado de los avances técnicos, metodológicos y conceptuales. Actualmente

sabemos que esta familia muy posiblemente se ubique dentro del ciado Euagarical , pero

no conocemos cuál podría ser su mejor circunscripción .

Cabe mencionar que había sido propuesto con anterioridad un vínculo entre clavarioides y

agaricales (Comer 1970) , afirmandose que estos dos grupos compartirían un ancestro

c1avarioide. Actualmente el conocimiento que tenemos de la evolución de la forma del

basidioma todavía no es satisfactorio (Hibbett 2004), pero seguramente al abordar

filogenéticamente la delimitación de Clavariaceae generaremos un marco de referencia

satisfactorio para un estudio formal de la evolución de estos organismos.
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3. La diversidad morfológica como criterio para selección de grupos

externos taxonómicos: Un ejemplo en Ramariopsis sensu lato

(Clavariaceae: Fungi).

Resumen

Los grupos externos han sido empleados en los análisis c1adísticos para la po larización de

caracteres, ya sea por contrastación o como orientadores y/o enraizadores de

cladogramas. Su relevancia para corroborar la monofilia del grupo interno ha sido señalada

solamente de manera marginal. El presente trabajo argumenta la importancia de la

distinción entre grupos externos taxonómicos y operativo, así como la importancia de un

muestreo adecuado. Se argumenta a favor de la diversidad morofológica como criterio

para la selección de grupos externos taxonómicos, ejemplificándose a través de la prueba

de monofilia de Ramaríopsís sensu lato.

Diferentes funciones del grupo externo

Los grupos externos han sido empleados fundamentalmente para la polarización de

caracteres en los análisis filogenéticos, pero su función ha sido interpretada de diferentes

maneras , a veces divergentes (ver de Pinna 1996, Keller 1998 y referencias ahí citadas).

Keller (1998) reconoció en lo general tres formas de operación de los grupos externos en

los análisis cladistas: polarización individual de caracteres (e.g. por contrastación con el

grupo interno), enraizamiento de cladogramas y orientación de c1adogramas. La

polarización individual de caracteres por contrastación con el grupo interno había sido

hasta hace algunos años la interpretación más frecuente del empleo de los grupos

externos (Crisci & Stuessy 1980, Watrous & Wheeler 1981, Donoghue & Cantina 1984,

Maddison et al. 1984, Colless 1985, Wiley et al. 1991 , Forey et al. 1992), en tanto que la

polarización a través de la orientación y/o enraizamiento de c1adogramas (Farris 1982,

1983; Nixon & Carpenter 1993; De Pinna 1994 ; Struwe et al. 1994; Barriel & Tassy 1998;

Kitching et al. 1998; Bryant 2001) constituye una interpretación más reciente y común hoy

en día. Esta, así mismo, tiene la ventaja adicional de constituír una aplicación directa de la

parsimonia para la inferencia de la polaridad (Farris 1982).
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A pesar del aparente consenso en la función del grupo externo, existen todavía diferencias

con respecto a la forma precisa en que actúa, interpretandose por un lado como

enraizador (Nixon & Carpenter 1993, Donoghue & Cantina 1984, Maddison & Maddison

2001) Y por otro como orientador de c1adogramas (de Pinna , 1994; Weston 1994). La

diferencia entre estas dos posiciones reside en si es posible o no inferir una raíz total para

el c1adograma (de Pinna 1994, Weston 1994, Keller 1998) (e.g. una raíz tanto para el grupo

interno como para el grupo externo).

Aquéllos que argumentan a favor del grupo externo como enraizador sostienen por un lado

que la raíz se encuentra en un nodo adicional creado entre el nodo del grupo externo y el

nodo del grupo interno - y por lo tanto se requiere de más de un grupo externo para

obtener un nodo- (Donoghue & Cantina 1984), Ypor otro lado se encuentran aquellos

autores que afirman que la raíz se encuentra en un nodo adicional localizado en la interfase

que conecta a un grupo externo - un único taxon que funciona como grupo externo

operativo - y el resto de los taxones (Nixon & Carpenter 1993) - que funcionan como un

grupo interno operativo.

En contraste, autores como de Pinna (1994) YWeston (1994) sostienen que es imposible

crear un nodo adicional (e.g. una raíz total) debido a que este requeriría de información no

contenida en la matriz y por lo tanto, el nodo que en realidad se optimiza para obtener la

polaridad es aquél que conecta al grupo externo operativo con el grupo interno operativo,

de esta manera la red obtenida tras un análisis de parsimonia es orientada y no enraizada

como se había argumentado. Una consecuencia fundamental de esta afirmación es que el

empleo del método de grupo externo presupone que el conjunto de los taxones orientados

(grupo interno operativo) es monofilético con respecto al grupo externo operativo -el taxón

empleado para orientar la red (de Pinna 1994, Keller 1998). Esta posición coincide con la

de Nixon y Carpenter (1993), ya que estos autores parten del supuesto que el grupo

interno debe ser monofilético y en el caso que se incluya más de un grupo externo y

alguno de éstos se "mezcle" con el grupo interno debe tomarse como evidencia de que el

grupo interno no es monofilético.
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Al respecto de incluir más de un grupo externo, Barriel y Tassy (1998) señalaron tres de los

principales beneficios derivados de esta práctica: permite prevenir los efectos nocivos de

una mala selección, aumenta el nivel de generalidad del análisis y en permite poner a

prueba la monofilia putativa del grupo interno. Adicionalmente, Barriel y Tassy (1998)

reconocen de manera intuitiva el drástico efecto que puede tener la selección de un grupo

externo en particular para enraizar los c1adogramas -selección del grupo externo

operativo- en la monofilia putativa de componentes del grupo interno . Por otro lado,

Grandacolas et al. (2004) señalaron que un mayor número de grupos externos

proporcionan un espectro más amplio de comparación en estudios enfocados al análisis

de la evolución de caracteres y por tanto incrementan la severidad de la prueba.

Grupos externos: grupo externo operativo y grupos externos

taxonómicos.

Nixon y Carpenter (1993) señalaron que los taxones incluidos como grupos externos no

deben conformar necesariamente un grupo monofilético, más aun "In fact, it is not

necessary to have more than one outgroup" (p.423), pero así mismo señalan que un

muestreo amplio es preferible bajo la lógica de "Basic samplig theory predicts that denser

samples are better. . ." (p.421), lo cual nos permitiría someter a prueba la monofilia putativa

del grupo interno. Estos señalamientos hacen referencia a dos propiedades relevantes de

la orientación/enraizamiento de c1adogramas por el método del grupo externo: a) un solo

taxón es empleado para orientar/enraizar el o los c1adogramas -grupo externo operativo

sensu de Pinna (1994) y Keller (1998)- lo cual presupone la monofilia putativa del grupo

interno operativo -el resto de los taxones- por lo menos con respecto al grupo externo

(Keller 1998) y b) la inclusión de más de un grupo externo -grupos externos

taxonómicos - es la estrategia más eficiente para someter a prueba la monofilia putativa

del grupo interno, por lo que un muestreo más amplio de grupos externos taxonómicos

- no sólo en cantidad sino fundamentalmente en diversidad - permitirá una prueba más

severa de la monofilia putativa del grupo interno. Con base en estas propiedades la

estrategia de muestreo de grupos externos debe considerar la diferencia metodológica que

existe entre el grupo externo operativo y los grupos externos taxonómicos.

~ --- - - - - - - - - - - - -
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La importancia de hacer una distinción explícita entre grupo externo operativo y grupos

externos taxonómicos, reside en que al tener funciones distintas, los criterios de selección

y el empleo de cada uno debe corresponder con las funciones y propiedades que los

caracterizan . La selección del grupo externo operativo necesariamente parte del supuesto

de que el grupo interno operat ivo (grupos externos taxonómicos + grupo interno) es

monofilét ico en contraste con el grupo externo operat ivo, lo cual implica que esta monofilia

putativa no será sometida a prueba y por tanto la selección de este taxón constituye una

presuposición adicional -semejante al conocimiento de respado en el sentido de Kluge

(1997). Caracterizar la selección de grupos externos como una presuposición adicional es

una idea que también ha sido esbozada por Barryel y Tassi (1998), pero estos autores no

distinguen entre los dos diferentes tipos de grupos externos - cuya función y proceso de

selección difieren.

De esta manera, en función de estas propiedades, en un análisis tenemos un grupo

externo operat ivo - para orientar el cladograma - y un grupo interno operativo

- monofilético en contraste con el grupo externo operativo. Este último incluye los grupos

externos taxonómicos y al grupo interno taxonómico -e.g. nuestro grupo de interés (ver

Figura 1).

GIO
.__------./"0.-------_

GEO DET GET GET

Figura 1. Diagrama esquematizando los diferentes tipos de grupos externos e internos. GEO =

grupo externo operativo, GIO =grupo interno operativo , GET =grupo externo taxonómico, GIT =
grupo interno taxonómico.
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Como lo habían señalado Nixon y Carpenter (1993) , existe confusión alrededor de algunas

de las características que debe presentar el grupo externo operativo para cumplir su

función, esta confusión parece extenderse hasta nuestros días con pertinacia (e.g. Brooks

& McLennan 2002). Dos de las de nociones erróneas que han permanecido y se

encuentran más ampliamente distribuidas señalan que: el grupo externo operativo debe

ser el grupo hermano, o por lo menos un taxón plesiomórfico con respecto al grupo interno

operativo (Watrous & Wheeler 1981; Donoghue & Cantina 1984; Maddison et al. 1984;

Colless 1985; Lyons -We iler et al. 1996, 1998; Tarrio et al. 2000; Dalevi et al. 2001; Graham

et al. 2002). Nixon y Carpenter (1993) así como Eldrege y Cracraft (1980) argumentan que

no es necesario que el grupo externo sea el grupo hermano del grupo interno, sino que

únicamente se requ iere que no forme parte del grupo interno y que exhiba algunos

caracteres que puedan ser comparables con el grupo interno.

Así mismo, tampoco se requiere que el grupo externo sea plesiomórfico con respecto al

grupo interno ya que el grupo externo tiene la función de servir como punto de contacto

entre el grupo interno y el resto del árbol de la vida (Weston 1994). Pongamos como

ejemplo la matriz y el c1adograma de la figura 2. En la figura 1a se observa que los taxones

A1, A2 YA3 - nuestro grupo interno o grupo de interés que denominaremos A' 23­

conforman un grupo monofilético soportado por la sinapomorfía del estado 1. El grupo A123

puede reconocerse como monofilético sin necesidad de orientar el árbol, ya que los

taxones son adyacentes en la topología sin orientar (figura 2c) pero más aun, si el

c1adograma es orientado con un grupo externo apomórfico, digamos el taxón E (figura 2b),

se deducen las mismas conclusiones básicas con respecto de Am : que es un grupo

monofilético y es soportado por la sinapomorfía del estado 1. El estado 1 no pierde su

cualidad de estado derivado compartido (sinapomórfico) y el grupo Am no pierde su

estatus de grupo monofilético. Cabe mencionar que la cualidad apomórfica de E deriva de

la topología en 2a, e información adicional (e.g. sinapomorfías propias de E) que se omiten

en el presente ejemplo para poder centrar nuestra atención en lo que sucede con la

sinapomofía del grupo Am . Como podemos observar, las conclusiones sobre la monofilia

de A'23y la sinapomorfía que lo soporta son independientes de la cual idad apomórfica o

plesiomórfica del taxón empleado como grupo externo operativo, este taxón simplemente
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Figura 2. Matriz para ocho taxones y un carácter. a) c1adograma orientado con el grupo externo

operativo, b) mismo c1adograma orientado con el grupo externo E, c) mismo cladograma sin

orientación. GEO= grupo extemo operativo.

cumple las funciones de permitirnos reconocer la polaridad del carácter por medio de la

orientación del c1adograma.

La decisión con respecto a la polaridad o la monofilia podría cambiar en el presente

ejemplo únicamente en el caso de que seleccionáramos como grupo externo operativo a

algún taxón del grupo Al 23 -digamos A1 en la figura 3 . Esto resulta, en el presente caso,

como consecuencia de violar el supuesto que nos indica que el grupo externo operativo no

debe formar parte del grupo interno operativo -a manera de una presuposición adicional

no sujeta a prueba. En este caso (figura 3) A1 forma parte del grupo A123, por lo que el

grupo interno operativo no es monofilético con respecto del grupo externo operativo.

GEO

'-.0 B

e

D

E

A2

A3

Al

Figura 3. Mismo c1adograma de la figura 1, orientado con un taxón del grupo interno -grupo de

interés . Obsérvese el cambio de polaridad en comparación con la figura 2.
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Imaginemos que la situación ilustrada corresponde con una situación en la que deseamos

inferir la filogenia del género A y deseamos saber si nuestro grupo externo operativo debe

pertenecer al género B, C, O o E. Con base en la literatura convencional (e.g. Kitching et al.

1998, Schuh 2000), deberíamos seleccionar un taxón plesiomórfico -digamos el taxón

B- pero como se demuestra en el ejemplo , las conclus iones no varían en el caso de

seleccionar como grupo externo operat ivo a un taxón apomórfico - el taxón E en este

caso. Este ejemplo únicamente atañe a lo relacionado con la selección del grupo externo

operativo, en el caso de que el objetivo de nuestra investigación sea someter a prueba la

monofilia del género A -o sospechemos de su monofi lia putativa- la selecc ión del grupo

externo operativo deberá complementarse con una amplia selección de grupos externos

taxonómico.

Cabe señalar que el cambio en la polaridad no solamente es un resultado de violar el

supuesto de monofilia del grupo interno operativo con respecto al grupo externo operativo,

sino que fundamentalmente refleja la relación intrínseca que existe entre la orientación y la

polaridad de los caracteres, como se mencionó anteriormente.

Algunos autores (Wheller 1990, Nixon & Carpenter 1993, Schuh 2000) han argumentado

que en el caso de que la selección del grupo externo operat ivo no sea clara -e.g. por el

grado de divergencia del grupo interno- se debe recurrir al empleo de un grupo externo

hipotético, pero debido a que el grupo externo operativo no necesariamente debe ser

plesiomórfico con respecto al grupo interno, la opción de emplear un ancestro hipotético

como grupo externo operativo no puede considerarse como preferible frente a la opción

de emplear un taxón real. Inclusive el empleo de un ancestro hipotético construido con

base en diversos grupos externos "candidatos" consituye un empleo inadecuado de esta

estrategia (Bryant 1997). De manera semejante, las estrategias diseñadas para cuantificar

las plesiomorfías-apomorfías aparentes para seleccionar al grupo externo operativo (Lyon­

Weiler et al. 1996, 1998) tampoco cubren un criterio necesario para seleccionar entre

diversas opciones de grupo externo operativo, ya que parten del supuesto de que el grupo

externo debe ser un taxón con un mayor número de plesiomorfías aparentes (sensu Lyon­

Weiler), aunadado a las limitac iones inherentes a la metodología (Faivovich 2002, Farris

2002, Simmons et al. 2002).
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Otra opción propuesta para situaciones en que la selección del grupo externo no parece

ser "evidente" es el enraizamiento en el punto medio (Swofford et al. 1996, Tarria et al.

2000) , en esta opción se descarta el empleo de un grupo externo y se localiza la raíz

arbitrariamente en un punto del cladograma no orientado - el punto medio. Esta

propuesta no consituye en si misma una alternativa para la selección del grupo externo , ya

que simplemente argumenta a favor de un método distinto al de grupo externo para

enraizar los c1adogramas, favorec iendo una opción arbitraria.

En el caso de existir una aparente alta divergencia entre el grupo interno y el grupo externo

operativo seleccionado, se puede complementar el muestreo con grupos externos

taxonómicos intermedios entre el grupo interno y el grupo externo operativo, aun y cuando

nuestro objetivo no sea someter a prueba la monofilia del grupo interno, seleccionando al

más lejano - con base en información filogenética o propuestas de clasificación previas­

como grupo externo operativo. Esta opción - incluir grupos externos taxonómicos

cercanos y lejanos- resulta preferible sobre la opción de inferir un ancestro hipotético o

renunciar al empleo de un grupo externo , como lo han demostrado estud ios de caso (e.g.

Graham et al. 2002).

Otra metodología para seleccionar un grupo externo operativo fue propuesta por Barriel y

Tassy (1998). Estos autores sostienen que en el caso de existir dudas sobre cual debe ser

el grupo externo operativo, se deben incluir diversos taxones "candidatos" en la matr iz y

orientar los cladogramas alternativamente con cada taxón, realizando un consenso estricto

con las diferentes orientaciones. Esta propuesta tiene la limitación de obtener c1adogramas

poco resueltos, fundamentalmente en el caso de que uno de estos grupos externos

"candidatos" se "mezcle" con el grupo interno -evidencia de que el grupo interno no es

monofilético; esto es una consecuencia de la limitante teór ica de no reconocer las

diferencias operativas entre los distintos tipos de grupos externos - taxonómicos y

operat ivo.

Dadas las cualidades del grupo externo operativo, los criterios para su selección deberán

restringirse fundamentalmente a información filogenética e hipótesis clasificatorias

disponibles, siempre teniendo presente que la función de este taxón será la de orientar los
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cladogramas - polarizando los caracteres en consecuencia - y no la de someter a prueba

la monofilia del grupo interno.

Por otro lado, los grupos externos taxonómicos son aquellos taxones incluidos en el

muestreo cuya función principal es la de someter a prueba la monofilia putativa del grupo

interno, aunque adicionalmente pueden servir como un complemento para estudios

posteriores (e.g. Grandcolas et al. 2004). Mientras más diversa sea la selección de grupos

externos taxonómicos mayor será la severidad de la prueba de monofilia para el grupo

interno. Dada la principal función de los grupos externos taxonómicos, ninguno de estos

taxones deberá ser empleado para orientar los cladogramas ya que esa es la función del

grupo externo operativo -contrario a lo sugerido por Barriel y Tassy (1998).

Para fundamentar la selección de grupos externos, actualmente contamos con el

protocolo propuesto por Nixon y Carpenter (1993). Este sugiere seleccionar más de un

grupo externo en lo general - sin distinguir explicitamente entre ambos tipos - brindando

los criterios generales de sinapomorfías más inclusivas, hipótesis taxonómicas previas

-e.g. clasificaciones- y similitud. Si bien la selección más apropiada depende del

objetivo concreto del estudio, diversos autores han señalado que mientras más amplio sea

el muestreo de taxones incluidos más precisos serán los resultados (Hillis 1998. Hillis et al

2003 para una revisión más detallada). En consecuencia, el muestreo de grupos externos

taxonómicos deberá ser amplio. pero éstos no serán seleccionados solamente con base

en el criterio de número -e.g. varias especies del mismo género- sino fundamentalmente

con base en la diversidad -e.g. una o pocas especies de varios géneros. La diversidad

puede ponderarse con base en diversidad filogenética -e.g. especies de diversos ciados

cercanos y lejanos- o en ausencia de información filogenética una combinación de

clasificaciones previas y diversidad morfológica -e.g. representantes de la variación

morfológica en taxones del mismo rango, una o varias especies por taxón dependiendo de

la diversidad morfológica. En el caso de fundamentar el muestreo con base en información

filogenética también resulta recomendable ponderar la selección con base en la diversidad

morfológica de los grupos externos taxonómicos seleccionados por ejemplo

representando la diversidad morfológica observada en cada ciado. La relevancia de un

muestreo que pondere la diversidad - filogenética y/o morfológica - sobre el número
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radica en que de esta manera se logra incrementar la severidad de la prueba de monofilia

putativa del grupo interno.

