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RESUMO GERAL

Hymenochaetaceae Donk (Basidiomycota, Fungi) caracteriza-se por apresentar basidiomas
ressupinados a pileados, reacdo xantocroica positiva, presenca de setas himeniais (na
maioria) e de hifas generativas sem grampos de conexao, além de reunir fungos causadoras
de podriddo branca. A circunscricdo dos géneros e espécies em Hymenochaetaceae é
imprecisa, principalmente no ambito da taxonomia tradicional, o que torna dubia a
identificacdo de espécies quando séo utilizados exclusivamente dados morfoldgicos. Nessa
perspectiva, estudos baseados em sequéncias de DNA das regides ITS e LSU (rDNA) estao
sendo responsaveis por significativos progressos na taxonomia do grupo, porém estudos
com téxons neotropicais sdo escassos. No presente estudo foram utilizados espécimes de
Hymenochaetaceae coletados em diferentes biomas brasileiros para extracdo de DNA
genémico, amplificacdo das regides ITS e LSU por meio de PCR e posterior
sequenciamento. Foi observado o delineamento morfoldgico e/ou molecular de duas
espécies de Fomitiporia, duas de Fulvifomes, quatro de Fuscoporia, seis de Hymenochaete,
duas de Phellinotus, uma de Phellinus e uma de Tropicoporus. Dentre essas, s&o propostas:
uma nova espécie de Fuscoporia; uma sinonimizacao em Phellinus, uma em Tropicoporus,
uma em Hymenochaete e uma possivel sinonimizacdo em Fomitiporia; além da
confirmacdo de combinacdo Fulvifomes rhytiphloeus a partir de evidéncias moleculares.
Séo registradas ainda uma nova ocorréncia de Fomitiporia e de Hymenochaete para o
Brasil. De modo geral, observou-se que as sequéncias da regido ITS e/ou LSU foram Uteis
no delineamento das espécies em estudo, principalmente em espécies morfologicamente

semelhantes e préximas do ponto de vista evolutivo.

Palavras-chave: Hymenochaetales; neotrépicos; Phellinus; rDNA,; sistematica.



ABSTRACT

Hymenochaetaceae Donk (Basidiomycota, Fungi) is characterized by sessile or pileate
basidiomes, positive xanthochroic reaction, occurrence of hymenial setae (frequent) and
absence of clamps. Besides, species of this group are also known for producing white rot.
The circumscription of genera and species within Hymenochaetaceae is inaccurate,
especially under the traditional taxonomy, which makes dubious species identification
when used exclusively morphological data. From this perspective, studies based on DNA
sequences of the regions ITS and LSU (rDNA) are accounting for significant progress in
the taxonomy of the group, but studies with Neotropical taxa are scarce. In this study,
Hymenochaetaceae specimens were collected in different Brazilian biomes for DNA
extraction, amplification of the regions ITS and LSU by PCR and subsequent sequencing.
We observed the morphological and/or molecular delimitation of two species of
Fomitiporia, two of Fulvifomes, four of Fuscoporia, seven of Hymenochaete, two of
Phellinotus, one of Phellinus and one of Tropicoporus. Among these it is proposed: a new
species of Fuscoporia; one synonymization in Phellinus, one in Tropicoporus, one in
Hymenochaete and a possible synonymization in Fomitiporia; and a confirmation of the
combination in Fulvifomes rhytiphloeus upon molecular data. We also report a new record
of Fomitiporia and another of Hymenochaete from Brazil. In general, it was observed that
sequences of ITS and/or LSU region are useful for species delimitation, particularly for

those which are morphologically similar and evolutionarily close related.

Keywords: Hymenochaetales; neotropics; Phellinus; rDNA; systematic.
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1. INTRODUCAO

Os fungos constituem um dos maiores grupos de organismos em nimero de
espécies, diversidade e significancia ecoldgica, incluindo, pela estimativa mais recente, 5,1
milhGes de espécies (BLACKWELL, 2011). Considerando que foram descritas pouco
menos de 100.000 espécies até recentemente (KIRK, 2008), o conhecimento atual
corresponderia a menos de 2% da diversidade do grupo e, desta, uma porcentagem ainda
menor foi estudada filogeneneticamente (BEGEROW et al., 2010; RILEY et al., 2014).

O filo Basidiomycota é caracterizado pela producdo de basidiosporos (esporos
sexuados) em estruturas especializadas denominadas basidios (KIRK, et al., 2008) e seus
representantes sdo conhecidos popularmente como orelhas de pau, cogumelos, estrelas da
terra e boletos (Agaricomycetes), além das ferrugens (Pucciniomycetes) e dos carvoes
(Ustilaginomycetes) (HIBBETT et al., 2007).

Em Agaricomycetes, a familia Hymenochaetaceae Donk é uma das mais
representativas, caracterizada por apresentar basidiomas ressupinados a pileados, reacéo
xantocroica positiva, presenca de setas himeniais (na maioria) e de hifas generativas sem
grampos de conexdo. Os representantes do grupo também sdo conhecidos por causarem
podriddo branca na madeira (WAGNER & FISCHER, 2002a; KIRK et al., 2008;
RAJCHENBERG et al., 2015). Primeiramente reconhecida como grupo por Patouillard
(1900), a familia Hymenochaetaceae foi proposta posteriormente por Donk (1948).