Si bien el muestreo de grupos externos taxonómicos debe ponderar la diversidad, siempre

es necesario un marco de referencia, por lo que el muestreo puede auxiliarse de dos

elementos en lo general: a) Información filogenética; contar con una filogenia previa que

incluya algún taxón de nuestro grupo de interés resultará de gran ayuda. Una filogenia

previa puede tomarse como evidencia de la monofilia del grupo interno, pero en este caso

debe tenerse presente que ésta no sería sometida a prueba y que el grupo externo

seleccionado será de tipo operativo únicamente. En diversos caso la información

filogenética puede no estar disponible, por lo que una prospección filogenética puede

brindar información relevante. Ésta consiste en un estudio preliminar que incluye

representantes de la diversidad morfológica del grupo interno y de los potenciales grupos

externos, lejanos y cercanos. Puede realizarse con base en información previa

-secuencias de DNA disponibles al público o información bibliográfica sobre la

morfología - y su principal objetivo es brindarnos un panorama preliminar de la diversidad

filogenética y morfológica que se debe muestrear, un ejemplo de este tipo de trabajos

prospectivos es el de Humpert et al. (2001) para el género Ramaría. b) Clasificaciones

previas, en el caso de no contar con filogenias previas de referencia, también pueden

emplearse las hipótesis de clasificación disponibles, el considerar más de una clasificación

-situación frecuente- tiene la ventaja de permitirnos someter a prueba la monofíalia

putativa del grupo interno desde la perspectiva de diferentes especialistas - sometiendo a

prueba varias hipótesis simultáneamente.

Como se mencionó previamente un muestreo adecuado de grupos externos taxonómicos

es crucial para someter a prueba la monofilia de un taxón, a continuación se presenta un

ejemplo real para el género Ramariopsís donde se ejemplifican los efectos de un muestreo

insuficiente de grupos externos taxonómicos.

El caso de Ramariopsis y la prueba de monofilia

Ramariopsís fue delimitado como un subgénero de Clavaría por Donk (1933) y

posteriormente elevado a la categoría de género por Corner (1950), incluyendo especies
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de basidiomas ramificados y esporas ornamentadas, ubicándolo tiempo después en la

familia Clavariaceae (Corner 1970). Petersen (1966, 1978), propone una enmienda al

género incluyendo especies de esporas lisas y basidiomas simples -las cuales

previamente se ubicaban en el género Clavulinopsis - y ubicando al género en la familia

Gomphaceae; así mismo (Petersen 1978), propone modificar el género Clavaria

incluyendo en él al resto de las especies de Clavulinopsis con la categoría de subgénero

-Clavaria subg. Clavulinopsis- y detalla la enmienda de Ramariopsis delimitando los

subgéneros Laevispora -especies de esporas lisas fundamentalmente provenientes de

Clavulinopsis - y Ramariopsis - especies de esporas ornamentadas que corresponden a

la delimitación original de Corner (1950). Con base en estas hipótesis de clasificación

tenemos dos delimitaciones para Ramariopsis, a Clavulinopsis como el género más

cercanamente relacionado y a Clavaria como un taxón también relacionado (ver Figura 4

para un esquema de las relaciones entre estos géneros).

El objetivo de este estudio es entonces someter a prueba las hipótesis en disputa (Corner

1950, Petersen 1978). Dado que la segunda propuesta (Petersen 1978) constituye una

ampliación de la delimitación original (Corner 1950) -y por lo tanto incluye a las especies

originales- el grupo interno o grupo de interés corresponde a Ramariopsis sensu Petersen

(ver figura 4) y el principal objetivo es someter a prueba su monofilia putativa.

Muestreo amplio de grupos externos con base en una prospección filogenética y

diversidad. La selección de grupos externos se dividió en dos partes: a) selección del

grupo externo operativo y b) selección de los grupos externos taxonómicos. a) Para la

selección del grupo externo operativo se emplearon dos criterios: 1) propuestas

filogenéticas previas; las propuestas filogenéticas disponibles que incluyen a alguno de los

taxones del grupo interno -Ramariopsis sensu Petersen (1978)- son la de Pine et al.

(1999) para Homobasidiomyceteos clavarioides y canthareloides -que incluye a

Clavulinopsis fusiformis (= Ramariopsis fusiformis)- y la de Villegas et al. (1999) para
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Figura 4. Esquema de las relaciones taxonómicas entre Clavulinopsis, Clavaría y Remeriopsis.

representando las propuestas de Petersen y Comer. ver figura y texto para detalles.

Gomphaceae -que incluye a Ramariopsis kunzei-; como una referencia general se

corroboró la selección con las hipótesis para Homobasidiomyceteos de Binder y Hibbett

(2002) y Larsson et al. (2004); iI) clasificaciones previas. Ramariopsis ha sido incluido en las

familias Clavariaceae y Gomphaceae, sobre la primera familia no existe un consenso con

respecto a su delimitación y en consecuencia no existe información robusta para sustentar

la selección de un taxón apropiado para fungir como grupo externo operativo - un taxón

por fuera del grupo interno operativo- por lo que representantes de esta familia deberán

fungir como grupos externos taxonómicos. Por otro lado. sobre Gomphaceae existe una

hipótesis filogenética (Villegas et al. 1999) que señala que el grupo interno no pertenece a

esta familia, por lo que representantes de esta familia podrían ser empleados como grupo

externo operativo. Adicionalmente, la hipótesis general para Homobasidiomyceteos de

- - - - - - - - - - - - - - - - - -
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Binder y Hibbett (2002) señala que varios de los géneros incluidos en las distintas

delimitaciones de Clavariaceae se encuentran distribuidos heterogéneamente entre los

ocho grandes ciados de homobasidiomycetos - misma situación en la topología ampliada

de Larsson et al. (2004)- por lo que al incluir representantes de Clavariaceae sensu lato

-como grupos externos taxonómicos- necesitamos un taxón que se encuentre por fuera

de la mayor parte de los homobasidiomyceteos para que funcione como grupo externo

operativo; esta situación corresponde a los representantes de Gomphaceae -ciado

Gomphoide-Phaloide sensu Binder y Hibbet (2002). Con base en lo anterior se incluye una

especie de Gomphus como grupo externo operativo. b) Selección de los grupos externos

taxonómicos. Esta selección se sustentó en dos elementos adicionales 1) una prospección

taxonómica, ÍI) información filogenética previamente referida. La prospección filogenética se

elaboró con la finalidad de seleccionar respresentan tes de los géneros incluidos en las

diferentes delimitaciones de Clavariaceae que incluyen a Ramariopsis (Donk 1964, Corner

1970, Jülich 1981, Hawksworth et al. 1995), ya que estas propuestas constituyen hipótesis

que vinculan a Ramariopsis con los demás taxones considerados en la familia. La

prospección se realizó tomando en cuenta la totalidad de géneros incluidos en todas las

propuestas (veintisiete) y seleccionando especies representativas de la variación

morfológica observada; el grupo externo operativo empleado en la prospección fue un

taxón compuesto representativo de Auriculariaceae - una familia que no pertenece a los

homobasidiomyceteos (WeiBy Oberwinkler 2001)- debido a las evidencias de la polifilia

de Clavariaceae sensu lato. Se construyó una matriz de veintiseis taxones y veintisiete

caracteres macro y micromorfológicos (ver Apéndice), obtenidos de literatura especializada

y observación directa de ejemplares de herbario; con base en la matriz se realizó una

búsqueda de branch and bound en PAUP* versión 4b1 O (Swofford 2002) con todos los

caracteres igualmente pesados, de tipo desordenado, opción MulTree. Esta búsqueda

resultó en 300 árboles igualmente parsimoniosos. Con base en los resultados (ver Figura 5)

se realizó una selección de grupos externos taxonómicos que incluyó a los géneros

Scytinopogon, Clavariadelphus, Lactaríus (representando a Russulaceae), Clavaría,

Clavulinopsís y un representante adicional de Gomphus incluido a partir de la propuesta de

Petersen (1978) que ubica a Ramaríopsis en la familia Gomphaceae.
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Con base en la selección de grupos externos taxonómicos y la selección del grupo extemo

operativo se completó el muestreo y se realizó una selección de veintitres taxones (ver

Tabla 1), para los que se codificaron treinta y seis caracteres, incluyendo caracteres

morfo lógicos - macro y microscópicos - citológicos, bioquímicos y ultraestructurales,

resultado de la observación directa de ejemplares de herbario y registros previos de

caracteres selectos -e.g. citología o ultraestructura. Con la matriz se realizó una

búsqueda de branch and bound en PAUP* versión 4b10 (Swofford 2002) con todos los

caracteres igualmente pesados, de tipo desordenado, opción MulTree act iva.

Adicionalmente, se realizó una segunda serie de búsquedas incluyendo en el muestreo

únicamente una especie por cada uno de los géneros seleccionados como grupos

externos taxonómicos e incluyendo una especie adicional como grupo externo operativo

(cinco especies como grupos externos taxonómicos y una como grupo externo operativo);

las condiciones de búsqueda empleadas fueron las mismas que para las demás

búsquedas. El objetivo de esta segunda búsqueda fue evidenciar la relevancia de un

muestreo que pondere la diversidad morfológica sobre el número para la selección de

grupos extemos taxonómicos.
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Figura 5. Consenso de mayoria de 300 árboles igualmente parsimoniosos encontrados después de

la búsqueda de branch and bound durantela prospección taxonómica de la familia Clavariaceae.

Los números indican la frecuencia de aparición de los ciados.
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.__.._- _.._....__ .-......_._._-_..__.._ ....._-_.._ .........

Grupo interno taxonómico (grupo de interés)

sensu Petersen (1978, 1988aYb) sensu Comer(1966, 1970)

Ramariopsis ca/ifomica No considerada

Ramariopsis comicu/ata G/avu/inopsis kunzei

Ramariopsis cracea Ramariopsis crocea

Ramariopsis fusiforrnis G/avulinopsis fusiformis

Ramariopsis he/va/a G/avu/inopsis he/va/a

Ramariopsis kunzei Ramariopsis kunzei

Ramariopsis lseticolor G/avu/inopsis teeucoior

Ramariopsis pu/chella Ramariopsis pu/chella

Ramariopsis tenuiramosa Ramariopsis tenuiramosa

Gruposexternos taxonómicos

sensu Petersen (1978, 1988aYb) sensu Comer(1966, 1970) Grupo
G/avaria amoena G/avulinopsis amoena intemo operativo
G/avaria aurantio--cinnabarina G/avu/inopsis aurantio--cinnabarina

G/avaria gibbsiae G/avaria gibbsiae

G/avaria su/cata G/avu/inopsis miniata

(= G/avulinopsis su/cata)

G/avaria vermicu/aris G/avaria vermicu/aris

G/avaria zollingeri G/avaria zollingeri

G/avariade/phus pistillaris G/avariade/phus pistillaris

Gomphusc/avatus Gomphusclavatus

Lactarius indigo Lactariusindigo

ScytinopogonechinosporUs Scytinopogonechinosporus

Scytinopogondea/batus Scytinopogondea/batus

Scytinopogonpallescens Scytinopogonpallescens

Scytinopogonrobustus Scytinopogonrobustus

Grupoexternooperativo
Grupo

sensu Petersen (1978, 1988aYb) sensu Comer(1966, 1970)
extemo operativo

Gomphus floccosus Gomphus floccosus
-

Tabla 1. Muestreo taxonómico para el grupo interno y externo operativos, realizado con base en los

criterios aquí propuestos.

Muestreo restringido de grupos externos con base en similitud. Para Ramariopsis - en sus

dos delimitaciones - no ha sido reconocido ningún carácter derivado compartido, que

pueda ayudarnos en la selacción de grupos externos, por lo que generalmente ha sido
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diagnosticado únicamente por la combinación de caracteres que exhibe - lo que

correspondería a un metataxón en el sentido de Archibald (1994). Adicionalmente, el

género ha sido ubicado en dos familias: Clavariaceae (Donk 1964, Corner 1970, Jülich

1981 , Hawksworth et al. 1995) y Gomphaceae (Petersen 1978, Kirk et al. 2001), aunque

como se mencionó anteriormente Villegas et al. (1999) descartó su pertenencia en

Gomphaceae, por lo que el muestreo de grupos externos debería centrarse en

Clavariaceae.

Con base en las hipótesis de clasificación previas, encontramos que en todas las

delimitaciones de Clavariaceae los géneros en común son Clavulínopsís y Clavaría;

adicionalmente contamos con evidencia filogenética (Pine et al. 1999, Larsson et al. 2004)

que ubica a representantes de estos géneros como un grupo monofilético y por último,

ambos géneros han estado estrechamente vinculados con Ramaríopsis (Corner 1950,

1970, Petersen 1966, 1978). Considerando lo anterior, fueron seleccionados

representantes de Clavaría y Clavulinopsís, sumando un total de nueve especies para el

grupo interno y cinco especies para el grupo externo (ver Tabla 2). Posteriormente, se

elaboró una matriz de veinte caracteres para los quince taxones, incluyendo caracteres

macro y miscoscópicos, bioquímicos y citológicos. Esta matriz corresponde con una

porción de una matriz más amplia elaborada con base en la estrategia de muestreo amplio

(ver arriba). Se relizó una búsqueda simultánea que incluyó a los taxones del grupo interno

y grupos externos, para lo cual se realizó una búsqueda de branch and bound en PAUP*

versión 4b10 (Swofford 2002) con todos los caracteres igualmente pesados, de tipo

desordenado, opción MulTree activa.

Resultados

En el caso de la estrategia basada en diversidad y prospección se incluyeron trece

especies como grupos externos taxonómicos - representando seis géneros - y una

especie como grupo externo operativo (ver Tabla 1). A partir de la búsqueda de branch

and bound se encontraron 12 árboles igualmente parsimoniosos de 80 pasos de longitud

(ver Rgura 6). Como se mencionó anteriormente, se empleó a Gomphus c1avatus como

grupo externo operativo, con la opción de enraizar el árbol en el nodo interno con una

politomía basal en PAUP* para no dar la falsa impresión de exhibir la monofilia del grupo



Grupo interno

Clasificación Clasificación

Petersen (1978, 1988) Comer (1970)

Ramariopsis kunzei Ramariopsis kunzei

Ramariopsis pulchella Ramariopsis pulchella

Ramariopsis tenuiramosa Ramariopsis tenuiramosa

Ramariopsis cracea Ramariopsis cracea

Ramariopsis californica Nunca considerada

Ramariopsis fusiformis Clavulinopsis fusiformís

Ramaríopsís laetícolor Clavulinopsís laetícolor

Ramaríopsís cornículata Clavulinopsís cornículata

Ramariopsís helvola Clavulinopsís helvola

Grupos externos sensu lato

Clavaria aurantio-cinnabarina Clavulinopsis

auranilo-cínnabarina

Clavulinopsis amoena Clavulinopsís amoena

Clavaria sulcata Clavulinopsís míníata

(= Clavulinopsís sulcata)

Clavaría vermícularis Clavaria vermícularis

Clavaria zollíngeri Clavaria zollingerí

Tabla2. Muestreo taxonómico para el grupo internoy los grupos externos, ponderando similitud.

interno operativo. El consenso estricto de los árboles encontrados muestra a Ramariopsis

sensu Comer como un grupo monofilético (ver Figura 6).

La búsqueda de branch and bound con base en el muestreo que solamente incluyó una

especie de cada género seleccionado como grupo externo taxonómico resultó en 22

cladogramas igualmente parsimoniosos (longitud 52, CI =0.5192, RI =0.6951, RC =
0.3609). El consenso estricto de los c1adogramas encontrados también muestra a

Ramariopsís sensu Comer como un grupo monofilético (ver Figura 7).

32
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,...---------- Gomphus clavat us

r--------- Clavana zo"'llgeri

Ramario psis pulchelJa

Ramaflops¡s crocoo

Ramanopsis i<lInzei

Ramariopsis tetllliramosa

Ramariopsis californica

SCytinopogon roblIstus

Scy1inopogon dealbatus

Scy1;IOpOfJO!l pa lescens

SCythopogon echínospoftlS

_----- Clavariade!p/1lls pístiJaris

r---- Ramaniopsis Iaelír::ob r

1---- Ramariopsis heIVoIa

r---- Clavui nopsis amoena

Clavuinopsis atJraIl/io ·cinnaooma

Ct.' V8fk'l vermicut.1fls

Clavaria suJcata

'------ Ramariopsis fusiformis

'-------- Ramar iopsis comicu/ata

.....------- Oavana gtbbsiae

1.---------- l.Bctarius roigo

'------------ GomphllS floc COSllS

Figura 6. Consenso estricto de los 12 árboles (longitud = 80, CI = 0.4875. RI = 7153, RC = 03487)

encontrados en la búsqueda de branch and bound, empleando la estrategia de muestreo con

prospección filogenética y ponderando diversidad. La asignación de cada taxón del grupo interno

-Ramariopsis sensu Petersen- a nivel de género sigue la propuesta de Petersen (1978) ver tabla

1 para detalles.

Con base en una estrategia de muestreo reducido que ponderó la similitud, la selección de

grupos externos incluyó cinco especies pertenecien tes a dos géneros (ver Tabla 2). Los

principales criterios empleados fueron a) similitud y b) hipótesis clasificatorias previas. Con

base en la matriz eleborada se encontraron 19 árboles igualmente pars imoniosos (longitud

39, CI = 0.5385, RI =0.7429, RC = 0.4). El consenso estricto de los árboles (ver Figura 8)

muestra un grupo monofilético que incluye a todos los representantes de Ramariopsis

sensu Petersen -grupo interno taxonómico.



... Ramariopsis pulchella

... Ramariopsis cracea

~_Ramariopsis kunzei

..._ Ramariopsis tenuiramosa

... Ramariopsis californica

... Clavaríadelphus pistilaris

.-_Ramaniopsis laeticolor

..._ Ramariopisis fusiformis

..._ Ramariopsis helvola

..._ Clavulinopsis amoena

.. Ramariopsis corniculata

... Scytinopogon robustus

... Clavaría zollingerí

..--- Lactarius indigo

... Gomphus cJavatus

..-- Gomphus f10CCOSUS

Figura 7. Consenso estricto de los 22 árboles igualmente parsimoniosos encontrados durante la

búsqueda de branch and bound realizada con base en el muestreo que pondera diversidad

morfológica sobre número de grupos extemos taxonómicos .

Discusión

Los resultados obtenidos a partir del muestreo de grupos externos con base en criterios

de similitud y clasificaciones previas indican que estos criterios no son suficientes, ya que

la monofilia de Ramariopsis sensu Petersen (1978) es un artefacto del muestreo, en tanto

solamente es apoyada en el análisis que emplea un muestreo parcial de grupos externos

taxonómicos (cf. Fig. 8 vs. 6 y 7).
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Clavaria zollingeri

Remsnopsls pulchella

Ramariopsiscracea

Ramariopsis kunzei

Ramariopsis tenuiramosa

Ramariopsis ca/ifornica

Clavu/inopsis corniculata

C/avu/inopsis teeucoto

C/avulinopsis tusiforrnis

C/avu/inopsis he/vola

C/avu/inopsis amoena

C/avu/inopsis aurantio

C/avariasu/cata

C/avaria vermicu/aris

Figura 8. Consenso estricto de 19 cladogramas igualmente parsimoniosos encontrados durante la

búsqueda de branch and bound empleando la estretegia de muestreo reducida.

En el caso de la estrateg ia de muestreo que empleó los criterios de diversidad y

prospección filogenética. el resultado indica que con base en un muestreo que pondere la

diversidad en sentido amplio podemos aumentar significativamente la severidad de la

prueba de rnonoñña, aun si los grupos externos son numerosos o no (cf. Fig. 6 vs. 7). De

esta manera la aplicación de estos criterios generó un muestreo caracterizado por dos

aspectos: el número y la diversidad de grupos externos . De entre estas dos propiedades la

diversidad de grupos externos taxonómicos - entendida fundamentalmente como

diversidad morfológica- resulta el factor determinante. Al aumentar el número de grupos

extemos taxonómicos -e.g. más de una especie por género- lo que obtenemos es un

cladograma más resuelto pero sin alterar la conclusión principal -e.g. Ramariopsis sensu

Petersen no es monofilético .

Si consideramos que los grupos externos taxonómicos están incluidos en lo general dentro

del grupo interno operativo (ver arriba), los beneficios de ampliar el muestreo en el grupo

interno pueden interpretarse como un caso especial de ampliación del muestreo

taxonómico en sentido amplio. Argumentos a favor de la ampliación del muestreo en lo

general habían sido sugerido anteriormente para resolver diversas situaciones, como por
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ejemplo el rompimiento de ramas largas (e.g. Hillis 1998, Bergsten 2005), aumentar la

precisión de los resultados (e.g. Lecontrie et al. 1993, Poe 1998, Rannala et al. 1998, Zwikl

& Hillis 2002) o la reconstrucción de estados ancestrales (e.g. Salisbury & Kim 2001), pero

pocos estudios se han avocado a estudiar los efectos que tiene el muestreo de múltiples

grupos externos (aquí reconocidos como grupos externos taxonómicos), así como de los

criterios empleados para su selección, en la severidad de la prueba de monofilia.

Por otro lado, son pocos los trabajos que han hecho una distinción -explícita o implícita­

entre los grupos externos taxonómicos y el grupo externo operativo (e.g. de Pinna 1994,

Weston 1994, Keller 1998) y no existe a la fecha ningún otro trabajo que haya tratado de

estructurar cr iterios explícitos para la selección de grupos externos, considerando las

diferencias que existen entre ambos tipos de grupos externos. La prueba de monofilia de

Ramariopsis sensu Petersen ejempl ifica la importancia de distinguir entre ambas formas de

grupo externo y nos permite reconocer la relevancia de la diversidad - morfológica,

filogenética, etc. - como criterio auxiliar para el muestreo de grupos externos

taxonómicos.

Apéndice

Caracteres y matriz empleados durante la prospección taxonómica de la familia

Clavariaceae.

1.- Geotropismo. O: positivo, 1: negativo.

2.- Basidioma capitado. O: presente, 1: ausente.

3.- Basidioma capitado-truncado. O: presente, 1: ausente.

4.- Basidioma simple clavado. O: presente, 1: ausente.

5.- Basidioma profusamente ramificado. O: presente, 1: ausente.

6.- Estípite bien diferenciado. O: presente, 1: ausente.

7.- Forma de las ramificaciones. O: cilíndricas, 1: aplanadas.

8.- Basidioma sulcado. O: presente, 1: ausente.

9.- Basidioma menor a 20mm. O: presente, 1: ausente.

10.- Reacción a las sales de Fe. O: positiva, 1: negativa.

11.- Fragmobasidios. O: presentes, 1: ausentes.

- --- - - - - - - - - - - - - - -



12.- Basidios fibulados. O: presentes, 1: ausentes.

13.- Esporas lisas. o: presentes, 1: ausentes.

14.- Esporas globosas. o: presentes, 1: ausentes.

15.- Apéndice hilar prominente. O: presente, 1: ausente.

16.- Hifas generativas fibuladas. O: presentes, 1: ausentes.

17.- Hifas generativas de parede engrosada. o: presentes, 1: ausentes.

18.- Hifas infladas . O: presentes, 1: ausentes.

19,- Hifas esqueleticas. O: presentes, 1: ausentes.

20.- Hifas gleopleroticas. O: presentes, 1: ausentes.

21.- Cistidios en el himenio. O: presentes, 1: ausentes.

22.- Caulocistidios. O: presentes, 1: ausentes.

23.- Pared de las esporas ligeramente engrosada. O: presente, 1: ausente.

24.- Basidios umulados. O: presentes, 1: ausentes.

25.- Esporas asimétricas. O: presentes, 1: ausentes.

26.- Basidioma clavado a poco ramificado. O: presente, 1: ausente.
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13 Abstraet. The phylogenetic relationships of Ramariopsis and related taxa were studied through

14 a cladistic analysis of 36 morphological, cytological, and biochemical characters among 23

15 species in six genera. Two of these genera were directly studied as groups of interest, three as

16 external taxonomic outgroups, and one as a functional outgroup. Representatives of

17 Ramariopsis sensu Comer forrned a monophyletic group with Scytinopogon, supported by the

18 cyanophyllic nature of their basidiospores and the partial or total derivation of their

19 ornamentation frorn the corio-tunica.
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24 Ramariopsis was described as a subgenus of Clavaria by Donk (1933 ),

25 who selected Clavaria kunzei Fr. as the type species; the name refers to its

26 macromorphological similarity to the genus Ramaria (Donk, 1954). The taxon

27 originally included, in addition to the type species , Clavaria subtil is Pers. ,

28 Clavarla pixidata Pers. , Clavaria angulispora Pat. & Gaillard and Clavaria

29 pulchella Boud.

30 Comer (1950) elevated the taxon to the genus level and included several

31 fibulate species with branched, whitish basidiomes, monomitic hyphal systems,

32 and echinulate spores. He conserved Clavaria kunzei [= Ramariopsis kunzei

33 (Fr.) Comer] as the type species, segregating out three species -C subtilis, C

34 pixidata and C angulispora- and adding eight more for a total of ten species in

35 the genus. Petersen (1964) added two more species after examining the type

36 specimens ofvarious species ofthe genus Clavulinopsis.

37 Petersen (1966) later proposed a new emendation to the original

38 delimitation of the genus, including smooth spores and hysterochroic

39 basidiomes as characters acceptable for Ramariopsis. Petersen considered the

40 size of the basidia, the thickness of the spore wall, the composition of the

41 ornamentation -when present- and the pattern of coloration of the

42 basidiomes as the relevant characters for delimiting the genus . He pro posed the

43 subgenera Levispora, typified by Ramariopsis minutula (Bourdot & Galzin)
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44 R.H . Petersen, consisting of smooth-spored species, and Ramariopsis,

45 consisting of species with echinulate spores.

46 Comer (1970) maintained the original circumscription of the genus,

47 recognizing that it might be an artificial group, closely related with Scytinopogon

48 and Clavulinopsis. Comer argued that his circumscription conformed to a

49 homogeneous group that was of much utility for field work.

50 Petersen (1978a) proposed a new delimitation for the genera

51 Ramariopsis, Clavulinopsis, and Clavaria based on the size of the hilar

52 appendix, the type of pigments present in the basidiome and the number of

53 remaining nuclei in the basidium after the formation of spores. He transferred

54 species with globose spores and a conspicuous hilar appendix from

55 Clavulinopsis to Ramariopsis, and species with elongate spores and a small

56 hilar appendix from Clavulinopsis to a new subgenus: Clavaria subg.

57 Clavulinopsis. He additionally proposed designating Clavaria corniculata

58 Schaeff.: Fr. [ = Ramariopsis corniculata (Schaeff.: Fr.) R.H. Petersen] as the

59 type species of Ramariopsis.

60 Based on this revision, Ramariopsis should include hysterochroic

61 species with branched or simples basidiomes, with whitish or bright coloration,

62 globose or subglobose and smooth or ornamented spores, and a conspicuous

63 hilar appendix (see Fig. 1). Petersen argued that this circumscription permitted a
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64 continuum among related species, from smooth-spored species with a large

65 basidiome, to species with a small basidiome and echinulate spores.

66 There are only a few additional contributions to this polemic. lülich

67 (1985) transferred all of the species of Ramariopsis to Clavulinopsis based on

68 nomenclatural arguments, but this interpretation apparently has not been

69 followed by the majority of taxonomists (Hawksworth el al., 1995; Kirk el al.,

70 2001). Pegler and Young (1985), in an electron microscopy (EM) study of

71 several species of Ramariopsis, Clavulinopsis, and Scytinopogon, described

72 three ultrastructural pattems of spore omamentation which corresponded with

73 the three genera mentioned before. They also observed that several apparently

74 smooth-spored species, such as Ramariopsis californica R.H. Petersen, actually

75 possessed omamentation. The observed ornamentation was very small and

76 covered by a thin myxosporium, such that the spores appear smooth under a

77 light microscope even at magnifications aboye 1000x. Pegler and Young (1985)

78 recognized the de1imitation proposed by Comer (1950) for Ramariopsis, but

79 not the re1ationship between this genus and Scytinopogon.

80 The genus Ramariopsis has been included in the Clavariaceae in the

81 majority of the treatments of this family (Donk, 1964; Comer, 1970; lülich,

82 1981; Hawksworth el al., 1995), with the exception of Petersen (1978a, 1988a)

83 and Kirk el al. (2001) , who placed Ramariopsis in the Gomphaceae. A

-- - - - - - - - - - - - - - - -
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84 phylogenetic study of the Gomphaceae (Villegas el al .. 1999), however,

85 indicates that Ramariopsis -at least sensu Comer- should not be considered

86 as part ofthe family. Pine el al. (1999), on the other hand, studied the clavarioid

87 and cantharelloid Homobasidiomycetes, and found that Clavulinopsis fusiformis

88 (Fr.) Comer [= Ramariopsis fusiformis (Fr.) R.H. Petersen] nested within the

89 euagarical clade, forming a monophyletic group with Clavaria acula Fr.,

90 indicating that Ramariopsis subgenus Laevispora R.H. Petersen is related to

91 Clavada, or at least to representatives of Clavada subg. Holocoryne.

92 Additionally results of Larsson el al. (2004) relate Clavulinopsis helvola (Fr.)

93 Comer with Clavaria argillacea Fr. -Clavaria subgenus Holocoryne- and

94 Clavaria fumosa Fr. -r-Clavaria subgenus Clavaria- on a monophyletic group

95 nested in the euagarics clades, this results points to a close relationship between

96 Clavulinopsis and at least sorne part of Clavaria.

97 There are currently only a few works which have attempted to study

98 the phylogeny ofclavarioid and gomphoid macromycetes in general (Pine el al.,

99 1999; Villegas el al., 1999; Humpert el al., 2001), and there is no consensus

100 about the phylogenetic delimitation ofthese taxa.

101 Given that there is no consensus delimitation for Ramariopsis, the

102 number of species in this genus depends on the source consulted (i.e. Jülich,

103 1981, 1985; Hawksworth el al., 1995; Kirk el al., 2001) . The number varies
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104 from 24 to 45 species, with a distribution that stretches from sub-Arctic regions

105 to the forests of New Zealand (Comer, 1950, 1967a, 1970; Thin, 1961;

106 Petersen, 1968, 1969, 1971a, 1978b, 1979, 1988a, 1989; Pilát, 1971; Gómez,

107 1972; García-Sandoval el al., 2002).

108 The principal objective of the present work is to determine a more

109 robust delimitation of Ramariopsis, based on a phylogenetic analysis of the

110 availab1e information and new morphological characters that resu1t from direct

111 observation of herbarium specimens. The use of morphological characters

112 presents sorne advantages (see Jenner, 2004; Wiens, 2004, for an extensive up-

113 to-date review) and for this particular case these include a wide sampling of

114 species thanks to the availability of herbarium material and the opportunity to

115 directly test the hypothesis of homology for diverse characters considered

116 taxonomically relevant.

117

118 Materials and Methods

119

120 Selection of outgroups and taxonomic sampling. The selection of

121 outgroups was critical for the present study since a reference phylogenetic

122 framework is lacking and an inadequate or insufficient selection of externa!

123 groups could results in the forced monophyly of the group of interest (Nixon
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124 and Carpenter, 1993; Hopp1e and Vi1ga1ys, 1999). Se1ection was based on three

125 criteria a) a phylogenetic survey of the fami1y Clavariaceae sensu lato (resu1ts

126 not shown) b) previous phylogenies of the c1avarioid Homobasidiomycetes,

127 and e) previous c1assification proposa1s to inc1ude the genus Ramariopsis in

128 sorne specific fami1y.

129 a) The phylogenetic survey was conducted based on diverse

130 de1imitations of the family Clavariaceae (Donk, 1964; Comer, 1970; lülich,

131 1981; Hawksworth et al., 1995). AH of the genera inc1uded in these proposa1s

132 were considered, and representatives ofthe observed variation were selected for

133 study. A matrix of26 taxa and 30 morphological characters was elaborated, and

134 an initial se1ection of taxonomic outgroups and a functiona1 outgroup was made

135 based on the strict consensus of the trees obtained from the analysis b) The

136 selection of outgroups, especially the functional outgroup, was comp1emented

137 based on the phylogenetic analyses by Hibbett et al. (1997), Pine et al. (1999),

138 Humpert el al. (2001) and Binder and Hibbett (2002) c) Based on Petersen's

139 (1978a, 1988a) proposal of the phylogenetic affinities of Ramariopsis, one

140 additiona1 representative of Gomphus were se1ected to complete the taxonomic

141 outgroups. Sampling of the ingroup was made based on Petersen's (1978a)

142 proposed de1imitation of Ramariopsis, which inc1udes the species considered

~---------- - ~- ~ -
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143 by Comer (1950). Taxa representative of the observed variation and with

144 available herbarium specimens were chosen for analysis.

145 For a few confusing species [Clavaria sulcata (van Over.) R.H.

146 Petersen, Clavaria vermicularis Fr., Clavaria amoena Zol1. & Mor. and

147 Clavaria aurantio-cinnabarina Schw.], assignment of specific epithets and the

148 concepts used to delimit species followed Petersen (Petersen, 1967a, 1976,

149 1979, 1980a, 1988a).

150 Analysis of characters and elaboration of the data matrix. Morphological

151 observations were analyzed and interpreted in the framework of cladistic

152 ontology (Hennig, 1966; Farris, 1983; De Pinna, 1991; De Luna and Mishler,

153 1996). The selection and analysis of characters was based on the variation

154 observed among sampled species, without excluding a priori any sources of

155 information (Poe and Wiens, 2000) . Hypotheses of homology were elaborated

156 based on the homology criteria proposed by de Pinna (1991), employing

157 similarity, conjunction, independence, variability, and heritability as auxiliary

158 eriteria (Patterson, 1988; Rieppel, 1988; Brower and Sehawaroeh, 1996;

159 Hawkins et al., 1997; Rieppel and Kearney, 2002).

160 Codifieation of eharaeters was performed aeeording to the eriteria

161 proposed by de Pinna (1991) and later additions (Hawkins et al., 1997;

162 Hawkins, 2000; Kluge, 2003; Grant and Kluge, 2004) . Charaeters were not
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163 ordered nor polarized a priori to avoid bias in the exploration of tree space

164 (Hauser and Presch, 1991 ). Similar1y, no weighting scheme was applied a priori

165 to avoid ad hoc hypotheses that would constrain the results (Farris, 1983).

166 Character states were analyzed by directly observing herbarium specimens from

167 distinct collections (see Table 1); this data was complemented by previous

168 descriptions (Coker, 1923; Singer, 1945, 1986; Comer, 1950, 1957, 1966,

169 1967a, b, 1970; Thin, 1961 ; Petersen , 1964, 1965, 1966, 1967a 1968, 1969,

170 1971a, b, 1978b, e, d, 1979, 1980b, 1984, 1985, 1988a, b, 1989; Petersen and

171 0lexia, 1967, 1969; Bataile, 1969; Fiasson el al., 1970; Schild, 1971 ; Kühner,

172 1977; Hubbard and Petersen, 1979; Claus, 1983; Pegler and Young, 1985; Gill

173 and Steglich, 1987; Hansen and Knudsen, 1997; García-Sandoval el al. , 2002;

174 Gill, 2003; Bertagnolli and Novello, 2004).

175 Tree searches, robustness, and topology test. A series of heuristic

176 searches were performed with 1,000 replicates in PAUP* 4.0b 10 (Swofford,

177 2002), using TBR, random addition, and MAXTREE set to auto-increase . A

178 branch and bound search was performed using as an upper limit the observed

179 tree length from the heuristic searches, and characters were optimized with the

180 ACCTRAN option.
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181 Interpretation of the change of character states along phylogenies was

182 made using one of the most parsimonious trees encountered in the branch and

183 bound search in WinClada (Nixon, 2002).

184 Bremer's support index (Bremer, 1994) was calculated to evaluate the

185 robustness of the observed clades. The analysis was conducted using

186 AutoDecay 4.0 (Eriksson, 1999) with 100 heuristic replicates per search, using

187 random addition, MAXTREE set to auto-increase , the ACCTRAN option for

188 optimization, and equally weighted characters. Bootstrap values (Felsenstein,

189 1985) were also calculated using 10,000 replicates sampling all characters, with

190 10 heuristic searches for each bootstrap replicate, TBR branch rearrangement,

191 and MAXTREE set to 100 trees. These parameters were selected to allow for a

192 large number of bootstrap replicates and a reasonably accurate search procedure

193 for each replicate (as opposed to the "fast bootstrap" option), thus avoiding the

194 underestimation of clade support (DeBry and 0lmstead, 2000; Mort el al.,

195 2000).

196 Templeton's topology test (Templeton, 1983) was used to evaluate

197 differences between the observed phylogenetic hypothesis and that of Petersen

198 (1978a), employing a two-tailed Wilcoxon's signed rank test following

199 Templeton (1983). To conduct the test , a branch and bound search was

200 performed constraining monophyly ofthe representatives of Ramariopsis sensu
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201 Petersen. To seIect a subgroup of equaIly parsimonious trees for topoIogy

202 testing, a second branch and bound search was conducted using ACCTRAN to

203 optimize characters and successive weighting (Farris, 1969) following Carpenter

204 (1988 , 1994) , using the RI to ca1culate reweighting. Each of the most

205 parsimonious trees thus encountered was compared with each of the most

206 parsimonious trees from the branch and bound search with successive weights

207 (see above) using the TempIeton test implemented in PAUP*b10 (Swofford,

208 2002), and the results were compared to tabIes of criticaI vaIues of T for the

209 Wi1coxon test.

210 Diverse methods exist to evaluate the stability of a phylogeny with

211 respect to the inclusionlexclusion of taxa (see Grant and Kluge, 2003 for an

212 extensive review). The present study assessed the impact of taxonomic

213 outgroups sampling with a selective inclusionlexclusion of those taxa, followed

214 with branch and bound searches of all of the combinations of taxonomic

215 outgroups: Clavaria, Clavariadelphus, Gomphus, Lactarius, and Scytinopogon .

216

217 Results

218

219 Outgroup se1ection, taxonomic sampling, and character ana1ysis. Based

220 on the criteria employed, twenty three species were chosen for analysis. On the
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221 group of interest: Clavulinopsis corniculata (Schaeff.: Fr.) Comer,

222 Clavulinopsis fusiformis, Clavulinopsis laeticolor (Sowerby per Fr.) Comer,

223 Clavulinopsis helvola, Ramariopsis californica R.H. Petersen, Ramariopsis

224 crocea (Fr.) Comer, Ramariopsis kunzei , Ramariopsis pulchella (Boud.)

225 Comer and Ramariopsls tenuirramosa Comer (all the species are included in

226 Ramariopsis sensu Petersen); outgroup species: Clavaría amoena, Clavaría

227 aurantio-cinnabarina, Clavaría gibbsiae Ramsb. in Gibbs, Clavaría sulcata,

228 Clavaría vermicularis, Clavaría zollingeri Lév., Clavariadelphus pistillaris

229 (Fr.) Oonk, Scytinopogon dealbatus (Berk.) Comer, Scytinopogon echinosporus

230 (Berk. & Br.) Comer, Scytinopogon pallescens (Bres.) Singer, Scytinopogon

231 robustus (Rick) Comer, Lactarius indigo (Schwein .) Fr., Gomphus floccosus

232 (Schwein.) Singer, and the functional outgroup species Gomphus clavatus S.F.

233 Gray. A matrix of 36 characters (see Appendix and Table 2) was constructed,

234 including observations of macro- and micro-morphology, macro- and micro-

235 chemical reactions, and biochemical, cytological, and ultrastructural characters.

236 Data presented are from direct observation and analysis of herbarium

237 specimens, and only in exceptional cases previously reported data were used

238 (see Appendix).

239 Tree searches, test of robustness, and topology tests. The branch and

240 bound search resulted in 12 trees of 80 steps in length (CI 0.4875, RI 0.7153,
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241 RC 0.3487). The strict consensus of these (see Fig. 2) shows Ramariopsis

242 sensu Comer (1950, 1970) as a monophyletic group. This group then forms a

243 monophyletic clade with the representatives of Scytinopogon. Bootstrap

244 analysis indicated a generally 10wlevel of support across the observed clades

245 (see Fig. 2); only the clades containing representatives of Ramariopsis sensu

246 Comer, and Scytinopogon showed bootstrap support aboye 50%. Interestingly,

247 there was no significant support for the clade that includes most of the

248 representatives of Clavaria sensu Petersen. On the other hand, Bremer support

249 indices also showed relatively low support for the clades, and the highest values

250 of the Bremer support index corresponded to the clade of Scytinopogon.

251 During the constrained analysis conducted for topology tests, 1540

252 equally parsimonious trees of length 85 (CI 0.4535, RI 0.6781, RC 0.3075)

253 were encountered, five steps longer than those in the unconstrained search. The

254 application of successive weightings allowed selection of a subset of 8 most

255 parsimonious trees from those found in the original branch and bound search.

256 Application of the topology test, however, did not indicate significant

257 differences between the hypotheses. Comparison of all topologies resulted in no

258 significant values ofN = 16-14, T = 53-39.5, P = 0.4545-0.4220.
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259 The combinations of selective inclusionJexclusion tested (not shown) did

260 not modify the monophyly of Ramariopsis sensu Comer, but decrease the

261 resolution of analysis.

262

263 Discussion

264

265 The phylogenetic analyses performed support the monophyletic status

266 of the representatives of Ramariopsis sensu Comer (1950) , though with only

267 moderate bootstrap support (56%). Based on these results, the most robust

268 delimitation of Ramariopsis is limited to species with branched basidiomes,

269 echinulate spores, cyanophyIlic ornamentation, and whose composition is

270 fundamentally derived from the tunica (Pegler and Young, 1985). The

271 ultrastructural composition of the ornamentation is the synapomorphy of the

272 group (see Fig. 3). Although Comer did not include Ramariopsis californica in

273 his most recent treatment of the genus (Comer, 1970), this species exhibits all

274 of the distinctive characters of the genus and the present results support its

275 inclusion in this taxon. On the other hand, Petersen included Clavulinopsis

276 helvola in Ramariopsis [= Ramariopsis helvola (Fr.) R.H. Petersen], though

277 this species has simple basidiomes and spores with thick tuberculous

278 omamentation. Later work (Pegler and Young, 1985) established that this
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279 omamentation is formed from growth of the corium, whereas ornamentation in

280 Ramariopsis is formed via growth of the tunica (see Fig. 4). Results of the

281 present study are congruent with segregation of C. helvola from Ramariopsis.

282 The representatives of Scytinopogon make up a well-supported group

283 (81% bootstrap support), consistent with the original delimitation of Singer

284 (1945) based on the presence of branched, telephoroid basidiomes and verrucose

285 ornamentation. In the present results Ramariopsis sensu Comer forms a

286 monophyletic group with the representatives of Scytinopogon. These taxa share

287 cyanophyIlic spores and ornamentation part ially derived from the tunica,

288 though in Scytinopogon the omamentation also seems to be composed of a thick

289 core of corium (Pegler and Young, 1985). It is worth mentioning that most of

290 the species of Scytinopogon included in the present analysis have not been

291 studied ultrastructurally -such data exist for only a single species ofthe genus.

292 The observed relationship between Ramariopsis and Scytinopogon was

293 suggested first by Comer (1970), but this link should only be considered

294 tentative due principally to the fact that the taxonomic sampling of this analysis

295 was designed to determine a robust delimitation of the genus Ramariopsis and

296 not to identify its sister taxon. However, the clade Ramariopsis+Scytinopogon

297 doesn 't show bootstrap support but shows one of the highest Bremer support

298 index observed. Even so, without a broader taxonomic sampling designed to
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299 establish the affinities of Ramariopsis with other taxa, it IS preferable to

300 consider these results as preliminary.

301 One of the principIe consequences of the results of this study is that

302 Ramariopsis sensu Petersen is not a monophyletic group. Petersen (1978a)

303 used diverse sources of information for his delimitation, including the absence of

304 carotenoid pigments. Pigment composition has been a frequently-used auxiliary

305 character in fungal systematics (Arpin and Fiasson, 1971; Tyler, 1971; Gill and

306 Steglich, 1987; Frisvad el al., 1998; Gill, 2003), but recent studies indicate that

307 phylogenetic pattems inferred in the Homobasidiomycetes based on this type

·308 of character are often incongruent with the results obtained using other sources

309 of information (Hibbett and Thom, 2001; Pine el al., 1999).

310 Nonetheless, the presence of certain types of pigments can be a very

311 useful auxiliary character in studies aimed at generic delimitation (e.g. Feibelman

312 el al., 1997; Weinstein el al., 2002), and the taxonomic relevance of this type of

313 characters should not be discarded completely, but perhaps restricted to use at

314 lower taxonomic levels. In the case of Ramariopsis, the delimitation proposed

315 by Petersen (1978) is based on the absence of carotenoid compounds, without

316 specifying the nature of the pigments that are present and without explicit

317 reference to a concrete character, and the inferred pattem thus cannot be directly

318 confirmed or refuted. In the present study this character was included coded as
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319 the presence or absence of carotenoid pigments --eharacter 11, el = 1.0- (see

320 Appendix for a discussion about codification) with the goal of evaluating the

321 impact of this source of information. Based on its observed distribution, this

322 character does not show evidence of homoplasy in the present study, although

323 optimization of the character is not definitive due to the absence of information

324 in several of the species considered. Similarly, the distribution of this character

325 in the present study supports the relationship between Clavaria aurantio-

326 cinnabarina, C. amoena and C. sulcata and is congruent with a monophyletic

327 group that includes representatives of Clavaria (see Fig. 2). This latter group is

328 consistent with Petersen's (1978a, 1988a) delimitation of Clavaria. It is worth

329 mentioning that the aforementioned results should be considered as preliminary

330 due to the lack of bootstrap support for this group and the taxonomic sampling

331 of the present study .

332 Petersen (l978a) also employed the presence of chiastic basidia with a

333 mitotic post-meiotic division and four nuclei remaining in the basidia as a

334 cytological pattern that supported the delimitation of Ramariopsis. Recent

335 phylogenetic studies (Hibbett et al., 1997; Pine et al., 1999) confirm the utility

336 of these cytological characters in the delimitation of taxonomic groups arnong

337 the clavarioid and cantharelloid Homobasidiomycetes, but this utility has been

338 observed in greater measure for the stictic pattern and not as much for the

- - - - - - - - - - - - ~ - - -
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339 chiastic pattern, which is widely distributed among the Homobasidiomycetes in

340 general and does not seem to follow a clear phylogenetic pattern (Hibbett and

341 Thorn, 2001) . As with the presence of carotenoid pigments, the utility of this

342 character should be noted, though more studies are necessary. On the other

343 hand, the pattern of four remaining nuclei reported for Ramariopsis crocea

344 (Penancier, 1961) results from a mitotic post-meiotic division, also reported in

345 other taxa (Küner, 1977), and in the case of the four remaining nuclei - post-

346 meiotic pattern "A" of Duncan and Galbraith (1972)- seems to be widely

347 distributed among the genera of the Aphyllophorales (Penancier, 1961; Restivo

348 and Petersen, 1976). Both the meiotic pattern (chiastic/stictic) and the number

349 of remaining nuclei (see Appendix for discussion and codification) were included

350 as characters in the present study .

351 All of the species eonsidered for whieh data were available present a

352 ehiastie pattern, sueh that this character was of no phylogenetic relevance in the

353 present study. Very possibly this eharaeter eould have relevanee at other

354 hierarehieal levels when studying the taxonomie affinities of the genus

355 Ramariopsis. The number ofremaining nuclei (eharaeter 29 CI=l.O) did not

356 present a homoplasious distribution, though, similar to the situation for

357 earotenoid pigments, optimization of this charaeter should be eonsidered

358 preliminary sinee data were not available for all speeies eonsidered.
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359 As part of the present results it is worth noting that the presence of a

360 monophyletic group that includes representatives of Clavulinopsis and

361 representatives of Clavaria is congruent with the results of Pine el al. (1999).

362 Clavariadelphus pistillarís, Clavaria zollingeri and C. gibbsiae however, are not

363 located in a position which agrees with a previous taxonomy (see Fig. 2), and

364 Clavariadelphus is in fact found in a position incongruent with previous studies

365 (Hibbett el al., 1997; Pine el al., 1999).

366 The position of Clavariadelphus pistillaris could be artefactual , due to

367 the fact that the present sampling of taxonomic outgroups was widened to

368 include distantly related groups --e.g. Gomphus in the clade Gomphoide-

369 Phalloide sensu Hibbett and Thom (2001). To explore this possibility, a branch

370 and bound search was performed excluding Clavar iadelphus , and the

371 monophyletic group of Ramariopsis sensu Comer+Scytinopogon obtained in

372 the main analysis was recovered (results not shown).

373 It has not been possible to clearly elucidate the phylogenetic affinity of

374 Clavaria zollingeri. This taxon was included in the analysis of clavarioid and

375 cantharelloid Homobasidiomycetes by Pine el al. (1999), but the results were

376 inconclusive and this species was located outside of any recognized clade in the

377 strict consensus analysis of combined genes. In spite of this, the aforementioned

378 study indicated that the current delimitation of Clavaria (Comer, 1970)
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379 -simple or branehed basidiomes, monomitie hyphae in the eontext, fibulae

380 absent in the eontext and present or absent in the base of the basidia- is not a

381 monophyletie group; results of the present study are eongruent with those of

382 Pine el al. (1999).

383 On the other hand Clavaría gibbsiae in the present results are loeated

384 next to C. zollingeri, out of any large clade -e.g. Clavaría sensu Petersen or

385 Ramariopsis sensu Comer. This speeies is included in Clavaría subgenus

386 Holocoryne (Comer, 1970; Petersen, 1988a). We eould expeet a relationship

387 between Clavulinopsis and representatives of Clavaría based on previous

388 results (Pine el al., 1999; Larsson el al., 2004), but this results also indieate that

389 Clavaría in not a monophyletie group (Pine el al. , 1999), our results are

390 eongruent with this last statement, and shows a eore group that includes part of

391 Clavaría and all the included representatives of Clavulinopsis, This results

392 should be eonsidered as preliminary due to the laek of bootstrap support for

393 this group and the taxonomie sampling ofthe present study.

394 In eonclusion, the present results indieate that the delimitation of

395 Ramariopsis proposed by Comer (1950 , 1970) is the most robust given

396 eurrently available data. Though the topologieal eomparisons did not find

397 signifieant differenees between this hypothesis and that proposed by Petersen

398 (1978a), analysis of the data indieates that Ramariopsis sensu Comer
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399 represents a more parsimonious hypothesis (five steps shorter), in accordance

400 with ultrastructural data on spore ornamentation, patterns of cyanophyIlic

401 reaction in the spores, and bootstrap support. Additionally , the test of

402 sensitivity of the taxonomic sampling indicated that the results obtained were

403 not an artifact of taxon selection and are stable across various resamplings of the

404 data. Relationships among taxa outside of the clade Ramariopsis sensu

405 Corner+Scytinopogon should be taken as tentative given that the sampling of the

406 present study was designed for other objectives.

407
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423

424 Appendix. Characters and character state.

425

426 Morphological characters of the basidiome.

427

428 1.- Simple clavate basidiome. This type of basidiome corresponds to what Petersen (1988)

429 defined as e1avarioid -holobasidiomycetes, in simple erect columns- exeluding the branched

430 fonns which show a distinct ontogenetic pattem as described by Comer (1950). This ineludes

431 intergradations from simple e1avate fonns to those with sorne amount of apical branching

432 (bifurcated towards the apex). Within this general pattem are several ontogenetic variants

433 (Comer, 1950; Clémencon el al., 2004) that could be phylogenetically infonnative, but to date

434 there are too few data to recognize concrete pattems; in the present study only the general

435 pattem was considered. States : o: present , 1: absent.

436 2.- Profusely branched basidiomes. This character corresponds to what Petersen (I988a)

437 described as e1avarioid (see character 1), but is confined to the branched fonns, since this

438 corresponds to an ontogenetic pattern distinct from the simple fonns (Comer, 1950). A

439 basidiome was considered profusely branched when it exhibited three or more levels of

440 branching coming from the middle or below the middle ofthe basidiome. States : o: present, 1:

441 absent.

442 3.- Basidiome pileate-stipitate. Comer (1966) defines the pileus as an apical expansion

443 developed from a diageotropic growth that generates fan or umbrella shaped fonns . This differs

444 from the cantharelloids in the configuration ofthe hymenophore and the absence of a thickened

445 hymenium. In the present study any basidiome exhibiting a pileus sensu Comer (1966) and a
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446 stipe sensu Kirk el al. (200 1) was considered as pileate-stipitate, independent of the

447 conforrnation of the hymenophore. States: o: present, 1: absent.

448 4.- Form of the hymenophore. For the present study the hymenophore was defined following

449 Clémencon el al. (2004) as the portion of the context that supports the hymenium -the layer

450 of basidia, basidiospores, and sterile elements- in contrast to the proposal of Kirk el al.

451 (2001), who considered the hymenophore the structure which supports spores -e.g. a

452 basidiome. In the present study the hymenophore was considered to exhibit variation in form

453 independent of that of the basidiome, and as such is an independent character (Mickevich,

454 1982; Mickevich and Limpscomb, 1991; Limpscomb, 1992; Mabee, 1993; O'Keefe and

455 Wagner, 2001) -against Clémencon el al. (2004) see character three- for example a smooth

456 hymenophore can be present with a simple, clavate, or corticioid basidiome. The recognized

457 states correspond in the case of gills to the description of Singer (1986), for a hymenophore in

458 folds to Comer (1966) in cantharelloid fungi, for a smooth hymenophore to Clémencon el al.

459 (2004), and for a wrinkled hymenophore to the description of some species of Clavariadelphus

460 by Comer (1950) though with a lesser grade of organization. States O: gills, 1: folds, 2:

461 wrinkles, 3: smooth.

462 5.- Basidiome longitudinally sulcate . This character corresponds to the description by Petersen

463 (1988a) and represents those basidiomes that exhibit a furrow or longitudinal fold along the

464 fertile part ofthe basidiome; it differs from a wrinkled hymenophore in that the furrow or fold

465 is singular. States: O: present, 1: absent.

466 6.- Development ofthe context at the level ofthe hymenium. This character corresponds to the

467 presence or absence ofthe condition described as fistular or hollow by Kirk el al. (2001), but

468 confined to the context at the level of the hymenium. The portion of the context below the

469 hymenophore and subhymenium can exhibit distinct grades of development with two c1early

470 recognizable states: when it is well developed, the basidiome exhibits a solid aspect in
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471 transverse section, but when poorly developed the basidiome appears hollow or fistulate in

472 transverse section. States o: fistulate , 1: solid.

473 7.- Pattem ofbranching. Profusely branched basidiomes exhibit different pattems of branching

474 derived from differences in ontogenetic development (Comer, 1950). The nomenclature and

475 pattems described by Comer (1950) were followed for the present study. Only two states were

476 observed among the included species in the present analysís: radial and flattened . States o:

477 radial, 1: flattened.

478 8.-Mycelial cords. Aggregates of linear hyphae growing away from the basidiome and visible to

479 the naked eye were considered mycelial eords. Clémencon el al. (2004) and Boddy (1999)

480 distinguish between mycelial cords and rhizomorphs based on the level of organization and the

481 type of growth ofthe structure. In the present study no distinctive apical growth was identified,

482 and the observed structures were thus only eharacterized as mycelial cords in the general sense

483 of Caimey el al. (1991). States: O: present, 1: absent.

484 9.-Mycelium in the base ofthe stipe. Basidiomes growing from a patch or pillow of mycelium

485 were considered as exhibiting myeelia at the base ofthe stipe. The mycelial growth was always

486 conspicuous and found above the substrate; this mycelium covers the base of the stipe and

487 exhibits different types ofgenerative hyphae. Petersen (I988a) describes as subiculate a patch of

488 mycelia in the substrate from where the basidiome grows, but Clémencon el al. (2004) restriet

489 the term subiculate to the thick layer ofmycelia from which the corticioid basidiomes develop.

490 The character considered is equivalent to what Petersen (I988a) denominates subieulate, but

491 since Clémencon el al. (2004) employ the term in a different manner, the descriptor subiculate

492 is not used in the present study. Observations were made from small samples of mycelia from

493 the portion that covers the base of the stipe. States: O: present, 1: absent.

494 10.-Reaction to iron salts in the hymenium. The reaetion to iron salts is a widely used eharacter

495 in the systematics of clavarioid fungi (Comer, 1950; Donk, 1964; Petersen, 1978a, 1988a). The

496 reagent contains ferric chloride in a 10% aqueous solution (Petersen, 1988a), and is applied

~ ~ ~ ~ ---- - - - - - - - - - -
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497 directly to the hymenium. A positive reaction is recognized by a color change to olive-green or

498 grey-green. This reaction is considered indicative of the presence of the compound pistillarine

499 (Steglich el al., 1984). A positive reaction to this reagent can exhibit other color changes due

500 to the presence of other distinct compounds (Gill and Steglich, 1987; Singer, 1986). In the

501 present study only positive reactions that engendered olive-green or grey-green color changes

502 were considered. States o: positive, 1: negative.

503 II.-Carotenoid pigments in the basidiome. Along with sesquiterpinoids, carotenoids are one of

504 the two pigments present in the macromycetes belonging to the group of compounds derived

505 from the mevalonate pathway (GiII and Steglich, 1987; Gill, 2003). In the present study, based

506 on the available infonnation for the species considered, this character was coded as a nominal

507 variable -sensu Hawkins (2000}-- since other types of codification would require additional

508 data about the specific metabolic pathways generating the compound (e.g . Barkman, 2001).

509 States o: present, 1: absent.

510

511 Micromorphological characters distlnct from lile hymenium and lile spores.

512

513 12.- Lacticiferous hyphae. This structure corresponds to what Singer (1986) described as

514 lacticiferous in the strict sense -hyphae that produce latex. These hyphae can exhibit nuclei

515 and septa and thus correspond to a specialized type of heteroplera sensu Clérnencon el al.

516 (2004). States O: present, 1: absent.

517 13.- Inflated hyphae. Inflated hyphae are those generative hyphae that exhibit increased growth

518 behind the point of lateral growth, widening and elongating significantly (Comer, 1950; Kirk

519 el al., 2001). They are recognizable by having a considerably greater diameter than the rest of

520 the hyphae, and by having constrictions in the zone of the septa; they may or may not be

521 fibulate . Comer (1950) distinguished two types of monomitic contexts that present inflated

522 hyphae based on the presence of secondary septa and c1amps. In the present study this
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523 c1assification was not used , since it mixes two independently varying characters. States o:

524 present, 1: absent.

525 14.- Crystals in the hyphae ofthe basal mycelia. The hyphae of the mycelia at the base of the

526 stipe somet imes present amorphous crystals , similar to those reported in the context of the base

527 of the stipe for Ramar iopsis pu/chella (Petersen, 1988a)-5-20m~, hyaline or yellowish, and

528 do not dissolve in 5% KOH. The crystals are found covering the exterior surface of the hyphae

529 and are not easily removed. States o: present, 1: absent.

530 15.-Degree of thickening in the hyphal wall. Thickening of the hyphal wall was considered

531 only in the generative hyphae . The presence of generative hyphae with thickened walls has been

532 a relevant systematic character in several genera (Comer, 1966; Pegler, 1996) . In the present

533 study three qualitative degrees of thicken ing were recogn ized due to the difficulty in making

534 precise quantitative measurements. States : o: none, 1: scarce, 2: conspicuous.

535 16.-Simple fibu lae. Simple fibulae -clamp connect ions, clamp cells- are the most frequent

536 among the Basidiomycetes. Clémencon el al. (2004) recognized three types of simple fibulae,

537 of which two were observed in the present study: closed and ring or medallion fibulae. Both

538 types were considered equ ivalent since there were insufficient elements to determine discrete

539 states . States: o: present, 1: absent.

540 17.- Geniculate fibulae. Geniculate fibulae are those that exhibit a marked bend at the point of

541 inflection, giv ing the appearance of a bent knee. The bend partially deforms the profile of the

542 fibulae, allowing them to be easily different iated from simple fibulae. These structures

543 correspond to those described in various species of C/avu/inopsis by Petersen (1968).

544 Genicu late fibulae are not homologous to simple fibulae since both structures are found

545 simultaneously in the same basidiome and are thus independent characters according to the

546 conjunction test (Patterson, 1988; Rieppel , 1988; De Luna and Mishler, 1996; Rieppel and :

547 Keamey, 2002 ; Grant and Kluge, 2004). States O: present, 1: absent.
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548 18.-H connections. H connections are structure forrned by the union of two parallel hyphae

549 through a third , transverse, hypha. They can be considered funct ionally homologous

550 -biologically homologous following Roth (1988)- to fibulae , but are not phylogenetically

551 homologous sensu de Pinna (1991) , since they are both present simultaneously with distinct

552 types of fibulae . They should thus be considered independent characters following the

553 conjunction test (Patterson, 1988; Rieppel , 1988; De Luna and Mishler, 1996; Rieppel and

554 Keamey, 2002 ; Grant and Kluge, 2004). States O: present, 1: absent.

555 19.-Ampulliforrn fibulae. This type of fibula is characterized by the presence of a marked

556 widening, giving the appearance of an inflated fibula similar to the inflated hyphae. This

557 corresponds to the description by Petersen (l988a) as a characteristic of Ramaria subg.

558 Lentoramaria. This type of fibula is not phylogenetically homologous to the other types of

559 fibulae described since it can be found present simultaneously with those other structures and

560 should therefore be considered as an independent character by the conjunction test (Patterson,

561 1988; Rieppel, 1988; De Luna and Mishler, 1996; Rieppel and Keamey, 2002; Grant and

562 Kluge, 2004). States O: present, 1: absent.

563

564 Hymenial characters.

565

566 20.- Subhyrnen ium c1early differentiated. The subhymenium was considered to be the layer of

567 generative hyphae growing below the hyrnenium (Kirk el ai., 2001) and frorn which the

568 hymeniurn forrns (Petersen, 1988a). Several distinct anatomical pattems of the subhyrnenium

569 have been described (Cl émencon el al., 2004) , and in the case of the c1avarioid fungi, Petersen

570 (1988a) considered three types. The variation observed in the present study, did not perrnit

571 differentiation of distinct types of subhymenium; only the conspicuous presence or absence of

572 the character was considered. States: o:present , 1: absent.
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573 2 \.-Thickening ofthe hymenium. Comer (1950) described the thickening of the hymenium as a

574 pattern resulting from the sympodial growth of the hyphae of the subhymenium, generating

575 successive superimposed layers ofhymenium, collapsing on occasion to the preceding basidia .

576 No additional pattems ofvariation ofthis type have been described to date , and in the present

577 study no further variation was observed. States : o: present , 1: absent.

578 22.-Cystidia of the hymenium. The cystidia are sterile hyphal apices, generally with a

579 distinctive form and found in variable locations in the basidiome (Kirk el a /., 2001;

580 Clérnencon el a/., 2004). The form and anatomic disposition of the cystidia have been relevant

581 taxonomic characters, but for the present study only the cystidia in the hyrnenium were

582 considered; no other cystidia were observed in the species studied. States: O: present, 1: absent.

583 23.-Fibulate basidia. The presence of fibulae in the basidia is restricted to the base of the

584 basidia and is independent ofthe presence of fibulae in the rest ofthe hyphae of the basidiome.

585 As such , it was considered as an independent character. In the case of C/avaria subg.

586 Holocoryne the basidia exhibit a fibula described as broadly free (Comer, 1950) or bifurcated

587 (Petersen, 1988a); in the present study this structure was considered to be a fibula . States: O:

588 present, 1: absent.

589 24.-Basidia with refringent contents. This character refers to basidia with an oily, yellowish,

590 appearance of its content, which is also homogeneous and refringent in 10% KüH. It

591 corresponds partially to what Petersen (1988) describes as gloeoplerotic, excluding the foamy

592 appearance. Sirnilarly, it corresponds partially to what Cl émencon el al. (2004) describe as oil-

593 producing -resinous content- and to what Singer (1986) describes as oil-producing sensu

594 Fayoid , but with the particularities described here and without the positive sulfovainillin

595 reaction. States : o: present, 1: absent.

596 25.- Form ofthe basidia. The variation observed during the present study permitted recognition

597 of two forms or general profiles of basidia: cylindrical and c1avate. These terms correspond to

598 those described by Kirk el al. (2001). States O: c1avate, 1: cylindrical.
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599 26.-Base of clavate basidia . Clavate basidia exhibit variation in the size of the base . Variation

600 ofthe size was codified as an independent character because it refers to a property or feature of

601 an anatomical region particular to clavate basidia and is not homologous with terete basidia (De

602 Pinna, 1991; De Luna and Mishler, 1996; Rieppel and Keamey, 2002; Grant and Kluge, 2004) .

603 Additionally, this codification retlects the detailed variation observed as it describes properties

604 with independent variation . The size of the basidia exh ibits variation logically independent of

605 the fonn and thus can be codified as an independent character (Hawkins el a/ ., 1997; Hawkins,

606 2000 ; O'Keefe and Wagner, 2001; Rieppel and Keamey, 2002). States O: short, 1: long.

607 27.-Geniculate basidia. Geniculate basidia are those that exhibit a point of intlection in the

608 middle part, and thus a marked bend giving the appearance of a tlexed knee. This bend

609 conspicuously defonns the profile ofthe basidia allowing them to be clearly differentiated. This

610 pattern corresponds to that described in various species of Clavulinopsis by Petersen (1968).

611 Geniculate basidia do not constitute a pattem or fonn homologous in the phylogenetic sense

612 (de Pinna, 1991) to the previously described fonns of basidia (see character 24) , since both

613 structures are simultaneously present in the same basidiome and thus constitute independent

614 characters by the conjunction test (Patterson , 1988; Rieppel, 1988; De Luna and Mishler, 1996;

615 Rieppel and Keamey, 2002; Grant and Kluge, 2004) . States: O: present 1: absent.

616 28.-0rientation of the achromatic spindle. Juel (1898) described two basic patterns of

617 orientation of the meiotic spindle of basidia during meiosis: chiastic -transversal to the

618 principal axis and situated in the apex- and stictic -parallel to the principal axis and situated

619 in the middle. Boidin (1958) recognized an intennediate pattem which he called hemichiastic;

620 Donk (1964) later qualified this as a homologous variant of the chiastic fonn. In the present

621 study only the chiastic and stictic pattems were considered, given that those are the only

622 patterns reported for the species studied. States o:chiastic, 1: stictic.

623 29.-Four remaining nuclei. After meiosis a third nuclear division sometimes occurs, producing

624 a total of eight nuclei. In some species four of these nuclei disintegrate and are tenned
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625 remaining nuclei (Penancier, 1961). This pattern has been reported for several of the species

626 considered in the present study and corresponds to that described as post-me iotic pattern "A" by

627 Duncan and Galbra ith ( 1972) and to that descr ibed by Kühner ( 1977). The data available for the

628 species considered in the present study only allowed recognition of the presence of a third

629 divis ion -exhibiting pattern "A"- and the absence ofthis div ision (only four nuclei form) ;

630 this character was thus codified as a nom inal variably (Hawkins, 2000) . States: O: present, 1:

631 absent.

632

633 Characters 01 lile basidiospores.

634

635 30.-Spore form oThe var iation observed during the present study allowed recognition of three

636 spore forms: globose, subglobose, and elongate. States were assigned qualitatively, excluding

637 the deformations produced by ornamentation when present, and correspond to the forms

638 described by Kirk el al. (2001). Elongated spores correspond to the fusiform or ellipsoid forms

639 described by Kirk el al. (2001). States: O: subglobose, 1: spherical , 2: elongate.

640 31.-Size of the hilar appendi x. The hilar appendi x -also called the apicule , sterigmal appendix

641 or apophysis (Kirk el al., 2001 ; Cl émencon el al., 2004)- is the small conical or papilla-

642 shaped projection which is the point of connection between the spore and the sterigma. This

643 structure is involved in the active liberation ofthe spores (Cl émencon el al., 2004). Based on

644 the observed variation in the species studied , two qualitative states were recognized to describe

645 the size ofthe appendi x. States o: prorninent 1: inconsp icuous .

646 32.-Thickness of the spore wall. The species conside red in the present study do not exhibit

647 significantIy thickened spore walls , but sorne spec ies show a slight thickening. Based on the

648 observed variat ion two qualitative states were recogn ized. States o: slightly thickened, 1: thin.

649 33.-Smooth spores. Spore ornarnentation has been a relevant taxonornic character for

650 Ramariopsis (Comer, 1950), but several studies have shown that ornamentation can be derived
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651 from different layers of the spore wall. Treating the presence of omamentation as homologous

652 in different taxa could thus fail the test of similarity (Rieppel , 1988; Nelson, 1994; Rieppel

653 and Kearny, 2002). The presence of smooth spores -spores without mod ifications or

654 deformations in the wall- was observed in preparations mounted in 5% KOH using a bright

655 field light microscope at 1000x magnification. States O: present, 1: absent.

656 34.-Ultrastructure of spore ornamentation. The spore wall has been characterized in different

657 studies using different sources of information -light and electron microscopy- that generated

658 different terms to denominate the ultrastructural pattems observed (Clémencon el al., 2004). It

659 is known that seemingly similar forms can exhibit different ultrastructural pattems (Cl émencon

660 el al., 2004), and as such regarding these forms as homologous sensu de Pinna (1991) would

661 be incorrect by the test of similarity (Rieppel and Keamey , 2002; Grant and Kluge, 2004) .

662 Based on this knowledge, the ultrastructure of the omamentation was codified instead of the

663 morphological pattems observed. In the present study the nomenclature of Pegler and Young

664 (1985) was used , which also corresponds to the descriptions of Hawksworth el al. (1995).

665 States o: tunica, 1: corium.

666 35.-Cyanophyllic reaction of the spores. For the present study a cyanophyllic reaction was

667 considered positive when the wall of the spore stains with cotton blue , following the

668 nomenclature proposed by Kotlaba and Pouzar (in Donk, 1964). During the present study the

669 reagent was prepared dissolving 1.6 g of cotton blue in 10 mi of lactic acid. After adding the

670 reagent , the preparation was heated until boiling and then left to cool for 10 minutes before

671 observations were made. States o: positive, 1: negative.

672 36.- Pattem of cyanophylly in the spores. The positive reaction to cotton blue (cyanophylly)

673 exhibits two pattens of coloring: homogeneous or more intense in the omamentation. States O:

674 homogeneous coloring 1: omamentation more cyanophyllic.

675
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910 Fig. 1. Four species representative ofthe variation observed in Ramariopsis and

911 Clavulinopsis. a) Clavulinopsis corniculata, b) Ramariopsis pulchella, c)

912 Ramariopsis kunzei and d) Clavulinopsis fusiformis. Photos a: J. Cifuentes , b:

913 A. Estrada-Torres, e: J. Cifuentes , d: J. Cifuentes.

914

915 Fig. 2. Strict consensus ofthe 12 trees of 80 steps (CI 0.4875, RI 0.7153, RC

916 0.3487) found during the branch and bound search. Numbers above branches

917 indicate Bremer support indices, and numbers below branches indicate

918 bootstrap support values.
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920 Fig. 3. One of the most parsimonious trees encountered during the branch and
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922 optimized. Numbers above dots indicate the character and numbers below dots

923 the character state. Apomorfic states are shown in black dots and homoplastic

924 states in with dots. Selected character transformations are illustrated close to the

925 branch were change occur (see appendix for character descriptions) .

926

927 Fig. 4. Schematic representation of the ultrastructural patterns reported by

928 Pegler y Young (1985) in spores of species of the genera: a) Ramariopsis, b)

929 Scytinopogon and e) Clavulinopsis.

930

931 Table 1. List of specimens examined . Herbaria: E = Royal Botanic Garden,

932 Edinburgh, Scotland, United Kingdom; ENCB = Escuela Nacional de Ciencias

933 Biológicas, Instituto Politécnico Nacional, México; FCME = Facultad de

934 Ciencias, UNAM, México; IBUG = Instituto de Botánica, Universidad de

935 Guadalajara, México; L = Nationaal Herbarium Nederland, Leiden University

936 Branch, Nederlands; MEXU = Instituto de Biología, UNAM, México; TENN =

937 University ofTennessee, Knoxville, EUA; TLXM = Centro de Investigación en

938 Ciencias Biológicas, Universidad Autónoma de Tlaxcala, México; XAL =

939 Instituto de Ecología, A.C., Xalapa, México.

940
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941 Table 2. Data matrix for the 23 species and 36 characters. ? = lost data, - =

942 inapplicable data. For a description of the characters and character states see

943 Appendix.

944

Species
Clavaria amoena

Clavaria aurantio -cinnabarina

Clavaria gibbsiae

Clavaria sulcata
Clavaria vermicularis

Clavaria zollingeri
Clavariadelphus pistillaris
Clavulinopsis corniculata

Clavulinopsis fusiformis

Clavulinopsis helvola
Clavulinopsis laeticolor

Gomphus c1avatus
Gomphus floccosus

Lactarius indigo
Ramariopsis californica
Ramariopsis crocea

Ramariopsis kunzei

Speeimens
Comer CLAVARIA-4 (E); Donk 13690 (L)

Cifuentes 2004-94 (FCME); Comer RSNB-8376
(L); Comer RSNB-8378A (L); Comer ICTA-1501
(E)
Comer 442 (L); Comer 24165 (L); Comer-Singer
24165 (E);
Hongo 705 (L); Comer s.n. (E) ; Comer 1676 (E)
Brit. Myeol. Seo. 12099 (L) ; Kotlaba s.n. (L);
Comer NG 192 (E); Comer RSS 1439 (E)
Comer s.n. (E); Comer s.n. (E)
Meyer 3700 (TENN) ; Petersen 4920 (TENN)
Piepenbroek and Piepenbroek 876 (L); Mass
Geesteranus 14580 (L); Villegas 1144 (FCME);
López 782 (ENCB); Aranda-Breeeda 4 (FCME) ;
Comer and Thind 206 (E)
Guzmán U-482 (XAL); Cooke and Cooke 45644
(XAL); Cooke and Cooke 39815 (XAL); Hongo
764 (L); Villegas 1313 (FCME); Villegas 1305
(FCME); Heredia 371 (XAL) ; Heredia 371 (XAL);
Santillan s.n (XAL) ; Guzmán and Ventura 5835
(ENCB); Ventura 13281 (ENCB); Villegas 1438
(FCME)
Bas 6730 (L); Maas Geesteranus 13887 (L)
Comer 452 (L); Donk 13896 (L); Villegas 1803
(FCME); Hernández 188 (IBUG); Altamirano 628
(TLMX); Villegas 1450 (FCME).
Petersen 1797 (TENN) ; Arias-Montes s.n (FCME)
Cifuentes III (FCME); Moreno-Fuentes 418
(fCME); Villegas 1109 (FCME); Fajardo s.n
(fCME).
Mendoza 9-09-1983 (FCME)
Petersen 3006 (TENN) ; Petersen 280 I09 (TENN)
Loerakker s.n. (L); Jalink and Nauta 6384 (L); de
Vries s.n. (L)
Bas 5105 (L); Comer RSNB-8291 ; Petersen 3909
(TENN) ; Guzmán U-399 (ENCB); Petersen s.n.
(TENN) ; Villegas 1804 (FCME); Pérez-Ramírez
280 (FCME) ; Rodríguez s.n. (ENCB); Guzmán-



Ramariopsis pulche/la

Ramariopsis tenuiramosa

Scytinopogon dealbatus
Scytinopogon echinosporus
Scytinopogon robustus

Scytinopogon pallescens

Dávalos 2848 (IS UG); Guzmán 22666 (ENCS);
Guzmán 6969 (ENCS); Valenzuela 1197 (ENCS);
Comer NG-237 (E); Comer NG-229 (E) ; Ruíz and
Herrera 3494 (MEXU) .
Comer NG-217 (E) ; Altamirano 148 (TLMX);
Altamirano 157 (TLMX)
Donk 11421 (L); Mass Geesteranus 9576 (L);
Geesink 1504 (L) ; Comer NG-124 (E)
Comer s.n. (E)
Comer 1517 (E)
Cifuentes 676 (FCME); Cifuentes 2004-26
(FCME)
Martinez-C. s.n (ENCS)

83



'<
:t ro

1
1

1
1

1
1

1
1

1
1

2
2

2
2

2
2

2
2

2
2

3
3

3
3

3
3

3
1

2
3

4
5

6
7

8
9

O
1

2
3

4
5

6
7

8
9

O
1

2
3

4
5

6
7

8
9

O
1

2
3

4
5

6

C
la

va
ri

a
a

m
o

en
a

O
I

I
3

O
I

-
I

O
O

O
1

O
I

I
O

O
O

I
O

O
O

O
O

O
I

O
O

I
2

1
I

O
?

I
?

C
la

va
ri

a
au

ra
nt

to
-c

in
na

ba
rl

na
O

I
I

3
O

J
-

1
O

I
O

1
O

O
J

O
O

O
J

I
O

I
O

O
O

I
I

O
I

O
J

I
O

?
I

?

C
la

va
ri

o
ei

b
bs

ia
e

O
I

1
3

O
O

-
I

O
I

?
I

O
?

I
I

-
O

-
O

I
I

O
O

O
1

I
?

?
2

O
I

I
?

I
?

C
la

va
ri

a
su

lc
a

ta
O

I
I

3
O

I
-

I
I

I
?

I
O

-
I

O
O

O
I

O
O

I
O

I
O

1
I

?
?

2
I

I
O

?
I

?

C
la

va
ri

a
ve

rm
ic

ul
a

ri
s

O
I

I
3

J
J

-
I

I
I

?
I

O
-

I
J

-
O

-
O

O
I

J
J

O
I

I
?

?
2

I
I

O
?

I
?

C
la

va
ri

a
zo

ll
in

ee
ri

I
O

1
3

-
O

O
1

O
I

?
t.

I
O

J
I

-
O

-
O

O
I

I
I

O
I

1
?

?
2

I
I

O
?

I
?

C
la

va
ri

a
d

el
p

h
us

oi
st

il
la

ri
s

O
I

I
2

I
O

-
I

O
O

I
I

O
O

I
O

I
O

O
O

O
I

O
I

O
I

I
O

?
2

I
O

O
?

I
?

C
la

vu
li

no
ps

is
co

rn
ic

ul
a

ta
I

O
I

3
-

O
O

I
O

O
I

I
O

O
I

O
O

O
I

O
O

I
O

I
O

1
I

O
O

I
O

O
O

?
I

?

C
la

v
u

li
n

op
si

s
[u

si
fo

rm
is

O
I

I
3

O
I

-
1

O
O

1
1

O
I

1
O

I
O

I
O

O
O

O
O

O
I

O
O

O
I

O
O

O
?

I
?

C
la

v
ul

in
op

si
s

he
lv

ol
a

O
I

1
3

O
I

-
1

O
1

o
I

O
I

I
O

O
?

I
O

O
1

O
O

O
I

O
?

?
O

O
O

I
I

O
O

C
la

v
u

li
n

o
ps

is
la

et
ic

o
lo

r
O

I
I

3
O

I
-

I
O

O
I

I
O

?
I

O
O

O
I

O
O

J
O

O
O

1
O

O
O

2
O

O
O

?
I

?

G
o

m
ph

us
cl

av
a

tu
s

I
I

O
I

-
O

-
O

I
I

I
I

I
-

O
O

I
?

J
O

O
I

O
I

O
I

I
O

?
2

O
I

I
?

O
I

G
o

m
p

hu
s

flo
cc

os
us

I
I

O
I

-
O

-
O

O
I

?
I

I
O

O
1

-
?

-
O

O
J

J
I

O
I

I
?

?
2

O
I

J
?

O
I

L
a

ct
ar

iu
s

in
d

ie
o

I
I

O
O

-
O

-
I

I
I

?
O

I
-

I
1

-
1

-
O

J
O

I
I

O
I

I
?

?
2

O
I

I
?

I
O

R
a

m
ar

io
ps

is
ca

li
fo

rn
ic

a
1

O
I

3
-

1
O

I
O

1
?

I
O

1
1

O
I

O
J

O
O

I
O

I
O

O
I

?
?

O
O

I
1

O
O

1

R
a

m
a

ri
oo

si
s

cr
oc

ea
1

O
I

3
-

O
O

I
O

1
I

1
O

I
1

O
1

O
1

O
O

J
O

I
O

O
I

O
O

O
O

O
1

O
O

J

R
am

ar
to

os
is

ku
nz

ei
1

O
I

3
-

O
O

I
I

I
?

I
O

-
1

O
1

O
I

O
O

I
O

I
O

O
I

?
?

O
O

O
I

O
O

I

R
am

a
ri

oo
si

s
o

ul
ch

el
la

I
O

I
3

-
O

O
I

O
I

o
I

O
I

I
O

J
O

I
O

O
I

O
I

O
O

I
?

?
O

O
O

I
O

O
1

R
am

a
ri

on
si

s
te

n
ui

ra
m

os
a

I
O

I
3

-
O

O
I

1
I

?
I

O
-

I
O

J
O

1
O

O
1

O
I

O
O

1
?

?
O

O
O

I
O

O
I

Sc
vt

in
oo

oe
on

de
al

ba
tu

s
I

O
I

3
-

O
I

1
1

I
?

I
I

-
2

O
1

O
I

O
O

I
O

I
I

-
I

?
?

O
I

O
J

?
O

O

Sc
vt

in
on

oe
on

ec
hi

no
sp

or
us

I
O

I
3

-
O

1
O

I
I

?
1

1
-

2
O

I
O

I
O

O
1

O
I

I
-

1
?

?
2

1
O

I
?

O
O

Sc
yt

in
op

og
o

n
ro

bu
st

us
I

O
I

3
-

O
I

O
O

I
?

I
I

O
1

O
I

O
I

O
O

1
O

I
I

-
I

?
?

O
I

O
I

?
O

O

Sc
vt

in
o

po
go

n
oa

ll
es

ce
ns

1
O

I
3

-
O

I
I

I
I

?
I

I
-

2
O

I
O

1
O

O
I

O
I

I
-

I
?

?
O

1
O

I
?

O
O



85



Gomphus clava tus
Gomphus floccosus

Lactarlus indigo
Clavaria zollingeri

Clavarla gibbsiae
Clavulinopsis corniculata

Clavarladelphus pistillaris
Clavulinopsis fusiformis

Clavulinopsis laeticolor
""","-...---Clavulinopsis helvola

Clavarla amoena
Clavarla aurantio-cinnabarlna

Clavarla vermicularls
Clavarla sulcata

Scytinopogon robustus
Scytinopogon dealbatus

--":--Scytinopogon pallescens
Scytinopogon echinosporus

Ramarlopsis pulchella

'
.....:~~==:Ramarlopsis crocea

Ramarlopsis californica
--~_-Ramarlopsis kunzei

Ramarlopsis tenuiramosa
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Charader 29.
Four remanent nuclei

O 1
...,--...-- Clavulinopsis fusiformis

Clavulinopsis laeticolor
103J33~

O Clavulinopsis helvola
22

2 1 O 1

6142427

1 1 O O

o 1
10 33

o 1 O
¡>()O- Clavaria gibbsiae

17 3J

o O

1 1 O

Gomphus clavatus

Gomphus ñoccosus
12 21 22 25

O 1 O O Lactarius indigo
3133

Clavaria zollingeri
12124

O O

O
11 29 31 32

O 1 1 1 _--....-- Clavaria aurantio-cinnabarina
5 16 23 10

1 1 O Clavaria vermicularis

Clavaria sulcata

°0 0°0
~o --. 00

00

Radial Flatened
pattem pattern

Character 7. Branching pattern

Clavate Cylindrical

Character 25. Basidial shape

Scytinopogon robustus
3J

Scytinopogon echinosporus

Scytinopogon dealbatus

Scytinopogon pallescens

Ramariopsis pulchella

Ramariopsis crocea
6 32

10lP-o-o-Ramariopsis californica

Ramariopsis kunzei

Ramariopsis tenuiramosa

Mainlyfrom
the tunica

Mainly from
the corium

Character 34.
Ultrastructure of spore omamentation



Myxosporium •

Tunica úl

Corium o

® @ ©
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5. New records of Ramariopsis from Mexico

García-Sandoval, R., M. Villegas, and J. Cifuentes. 2002. New records of Ramariopsis from
Mexico. Mycotaxon 82 :323-333.
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Volurne LX.\::.XJI. pp. 323-33 3 April-June 2002

NEW RECORDS OF RAMARIOPSIS FROM MEXICO

R1C-\RDO (i.-\RClA ·S .·\~OO' :~L ~1.-\R G.-\R lT.-\ ' ·!LLEG.-\:' s:.lo.-\Qu :-: ClFtE:"TES
Herba n o ¡':C ~IE . l" :-; A~I

:\ Ph.; P\"'S L:~ t ~O · _~ 4~ . r .? (~5HJ . ej . L' mvers uar ra . \h~ \ h: ...", D .F .. \ l ~ \ i~ t'

Ab s t r a c t

Four spe cies and one io rm are repon ed as new r écords oí the genus R a m a r i op c¡s íor
Me xic o . Ramuriopvis co rniculat a . R . fusiformi s . R . laeticoto r , R . ¡" c"lICtI /" T i.
b u l b i s p o r a and R . p ulehella . Tax on omic descrrpu ons ..and co rnme rn arr e s are

included (or ea ch speci e s , and an overall drscussron and co mmeman es ab ou t rhe

genus rav onorny and us kno ....ledge in Me"\ic,' is proviced
Kc) words s Aphyl lophorales . C ta varíacea e . taxo norny . biodi versu v.

I]\'TRODCCTIO~

The genus Ru m ar i op s i s wa s first descri bed b) Corrie r ,1 950\ wh o
separared from ihe genus Cla vor ia those specres huv ing br anc hed f rui l

bod ies . whir ish col ors and spln) hyalrne spores . Petersen 11960 . 1969 &:
1978 ) prop osed an ernendauon In orde r 10 incl ud e speci e s wu h smooih
spores and simple fru i t bodre s . .-\1 pre senr . no consensus e.\ IS{~ re gard ing
the ta von ormc dclim irauon of the genus rHaw ksw or th ::1 a1..1995 : Julich ,
1981 & 1985) . and there is no prec ise esurnate oi th e number of speci e s

in lhe genus .
The present contribut ion is (he first phase oi a broader wor k o n rhe
phylogenetic sysiemarics of lhe genus RUI1IJ Tl 0 {l'ú car ried o ut by th e fi rs t

aut ho r .

Prior to the real ization of the present papel. on ly thre e rec~)rd s uf

Rumuriopcis specíes in México ex isted, mainly as pan 01' local or reg ional

lists. but only R. kua:ei constiunes a valid record . In the orher records .

the samples belong to species of the genus Ciavaria .

Species Reported as Renor-ted bv

Ramariopsis corniculata Clavulinopsis cor nic /l ta l a Portuga l <'1 01 .. 1985:

(Fr .) Petersen (Fr. ) Comer Varela & C ifuentes , 1979

Ramariopsis jusiformi.• Clavutinopsis fu siformis Mo re no - Fuente s rí a l ..

(Sow .: Fr .) Perersen (Sow.: Fr.J Comer 1994

Ramariopsis kunze¡ (Fr .) Ramariopsis tun:cl .Fr. ) Garc ía -Ro rne ro c"I 11 t . .

Comer Corner 19 , 0

Table 1: Species of Ihe Romariopsis genus reponed Irom Mexico , prenousl) 10 rhe

present paper ,
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Trarnal hyphac monornit¡c , parallel , aggluunarcd, clampcd , so rne ínflalcd
hyphae up lo 9 .8flm wide : hyphac with walls slightty Ihickcned downward
lo the .base ~f the stipc . Subhyrncnial hyphae thin and loosely interwoven ,

Hyrncniurn th ickencd ; basidia on simple clubs, four spored, c1amped. wuh
straight stcr igrnata ,

Sporcs 4 .9 -7 x (4 .2)4.9-7)lm , globoso lo sfightly subglobose . hyalinc . walls
slíghtly thi ck e ncd , uni g uuulaie , smooth al I OOOx: hilar appendix
prominenl .

Fruit bodíes ccspirose lO grcganous , rerricolous . On oak forest or rain
Iorcst .

Cornm c n ra r y

This specics has pre viously becn rcpo rted in Mex ico in the State« 01

Hidalgo (Vareta & C ifucntcs , 1979) and Morelos (Portugal el ul ; 19851 .
hUI a more extensivo survey of the sarnples belonging ro these records has
shown that thcy do not bclong lo this spcc ics . In the case of the record 01'
Hidalgo State (Pérez-Ram írez 1450) this pre sents s imple club shaped
Iruit bodies , unclamped wuh elongaied spores and ex hibit ing a ne gativc
reaction to i ron salts . These features lead us lo C/u \'a r i (1 as the correct
taxonornical dctcrmination Ior this sarnplc . The record Irorn Morclos State
(Portugal 305) sh ows hranched lignícolous Iru it bod ies , with e lipsord

wri nklcd spores of cyanophilous ornamentation . Based on ihese Icarure s
we can place it within the gcnus Rumariu subgenus Lc nt orumur ia.
Undcr ihe scanníng elcctron microscope the sporcs 01' N. corniculutu
exhibir a sli ghrly rough ornamentation , first observed by Pegler & Young
(1985). w ho al so po intcd out the importanec 01' good rnic roscopic
observations for this gcnus.

Sp e c i m e n s cxamincd: GUERRERO: Mpio . of Taxco , Parque Cerro del
Huizteco , Sept. 6 . 1985. Delgado )' Pér-ez-Ra m írez 569 (FCME
13515) . ESTAr>O VE M ~:XJCO: Mpío. of Tcmascaltcpcc . km 54 Toluca­
Temascaltepec highway , delour to El Polvor ín . Sept . 24. 1988. Villcgas­

Ríos 1144 (<'eME 144821.
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Ramuriops is [usijormis (50\\' .: Fr .) Pete rsen . 1978. Mycologia

668 .

70:

• Clavoriu [usiformi» Sow .: Fr . 1821. Syst , :...tycol. 1: ~S() .

.C1<II 'u/iIlOI'Jil· [usiformis (5011'.: Fr.1 Corner . 1950 . Aun .

367 .

Ilo!. M"OI. 1;

PI. 1 . fig. a : PI. 2. fj g. f . d '1 .d
high and up lo 15mm wide on I.ni u e 51 e :Fruit bodies up lO IOOrnm

I Iorkcd al t he apices : de e ply f laueuc d 1<'simple clubs. occas ional y
t -d 10 subro undcd :Iusiform , terete downward lo ihe base: apices rounc e .

(M h 4AH) \\ ith ,;had"",,bright ycllow (Mcthuen :lAS) lo decp ycllow el ucn , .
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Pfa te 2: al Ramario psis cor ni cula ta , spores un de r 5EM; b) R . laet icotor i.
h ulbisp ora, spore s un de r FM; el R. laet icotor, geniculated basidia u nd er F~'J ;
d ] R. pnlchelta, spores un de r SEM,; e) R . laet icolor , spore s un de r Fi\'I ; f) R.
[usiformis, spores and hyphae u nd er Fl'v1 . .

Abbreviations: F1'v1, Iotonic micrascope; SEM, sca nn in g elec tron rmc rosc op e.
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of orangc colour or sUllflower ycllow IMcthucn 4/\7) on thc middl e sidc ,
apices apricot ycllow CMclhllen 586) ; consiSlcncy Iibrous on the cenrer

and slightJy f1cshy cartilagineous oUlward; contcxi hollow al the Icvel of
hymeniurn and solid downward . Stipe shghrly d iffcrenlialed . terete lo
s í i g hrl y Ilauencd , somelimcs whilish. glabrous . Odor and laSle
innapreciable.

Posirive rcaction lo iron salts on hymenium. changing lo grcenish gray
immedialely or after I minute, cven on dried sarnplcs .

Tramal hyphae rnonorniue parallel . sllghuy agglulinaled. c1ampcd , sorne

hyphae sfighrty inflaled up lo 7Jl m wide , somclimcs with slighlly
thickencd walls , sorne hyphac with yellowish content . Subhyrnelliurn with
s le nde r hyphae of yellowish content , loosely inlcrwo\'en . Hyrnenium
slighlly Ihickcned and aggluunared: basidia on simple clubs with sl ightly
ycl lowi sh lo hrrghr golde n colour content , four spored , with slraighl
s ter i g matu .

Sporcs 4 .9-9 .1 \ 4 9-Y.lllln . g lobose . usuallv wirh yellow cruueru and
slighlJy thi ck cned wal!s , us uall y uru guuulare . sm oo th ; 111 la r appcndr ,
conical and prornme nt .

Fruit bodi es Iasc iculan, lo slighll y connutc : tcrric olous On pmus-uak
[o re s t .

Co m rn en t a r y

Only o ne of ihe cx arnined specimens cxhihired f1allened Iru it bodies .
forkcd al the apcx . This featurc had bcen reponed by Petersen 11961$ ; as
ver)' unusuaf. a point which was confirmcd by the exarnination 01' rhc
Mex ican samples .

This species is reponed by Moreno-Fuentes (1994) In lh~ Mexican Sale of
Chi huahua. but a deeper ex aminarion uf the SpCCI men (M o re no.

Fuentes VI·5 IFCME 5665Jj revealcd diffcrenccs wirh n. /lI.'Íl(¡n~¡j.\ .

such as phaseoliphorrn and muh iguuulntc sporcs with s~or~ hrlar
appendi x and clampless contextual hypha . a combiuarion 0 1 ícatures
which lead us lo Clavaria .

JI "1 ' of Zac ualti pan . km 1(JOSpecimens exa m in ed : . IIlALGO: IV pro ,

o V'II H'( s lJOS {FCMEPachuca-Turnpico hi ghwuy, 0('( . 2. II.JX . 1 ('gas· I l.

26 Sil): Pu c h ucu -T'a m pi cu h i z h wa v, -' k m tr o m t h v d e t n u r 1"

" . C S ~ ~() - I < ' ~'O Villcuas·Rios 12lilJ (FCME'I iangur stcugo , La ..antera. epl..' . ~ Cl~ . . '" . • •

I \ ' t K A l ll l I Z Mplo.of, 663) T AMAlJl.IPAS: Mpio . uf Gomcz -ar rus • . " . .
- . -835 JI '8 197' (ENCUI : Mpiu. 0 1Jalancingo. OCOI~pCC. Vcntura ;). . u.( - . .• . - ')) . 1972 . (ENCn 1:
Chiconquiaco . Guacamaya. Ye n t u r a. 75!10 '. I~<e . . ' . '"\ 1<.1 88.
Mpio of Banderilla Cerro La Marun ica , Sanllllan sIn . Sept . .. S
•. . . o : R b I O Venlura 13281. . epI.(ENCB): Mpio. of Chiconquiaco , "10 es aroso ,
15. 1976, (ENCB) .



Hetll/l/rto{'.lis / etcl i r '% r ( H . & (.) l '
' . . c tc r s c n , 197R.

/\'JY l' O I O g í a 7 () ; 668 .

~ Cl avur¡« IU"li<"olll r Ih- rkde y & C urtis , 1868 . Jour. Li nn . SOl".
10 : .138 . /lOI.
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cC/" I'IIIII1"/'.\"i. I"CII, ol" r 18 & e) I'el .. r ..·n j I) ')' '1 I . -7 -
.• . . . , " . 11 ....)" e o 0IP a ~ : :> 22 .

= ( 1//1'''1"/(/ pulchru Pc ck . 1876 . Rep , N.Y . Stnte Mus.28 : 53 .

= CI<1I·II/ il/lll' l"i .\ [I" ¡'-"r<1 ( 1'1;.) Cornc r. I95ll. Aun . Bol. Mem . I : '\ 8~ .

1'1. l . rig. b : pl . 2. fig . e y c .

Fruit hodics IIp ro 40mm hi gh and 1.5mm widc: simple c l ubs terete lo

slighlly Il at t encd and thcu su lcat c . apice s ruundcd ro slighll} ac ute :
growmg Irom a smal l whirc rru cc lia l paic h. of co tton y appcarancc : hn ght
yctlow colour (Meth ucn 4A4j on thc hymcnium sidc , aprces orange colour
í Mcthucn 5A 7 j with ycl low shadows : co us rs tc ncy Iragi! c curul aeme ous :

holl ow corue xt al the hyrneniurn icvcl and soliu downward lo II;e base .
Supe sl ightl y difFcrcru int cd , ter cie . sornetimes whiu sh . Odorf css und
tastcl es s .

Positiv e rcacri on lo iron salts on dri ed sa rnples . changing 10 grayi sh olivc­
gr ecn immcdi aiety .

Trama l hyphae monornit ic , parall cl , st ightl y ag gfuunared . clumped . some
hyphae sf i gh tly inf' Iate d up 10 6.3p m w ide • sorne tim es w i r h s li g lu l y
th ickcncd wall s . so rne hyph ae with ye llow ish contcnt , Su bhyrueururn with
slc nde r hyal inc hyphac , loosc ly inie rwov cn . Hyrncnium 511 ghlly thi ckcncd
and aggluunated : basid ia on simple clubs or gen iculare , contcn ts hyalme
or bri ght golde n colour. lWO or four sporcd , with strai ght o r slightly
sinuous sterigrnata .
Spores 5.6 -8 .4 x 4 .2-5 .6flm. elongatcd ro ovoid , hya line or with yellowrsh
contcrus , ir guuulatc thcn uni guuulatc. srnooth : hilar appcnd ix comcal
ano prorn ine nt ,

Fruit bodies fas cicu lutc lO slíghlly connate . hurnicolous or terrrcolou s. On

ram [orest ur oak Iorest .

Co m m c n t ar y
This species has sorne outsianding [eatures like thc size 01' the í'ruir bodies
and the shape 01' the spo res . The [ru it hodics usually grow Irom a srnull
mycelial . patch prcsent on R . lacticolor r. bulbispor« a nd R . 111\ 11~ 'rtl/ l.\

also . This latte r spec ies has bccn proposcd as an al lied 1<1\011 0 1 ih is
specics (Pcterscn , 1988). Othcr s imiluri ries betwcen these laxa are the
hollow fruit bodies al the hymen ium level . Thesc fearurcs havc not been

11 . o ba ble ph)'lo" enellcalanalysed in a formal wa y lo a 0 \\ nny pr e

implications lo bc Oisccrncd .

Specimens examíned: GUERRERO : Mpio . of Ta xco . Ce rru de 1-!1I íZh:Cll

1803. A 30 . 1995. lFC i\'1E 6996) . NA\' ,lIlI T!'ark . Villcgas-Rios . ug.
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La Noria in the Ec ol ogical Rese r....st io n Ce rro de ') " r; J ua n .
1438. Se pt . 25 . 1991. (FCME 4(95) .

Ramariopvi s lu et ico lor f. bu! bispo ra ( Pe tcrsem P Cle r ;;CI1 . i 'J8 íS .

The Clavartold Fungi of :-;ew Zealand : i29
• Clu"ulin op ú s iaet icn lor í. bulhi 'p'Jr" Petcrsen . i 9 F,~ . .\f yc ',1. .\1. m . 2 : -i ,

96

PI.2 ~Jjg . b.

Fru"tt, iJ)qd íesup io 70mm high and 2rnm widc . si mpli: c¡ (j~) , ie re te el;

s ' i~~~ly. ::rlauened and then su/ca le . ápices ro unded ro sl igh ti:. ~ C: ~~:: .
. . sÚnf)Q~'er : yellow colour (Methuen 4A 7 ) 10 redd ish vellow (:-'fe¡Ílúe n -4AÍ1 , .

. apic~s . ·sómelimes dark bro wn ; consistency fr ag ile ' carti la gineo us : hoJir;w

context o at . the hymenium Ie vel and solid do wn ...va rd l o th e ba se . Srice

cl éarly differentiated , up ro 25mm high . terete to s líghtly ñ auen e d , brighi
yeJiow (Methuen 4A4), glabrous , Odorl ess and tas tele ss .
Posirive reaction to FeS0 4 on hymcn iurn of dr ied specimen s . eh;:, ,, . :n. le.

green ish gray imme dia re ly,

Trarnal hyph ae rnonorn it ic . pa ra llel. s l ighr ly ag g lut inatcd . c larnpe c , so rr e

hyphae sl ightl y inf lated u p lO Tu tn w ide . sorncti rnes w it h , j ¡ ~ !E ;:.

thickened wal ls . hyaf íne . S ubhyrncni um with narrow h:.pna e . lO',), ,, ::­

interwoven , Hymen ium thid: ene d. a gg l utinat ed : ba s idi a 0 11 s rrnp!e ~ !i; s; .

sometirnes with yel íow cornents . I \WJ . thrce . and Iou r spored . "'¡in ; : : g~;: j :.

sinuous s te ri grnata .
Spores 4. 2·7 .0 x 4 . 2 -~ .9Jlm. bulbose . with abax ial broadeninz . ~ ·· } r:; c : l :;; ;; j

subglobose to ovoi d : commonly with ycllow contents . l h:d:::n" ri ,,~ ¡: i .• !

guuulare then un iguuulare . srnoo th : hilar a ppe nd i x cornea r . i,, ') ;,¡,; ¡r, ;: ;¡ ; .

and lateral .
Fruit bodies gregarious , terricolous. On ra in Iore si or oa l; [or cs t .

Comme nt ar y .
This form constantly and typically shows spores with a prormne nt ¡, b ~ '. ¡:,!

broadening . as ha s alread y bee n ascerta ine d In prevro us rc po rt s
(Petersen , 1968. 1988) . This species exh ib ir a hollow co n ic vt ~¡ : he

hymenium 'Ie ve l , like R. laeticolor , . . . .
One of the exarn ined specirnens (Altamirano 628 . TLX~l í . l;¡oekd "5 R .
taeticulor , shows colors and spores like R . taet ico lor f. bu ib is p o ra. bu .

díffers in the absence of a w ell diffcreruiated su pe and cacspiious fí u;t

bodies of smaller size , Thcse obvious differences lead us i o ex elu de tlu s

specimen for the present de seription .

Specimens examined: MI CHOA C Á :'.;: Mpio , of .'\ a h uJ ' r.:n . \ .: " rrí) e ,
( 190 - (IBL'(" .:\ .\ Y -\ R I T: ~ 1 1'. ' ;. , c' lPilón ; Hernández 188 . Aug . I ~ , 7) . • , I

Tepic , La Capill a in thc Ecolcgical Rcser vau on of C o.: rro ,!t' :-J Ii ' ,u n .

Víllegas-Rios 1450, Sep!. 26. 1991. (FC M E I 4339



RU!IIur i opüs p u lchet t¿ (Houd .) Co m er. 1<J50. A II II . Bnt .
M e m , I : ()--I5 .

• (" /" ' lI r ia 1",/,lIdla Bnurd icr . IRR7 . /Iul!. Soe. jI,·lveol. Frailee J: 14" .
• e l ," ·" l i ll ll l' l/ \ I'I// ..hell a ( Boud . i Jul ich. 1985 . Inl. -.J . Myeol. Lichenol .

1: 1~ (¡ .
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PI. I . fig . d : pl . 2, fig . d .

lru i t nod ics IJp 1(1 .l5mm high . wcll bran chcd on t hrce levc!s . br:lllclics
USU:l 1Iy J ich vl t1rnlllls. rarel y trich ot om ous . ax il s roundcd , wh ire downward

1/1 1111: hase und i lld ign hlue upw ard lo t hv lips t Mcthuen IXB .1. IXC}) :

n\n si ~telh' Y fibrou s Il cshy . slrigos c. or s uh k alh cry : so l id co ruc xr . Supe

sil~lllly 1 (1 wcl l d tf l n c n l la le d . hUI alw ay s prc s c n t , wh ire wu h e r avi sh

(lra ngc COI OIlI ,had"\I'~ (I'vlelhllnl 51 ).\1 al muturanon , Il a u e ued . H;an~h6

In \' l,' lo' ~ I i g h l ly Ilallencd . narrowII'g lo lhe Iql S: w hi u sh 1, \ \ I<da<:co u s

rMe thuen 181B ). purp lc t Mcthu e n I-tC2 /. o r vi o let ( Mcthu c n 1713 2 1:
apr ccs s ubro undcd ro subac ui e , cn nc ll lo rus lo browni sh ,

:\cgalil e rc action l o FcS04 on hyrncn ium .

Tramal hyphae monornit ic , parallel , s lighrly agglurinated , clumpcd . so rne
hyph ae with slightly th ickened walls and ycll ow contents usu ully c loscr In

su pe hase . so rne inflatcd hyphae up lo 8¡tm w ide . Hyrncnium th ickencd .

agg lur inarcd ; basid ia simple club. slighll y vi olaccous , fo ur spore d , wuh

s lra ig hl stcrigrnara. small crystals co m mon o n hyrnenium .

Spore s 2 .8-4 .2 x 2.1 -3 .5pm , s uhg lo bose . hyal ine . wuh th ic k wa l!s ,

uniguuu lare , spiny , hilar appendix conical , promincnt.

Fruit bodies gregarious lo shgh rly fasciculatcd. lerrico lous. O n Ju n ip er us
Iore st .

Co m m c n ta ry

'Ihi s spec ie s typrcall y shows Iruit hod rc s with \ iolel ('\.101', and s ma ll

vub g loboxc s po re s Th e prcscnce 0 1' rhuk wallcd hyp hac 1\ u h ) e llt l\\

contenl and posuivc rea cti on 10 K OH 2 ' Y¡ . (In h)p:!e 0 1' dr ic d,;pccllllcn s .

(hil nging 10 pink and rhen 10 olivc g rcc n. likc sume I role: col orc.l S p CC I C S

of Ramu riu aud G o m p h 11 S lead Pctcrscn (1988) lo pos tu lare lmk s bcr« cen

Ru mariopsis and Gomphaceac .

S pe ci me ns cxa min cd: TLAXCALA : Mpio. 01' lxtacuixrla. Km. 10.5 of the
Texmelucan-Tlaxcala highway, Altamirano 149 & 15 7. Sept . 8 . IY94
(TLXM) .

DISCUSSION
The present is the Iirst taxonornical revicw of ihe genus Ramar íopsis in
M éxico. lt yielded four species, new records of thcrn and onc form new
record for .Mexlco , on pinus-oak, rain forest and Juniperu s fo rest .
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Tra d u io nal lv, c1:I\'a fll) l(l l ungí svs te ma u c s has hccn a c o m plc x m uu er

bccu us e rhcsc fu n gl a re no t a nat ur a l g rou p , lu the part ic ular c ase of thc

gcnu s R(//1/(/";0l'ú " rh e xit uat ion sc c rns lo be similar . Thi s gcn us w as flr sl

rccogn ized hy Co rne r ( 19 5 0 ) wh o in cluded in ih is g roup th o se s pc c u-s ,

prc vi o usl y ass i g ned lo C l ava ria , t ha t sho\l' ed h ra n c hc d lr uit ho u ics .
t ra ma l hyph ae 111 011(\l11ili (' and c la mpcd . a nd s pi ny spo re s . Co rue r
su g g c s t e d 1h a I d ue 1.. Ihe c on l e x t ua I co n SI ru c 1i o n a n d Sp ' H e

orna me nrat io u C / <1 l'/ / / ; II I I f' S ; S and S"."lil1 "I' ",l: 1I1I a re c los cly ulh c d gc ne ra

of Ra ma ri ops i s . Afll'f\\' ard s Pe terse n ( fl)()6i. cons ider ing sum e lcai ur e s

l ike hystcrucroi sm and ihc s ize 01' t hc ha si di a . proposcd an vm cndau on n I'

rhc genus , He thus trunl'crrcd sorn e spccres - Ii ke R. COl' l1ic II / (/ / <1. prcviou sly

as C l a vu l i nop sis- of bright colorcd lru it hod ie s a nd g lobosc . s m oo t h

s pore s t o Ru m ario nsic , C o ru e r (1970 ¡ s ub s eq uc n r ly a r g uc d t ha t

hyste roc roi srn and ba sidia s ize ovcrlap bctwecn hoth gen era an d a re not

good Iea tures . Pct crscn (1978 ) responded hy usin g pi gmc nt co mpos u io n .
cyto logica ! [ea tures , li l;c the numbcr 01' rcrnaining nuclc i in the bnsid ia.
and phe nol ic c ornpounds in the hyrneniurn lO su p por t a ncw e mcn dn t io n

o f the gcnu s . lran sferrin g so rne specics of Clavul in np ci; lo R(/ I/!</ I'/ " I" ;'
a nd th c res t lO Cla l'(/ I';II .

Al thc p resent no ('l l IlS CnSUS cx is rs rc g ard in g thc d c h m irau o u 01 l lll' !!C ll U,;

o r d iagnu suc í'caturcs , Severul con tr i buri o ns have heen ruade rJu h c h .

1985 : Pegle r & Y llllll ¡! . 198:' ) in rhe auempt 10 so lv C rlus disputc . lllPugh
none ha s IH CSCl)led cn o ugh rc uson s lo Iavor any pos u io n .
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Ab stract - The first report of Scytinopogon from Mexico is presented.
Descriptions of Mexican material of S. pallescens and S. robustus are included,
and the nomenc1ature of the described species is discussed along with the
systematic and phylogenetic affinities of the genus.
Keywords - Aphyllophorales. taxonomy. tropical mycobiota, c1avarioids

Introduction

Scytinopogon Singer is a genus of no more than eight descrlbed species with
a fundamentally tropical distribution. It was segregated from Lachnocladium
by Singer (1945) based on the presence of sub-fleshy basidiomata, and
verrucose-echinulate, sub-angulate yellow spores. The genus is
distinguished from other similar genera such as Pterula by the consistency of
its basidiomata and the color of its spores. Singer (1945) designated Pterula
pallescens Bres. [s Lachnocladium pallescens (Bres.) Bres.] as the type
species. The etymology of the name Scytinopogon refers to its
macromorphological resemblance to leather barbs (Donk 1954).

The genus Scytinopogon has been included in the past in several families ­
Clavariaceae (Comer 1970), Thelephoraceae (Donk 1964), Gomphaceae
(Maas Geesteranus 1963) and Scytinopogaceae (Jülich 1981) - and has been
linked to a variety of genera - Cristella, Trechispora (Jülich 1981, Larsson
1992), Hydnodon (Comer 1970, Maas Geesteranus 1963, Reid 1971),
Bankera (Comer 1970, Maas Geesteranus 1963, Reid 1971), Phellodon
(Comer 1970), Polyozel/us (Comer 1950), Thelephora (Comer 1950, Donk
1964), Ramariopsis and Clavulinopsis (Comer 1970).
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In the Americas Scytinopogon has been reported from Bolivia, Brazil,
Panama, Puerto Rico, the United States, Uruguay, and Venezuela (Comer
1950, 1970; Petersen 1988a; Reid 1965; Singer 1945), as well as in Asia ,
Africa Australia, and New Zealand (Comer 1970, Petersen 1988b).

There are few reports of clavarioid Aphyllophorales in Mexico (se e
García-Sandoval et al 2002, Villareal & Pérez-Moreno 1991), or these fungi
are occasionally found in general species lists (Garc ía-Romero et al. 1970,
Varela & Cifuentes 1979). The objective of this study is to present the first
report of Scytinopogon Siriger in Mexico and discuss the systcmatics of this
genus.

Methods

A revision was made of the rnycological collections of the following
herbaria: Facultad de Ciencias, UNAM (FCME), Escuela Nacional de
Ciencias Biológicas del Intituto Politécnico Nacional (ENCB), Herbario
Nacional de México, Instituto de Biología, UNAM (MEXU), and
Universidad Autónoma de T1axcala (TLMX). Taxonornic detennination of
the material was corroborated using the rnonographic works of Comer (1950,
1970) and Petersen (1988b) as well as additional selected descriptions (Coker
1923; Petersen 1984, 1988a). Microscopic observations were realized using
standard rnycological techniques (Cifuenres et al. 1986, Largent et al. 1980).
Herbaria acronyrns were assigned following Holmgren & Holmgren (1995)
and Holmgren et al. (1990).

Taxonomic Descriptions

Scytinopogon pallescens (Bres.) Singer. 1945. Lloydia 8: 139.
B Pterula pal/escens Bres. 1899. Bull. SocoR Bol. Belg. 38: 157.
& Lachnocladium pallescens (Bres .) Bres. 1915. Hedwigia 56: 304.

=Thelephora dewevrei Bres. 1899. Bul!. Soco R. Bol. Belg. 38: 156.
=Thelephora serrei Pat. & Har. 1906. Bull. Soco Myco!. Fr. 22: 116.
=Thelephora lactea Pat. 1923. Bull. Soco Mycol. Fr. 39: 47.
=Clavaria durbana Vand der Byl. 1932. S. Afr. J. Sci. 29: 322.

Platel: Figs. a, and b
Basidiome: size up to 140 mm in length, very branched., white to cream,
generally branched from the base, then the stipe poorly differentiated, smooth
to subtomentose in this area. Branches: dichotornous or polytornous,
flattened, glabrous: internodes irregular in length but dirninishing gradually
towards the apex; rounded axils ; apex subcristate to flattened-palmate.
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Pla te 1. a) lrregularly-shaped crystals in the myeelial hyphae al the base 01' the stipe of
Scytinopogon pallescens; b) Seann ing electrón micrograph of the spores of S. pallescens
showing characteristic ornamentation and shape: e) Hyphae with irregularly- shaped crystals in
the mycel ial hyphae al the base 01' the stipe in Scytinopogon robustus; d) Basidia and
basidiospore of S. robustus ; e) Dricd basidiome of S. robustus . Scale bars: a = 10 um: h-e = I
11m: d = 5 um; e = 1 cm. Photographs a, c-e: R. García-Sandoval: b M. Villegas.
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Mycelium: at the base of the stipe whitish . Context: coriaceous-fibrous to
coriaceous, whitish. Taste and odor: not c1early distinguishable. Context:
monomitic, with thin-walled hyaline generative hyphae lA to 3.5~m wide,
scarcely clamped Mycelial hyphae: at the base of the stipe have thick and
irregularly-shaped crystals (Figure a), rare inflated-like septa. Hymenium:
thickening. Basidia: subcylindrical to c1avate, bisporic to tetrasporic, the
majority tetrasporic. Basidiospores: hyaline, 4.2-5.6 x 2.8-4.2~m,

subglobose to broadly ellipsoid, with nodular-echinulate omamentation. then
with an angular-euspidate to irregular elliptical appearance under light
microscopy (LM), positive reaction to couon blue (cyanophilous); hilar
appendix not clearly evident , conical; under scanning electron microscopy
basidiospores were observed from elliptical to subangulate, with
tuberculate-nodulate omamentation, generally grouped in pairs (Figure b);
hilar appendix rounded with an acuminate base.

Habitat: terrestrial, gregarious. In Mexico this taxon has only been collected
from secondary vegetation (Acahual) at an altitude of 15 masl.

SPECIMEN EXAUINED. MEXICO. OAXACA: Mplo. Chlltepee, Tuxtepec.
12Xl967 Man inez-C. (ENeB)

COMMENTS. The pattem of basidiospore omamentation exhibited by this
species seems to correspond to the omamentation of paired spines reported
by Petersen (1988a) in Scytinopogon dealbatus (Rick) Comer. During the
examination of the Mexican specimen, it was possible to observe a structure
similar to inflated septa in the mycelium at the base of the stipe; these septa
have been reported for the genus Trechispora, and is the basis for a
postulated relationship between the two genera (Jülich 1981, Larsson 1992).
These septa were not observed in the mycelial cords due to the poorly
preserved state of the Mexican specimen, and its presence was only
corroborated in the mycelia at the base of the stipe.

This species was considered by Comer (1950) as a synonyrn of C/avaria
angulispora Pat. [a Scytinopogon angu/isporus (Pat.) Comer] . Because the
name C. angulispora is older, it has priority over the name Pterula pallescens
Bres. - in consequence, Scytinopogon Singer should be typified by Clavaria
angulispora instead of P. pa/lescens as originally proposed. However,
Pelersen (1988b) had revised the type of Clavaria angulispora, and
concluded that it belongs to the genus Clavulina (tentatively C/avulina
connata Comer), thus removing this taxon from Scytinopogon and leaving
the genus with the type originally assigned by Singer (1945). Three varieties
of Scylinopogon angulisporus were described by Comer (1950): S.
angulisporus varo curtus Comer, S. angulisporus varo parvus Comer, and S.
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angulisporus var.gracilis Comer. Currently, the types of these varieties have
not yet been re-examined to corroborate their generic status. Additionally, a
number of specimens have been reponed as Clavario angulispora (for
example Coker 1923) in the literature, but according with description and
photographs seem to correspond to Scytinopogon. The status of these
specimens deserveto be addressed.

Scytinopogon robustus (Rick) Comer. 1970. Beih. NovaHedwigia 33: 91.
«Ciavaria robusta Rick. 1931. Egatea 16: 120.

Platel: Figs.c-d
Basidiome: up to 50 mm in length in dried material, very branched,
completely white when fresh to cream colored in herbarium material;
mycelial cords white and delicate at the base. Stipe: differentiated, 15-25 x
3-5 mm, flat, smooth to subtomentose. Brancbes: dichotomous or
POlytOIDOUS, flattened, glabrous to subtomentose towards the internal parts;
internodes irregular in lengththough diminishing gradualIy towards the apex:
axils subacute; apex subcristate to flattened-palmate . Context:
coriaceous-fibrous to coriaceous, whitish. Taste and odour: not clearly
distinguishable. Mycelium: forming monomitic mycelial cords, with
uninflated and abundant simple clamp connections. Mycelial hyphae at the
base of the stipe of two types: with swollen walls with small, elongated
crystals, or nakcd with only slightly swollen walIs (Figure e). Context: ofthe
stipe and branches monomitic, with hyaline thin-walled generative hyphae,
scarccly clamped, inflatcd 2.8-19.6 um wide, slightly dextrinoid.
Hymenium: slightlythickening. Basidia subcylindrical to clavate,bisporic or
tctrasporic, ' the majority tetrasporic. Basidiospores: hyaline, 4.2-5.6 x
2.8-4.2 um, seen under light microscopy (LM) to have angular-cuspidate to
irregular elliptical appearance; nodular echinulate omamentation; positive
reaction to cotton blue (cyanophilous); hilarappendix poorly evident,conical
(Figured).

Habitat: humicolous, gregarious. In Mexico only collected in deciduous
forestat an altitudeof 1500mas\.

SPECIMEN EXAMINED. MEXICO. HIDAI.GO: Mplo. Molango, Laguna de
Atczca. 9.VII.1980 Ctfuentes J. 676 (fCME 1201).

COMMENTS. Of the currently recognized species, only this species and
Scytinopogon echinosporus (Berk, & Broome) Comer have inflated hyphae
and spores larger than 5 um, Even so, the latterspeciespresentsbasidiomata
with apex light brown and smaller spores (4.5-5.5 x 3.5 um), This species
secms to be wcll dclimited and the combination of diagnostic characters
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distinguishes it from anothcr species lcavcs no doubt about its generic
affinities.

Comments and Conclusions

This study constitutes the first report of Scytinopogon in Mexico . The
distribution oí tbe genus in tbe Americas seems to be limited to tropical
zones or localities with warrn elimates, with its northem lirnit in the
southeastem United States.

The number of species in this genus is still uncertain. The proposed names
inelude Scytinopogon dealbatus, S. echinosporus, S. robustus, S. pallescens,
S. chartaceum (Pat.) R.H. Petersen, S. papillosus Comer, and S. scaber
(Berk . & M.A. Curtis) D.A. Reid, but several of these names have been
proposed as synonyms and a complete monographic treatrnent oí the genus is
still necessary.

Tbe pbylogenetic affinities oí Scytinopogon are ambiguous. The pbylogeny
oí the elavarioid Aphyllophorales should be contextualized within the efforts
to elucidate the phylogeny oí the Homobasidiomycetes (Binder & Hibbett
2002, Hibbett & Thom 2001, Pine el al. 1999) due to the polyphyletic nature
of the group. In the absence of formal pbylogenetic srudies for Scytinopogon,
only a few preliminary hypotheses can be offered. A phylogenetic analysis
ofRamariopsis (García-Sandoval, unpublished data) included four species of
tbis genus and seems to confirrn the elose relationsbip between Scytinopogon
and Ramariopsis as proposed by Comer (1970). This is at least partially
sustained by the positive cyanophilous reaction of the spores, a character
shared by the family Gomphaceae (Villegas et al. 1999); this conclusion
cannot be seen as definitive given that the principal objective of the aboye
work was not elucidate the affinities of Scytinopogon. Other important
hypotheses inelude the proposed relationship with Hydnodon (Comer 1970,
Maas Geesteranus 1963, Reid 1971) based on the presence ofcrystals in the
hyphal mycelia at the base of the stalk, the fonn oí the omamentation of the
spores (see figure a-e) and the positive cyanophilous reaction of the spores.
The relationship with Trechispora (Jülich 1981, Larsson 1992) is supported
by the posit ive cyanophilous reaction of the spores, the forrn of the spores,
and the presence of inflated septa. Among these characters, the positive
cyanophilous reaction of the spores has been of phylogenetic use in other
groups of the Aphyllophorales (Villegas et al. 1999), but its utility in this
case remains to be evaluated.
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The evaluation of the affinities of Scytinopogon necessarily requires that the
majority of the hypotheses previously postulated be taken into account in the
context of the phylogeny of the Hornobasidiornyecetes.
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7. Discusión y conclusión

Los resultados de la presente investigación indican un grupo monofilético conformado por

los representantes de Ramariopsis sensu Comer (1950). A pesar de que este grupo

presenta una frecuencia baja de bootstrap (56%) se encuentra apoyado por el patrón

ultraestructural de la ornamentación de las esporas el cual es una sinapomorfía para el

ciado . Este grupo a su vez corresponde en lo general a Ramariopsis subg. Ramariopsis

Petersen R.H. (Petersen 1978), pero excluyendo a Ramariopsis he/vota (Pers.) Petersen

R.H. [= C/avulinopsis he/vota (Pers.) Comer], la cual había sido incluído con base en la

presencia de esporas ornamentadas.

Los caracteres esporales -entre ellos la ornamentación de las esporas- han sido

tradicionalmente de gran ayuda en la sistemática micológica en general (e.g. Sparrow

1960, Donk 1971, Jülich 1981 , Barr 1990, Villegas et al. 2005). Para el caso de los hongos

clavarioides, estos caracteres han sido empleados desde las primeras clasificaciones de

Fries y Karsten en el siglo XIX (Petersen 1971) y la presencia de ornamentación en las

esporas ha sido un carácter decisivo en la sistemática de Ramariopsis (Donk 1933, Corner

1950). La práctica más frecuente para el análisis esporal en la sistemática de

Homobasidiomycetes ha sido encontrar correspondencias a través de observaciones

microscópicas -microscópio fotónico o electrónico de barrido- reconociendo patrones

de variación morfológicos (e.g. Largent et al. 1977, Kirk et al. 2001, Clémencon et al. 2004,

Villegas et al. 2005) y postulando hipótesis de homología entre las estructuras con base en

estos patrones. Para el caso de la ornamentación de las esporas inclusive existen

detalladas clasificaciones (e.g. Petersen 1981 , Singer 1986). Este procedimiento en lo

general satisface los requerimientos básicos para proponer hipótesis de homología (de

Pinna 1991, Brower & Schawaroch 1996, Hawkins et al. 1997). Pero en el caso del análisis

de la ornamentación, estudios más detallados han demostrado que algunos patrones que

aparentemente se corresponden con observaciones microscópicas, no corresponden con

una misma composición ultraestructural (e.g. Pegler & Young 1985, Van Wyk & Wingfield

1991, Keller J. 1997), por lo que homologar estructuras con distinta composición viola el

criterio de similitud requerido para una hipótesis de homología (de Pinna 1991, Brower
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2000, Hawkins 2000, McShea & Venit 2001 , Rieppel & Kearney 2002) . En el caso de

Ramariopsis, Petersen (1978) erigió el subgénero Ramariopsis subg . Ramariopsis

señalando la presencia de esporas equinuladas como carácter diagnóstico y transfiriendo a

C/avulinopsis he/vota [= R. he/vota] hacia el nuevo subgénero. Pero un estudio de la

ultraestructura de las esporas de C. he/vota y representantes de Ramariopsis s. str. -e.g.

R. kunzei - (Pegler &Young 1985) demostró que la ornamentación de C. he/vota deriva

fundamentalmente del corium en tanto que la ornamentación de Ramariopsis s. str. deriva

de la túnica , por lo que ambas estructuras no son homologables. Los resultados obtenidos

durante la presente investigación apoyan la segregación de C. he/vota, respaldando la

circunscripción original de Ramariopsis (Corner 1950) y corroborando la utilidad del patrón

ultraestructural de la ornamentación como una sinapomorfía para el grupo. Por lo tanto ,

con base en los presentes resultados, Ramariopsis debe ser circunscrito a las especies de

basidiomas ramificados - patrón cilíndrico de ramificación - y esporas con quínulas

conspicuas derivadas de la túnica. Otro carácter correlacionado con ultraestructura pero

que no es exclusivo de Ramariopsis es el patrón de reacción cianófila positiva en la

ornamentación de las esporas. Este carácter ha sido empleado anteriormente en la

sistemática de Gompahaceae (Villegas et al. 1999) y aparentemente la reacción posit iva

puede originarse en distintas capas de pared -e.g. el corium en Ramariopsis y el

mucostrato en Gomphales (Villegas et al. 2005).

Durante la presente investigación el proceso de selección de grupos externos resultó de

crucial importancia. Un muestreo insuficiente -en número o diversidad- puede generar

resultados falaces, tales como forzar la monofilia putativa del grupo interno (cf. Guzmán­

Dávalos et al. 2003, Moncalvo et al. 2001) y dado que en el presente caso el principal

objetivo de la investigación fue someter a prueba la monofilia putativa de Ramariopsis, el

muestreo de grupos externos consituyó parte medular del proyecto. Si bien existe una

propuesta de protocolo para esta selección (Nixon &Carpenter 1993), fue necesario

complementarlo con una prospección filogenética, la cuál nos brindo un marco de

referencia fundamental para dirigir el proceso. Así mismo fue necesario clarificar la

diferencia entre grupo externo operativo y grupos externos funcionales, ya que ambos

cumplen funciones distintas y los criterios para su selección deben reflejar estas

diferencias.
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Adicionalmente al muestreo taxonómico, el presenteanálisis comprendió la elaboración de

una matriz de datos, en su mayoría morfológicos. El debate sobre la relevancia de los

caracteres morfológicos para la inferencia filogénetica ha sido largo y la polémicaparece

persistir (cf. Scotland et al. 2003 vs. Jenner 2004, Wiens 2004). Entre las características

sobrelasientes de los cacateres moforlógicos se han mencionadola posibilidad de ampliar

el muestreotaxonómico-inclusive hasta incluir especies extintase.g. fósiles-, este tipo

de fuente de información evita los riesgos inherentes al fenómeno de atracción de ramas

largas, permite -y por lo general requiere- una evaluación más extensade la

independencia entre cada carácter; las matrices morfológicas suelen promover el análisis

simultáneo de caracteres con distintas tasas de cambio, permitiendo mejor apoyo en los

diferentes niveles del c1adograma y argumentos pragmáticos como la relación

costo/beneficio (para una revisión detallada de estos y otros argumentosver Hillis 1987,

Eemisse & Kluge 1993, Kluge & Wolf 1993, Hillis & Wiens 2000, Baker & Gatesy2002,

Jenner2004, Wiens 2004, Bergsten 2005, de Lunaet al. 2005). Enel presente caso, el

empleo de caracteres morfológicos brindó algunasde las ventajas señaladas previamente.

Ramariopsis es un género casi inconspicuo y poco representado en la mayoría de las

colecciones (Petersen 1988a), el uso de esta fuente de información permitió ampliarel

muestreotaxonómico empleando ejemplares cuyo método de preservación dificultaba

significativamente la obtención de otro tipo de datos -e.g. preservados en

alcohol/formaldehído. Así mismo este tipo de fuente de información permitió incluír

caracteres con diversas tasas de cambio y analizarlos simultáneamente, lo cual representó

una ventaja adicional en virtud de la diversidad del muestreo taxonómico. Adicionalmente,

el empleo de esta fuente de información permitió, en un sentido más general, profundizar

en el estudio filogenético de los patrones de variación morfológicos, lo cual de cierta forma

constituyeparte central de la sistemáticafilogenética (Hillis & Wiens 2000).

Envirtud de que la sistemáticano solamente comprende clasificaciones, sino que parte

fundamental de su actividad reside en la descripción e inventario de la diversidad

(Hawksworth 1995, Wilson 1999, Cracraft 2002, Funket al. 2002, Wilson 2004), los

nuevos registros para la micobiota de México constituyen una parte relevante de la

presente investigación. Como se mencionó anteriormente se calcula que existen 1.5
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millones de especies de hongos en el mundo (Hawksworth 2001), de las cuales en México

se estima existan 200 mil y únicamente el 3.5% de ellas han sido reportadas (Guzmán

1998). La situación se agrava si además consideramos el escaso conocimiento que se

tiene de la micobiota tropical (Guzmán et al. 1997, Guzmán 2003) o de los patrones de

distribución (Cifuentes et al. 2004). Durante la presente investigación se reportaron nuevos

registros para Ramariopsis (García-Sandoval et al. 2002) y Scytinopogon (García-Sandoval

et al. 2004), este último un género de distribución fundamentalmente tropical (Singer 1945,

Comer 1950, Petersen 1988b), los cuales constituyen un aporte al conocimiento de la

micobiota nacional.

Si bien el presente estudio permitió delimitar Ramariopsis, todavía quedan diversas

interrogantes por resolver. Este género ha sido incluido tanto en Clavariaceae (Comer

1970) -ciado euagarical- como en Gomphaceae (Petersen 1988a)-clado gomphoide­

phalloide-, pero actualmente no existe ningún estudio filogenético para

Homobasidiomycetos que lo haya incluido en su muestreo, por lo que dilucidar cuáles son

las afinidades filogenéticas del género en el contexto de los ciados de

Homobasidiomycetes reconocidos actualmente (Hibbett & Binder 2002, Larsson et al.

2004) es todavía un problema por resolver. Así mismo, a pesar de que el muestreo

taxonómico permitió brindar una respuesta robusta al objetivo principal de la investigación,

diversas especies todavía no han sido consideradas, por lo que un estudio filogenético

intragenérico es necesario. Adicionalmente, este último estudio nos permitirá dilucidar la

historia biogeográfica del taxón, el cual incluye tanto especies de amplia distribución como

especies endémicas (Comer 1950,1970; Petersen 1988a).
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