Além da importancia ecol6gica, vérias espécies de Hymenochaetaceae tém sido alvo
de estudos farmacologicos devido as reconhecidas propriedades medicinais. Compostos
isolados a partir de basidiomas de algumas espécies possuem comprovada atividade
antioxidante, antitumoral e anti-inflamatéria (JANG et al., 2004; BAE et al., 2005a, b; LI
et al., 2004; DONG et al., 2009).

A circunscricdo dos géneros em Hymenochaetaceae € imprecisa, principalmente no
ambito da taxonomia tradicional. Porém, com a utilizacdo de dados moleculares
(sequéncias de DNA ribossomal), observaram-se subsequentes segregacdes a partir de
Phellinus Quél. e Inonotus Karst. (maiores géneros da familia), como Arambarria
Rajchenb. & Pildain, Inocutis Fiasson & Niemeld, Fomitiporella Murrill, Fulvifomes
Murrill, Fomitiporia Murrill e Fuscoporia Murrill anteriormente inseridos em Phellinus
sensu lato (WAGNER & FISCHER, 2001, 2002a; RAJCHENBERG et al., 2015); e
Pseudoinonotus T. Wagner & M. Fisch., Sanghuangporus Sheng H. Wu, LW. Zhou &
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Y.C. Dai e Tropicoporus L.W. Zhou, Y.C. Dai & Sheng H. Wu, antes pertencentes ao
complexo Inonotus (RAJCHENBERG et al., 2015; ZHOU et al., 2015).

Além disso, muitas espécies nesses géneros e nos demais da familia foram descritas
com base em variagfes morfoldgicas e filogenéticas discutiveis e, em alguns casos, sem
levar em consideragdo a localidade geografica dos espécimes-tipo (LEGER, 1998; DAI et
al., 2008; AMALFI et al., 2010; HE & DAI, 2012; AMALFI & DECOCK, 2013; TIAN et
al., 2013; ZHOU, 2014, 2015; ZHOU et al., 2015). Soma-se a isso a caréncia de inclusdo
de espécies neotropicais (CAMPOS-SANTANA et al., 2014; PIRES et al., 2015).

No Brasil, estudos filogenéticos em Hymenochaetaceae com propdésitos taxondmicos
s&o escassos (GOES-NETO et al., 2002; BALTAZAR et al., 2014; CAMPOS-SANTANA
et al,. 2014; PIRES et al,. 2015). Nessas abordagens, o grupo de genes mais utilizado € o
que codifica o rRNA e, entre eles, destacam-se as regides ITS e LSU (rDNA).

Neste trabalho foi testada a hipOtese de que espécimes de Hymenochaetaceae
coletados no Brasil podemabranger espécies somente delimitadas (nivel especifico e
genérico) a partir de dados moleculares. Nesse contexto, objetivou-se combinar a
taxonomia morfologica com analises de sequéncias das regides ITS e LSU (rDNA) para

distincdo e posicionamento filogenético de géneros e espécies dessa familia.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Caracterizacgdo, importancia e taxonomia de Hymenochaetaceae

O Reino Fungi constitui um dos maiores reinos em nimero de espécies, diversidade
e significancia ecoldgica e biotecnoldgica. Por serem decompositores naturais, os fungos
participam praticamente de quase todas as transformacdes fisicas ou quimicas na natureza
(BLACKWELL, 2011; TAYLOR et al., 2014).

O filo Basidiomycota compreende mais de 30% das espécies hoje conhecidas para o
reino (RILEY et al., 2014) e caracteriza-se pela presenca de estruturas especializadas
denominadas basidios (KIRK et al., 2008; YANG, 2011), onde ocorrem cariogamia e
meiose, processos que resultam na formacdo dos basidiosporos. Os representantes desse
filo sdo popularmente conhecidos como boletos, cogumelos, estrelas da terra e orelhas de
pau, constituindo a classe Agaricomycetes, além das ferrugens e dos carvdes, fitoparasitas
que representam as classes Pucciniomycetes e Ustilaginomycetes, respectivamente
(HIBBETT et al., 2007; RILEY et al., 2014).

Agaricomycetes compreende cerca de 21.000 espécies (KIRK et al., 2008) que se
destacam como principais causadoras de podriddo em madeira. Pela capacidade de
degradar lignina e/ou celulose, e hemicelulose, sdo denominadas lignoliticas ou
lignoceluloliticas. Dessa forma, desempenham importante papel nos ecossistemas por
promoverem a ciclagem de nutrientes (YANG, 2011).

Hymenochaetaceae Donk, uma das familias mais representativas dessa classe, é
caracterizada por apresentar basidiomas ressupinados a pileados, reacdo xantocroica
positiva (a trama escurece na presenca de KOH), presenca de setas himeniais (na maioria)
e de hifas generativas sem grampos de conexdo. Seus representantes Ss&o
predominantemente saprobios ou parasitas facultativos e/ou obrigatérios de arvores,
causando podridao branca (WAGNER & FISCHER, 2001, 2002a; KIRK et al., 2008).

Muitas espécies de Hymenochaetaceae sdo constantemente investigadas em relagdo
as possiveis propriedades medicinais. Compostos isolados a partir de algumas espécies
possuem comprovada atividade antioxidante, antitumoral e antiinflamatoria (JANG et al.,
2004; BAE et al., 2005 a, b; LI et al., 2004; KIM et al., 2007; LU et al., 2009; DONG et
al., 2009; HUANG et al., 2011; Ll et al., 2011).

Essa familia foi primeiramente estudada como tal por Patouillard (1900), que criou o

termo Série des Igniaires para alocar espécies com um tipo peculiar de cistidio (atualmente
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setas himeniais). Esta organizacdo se tornou base para a criagdo da subfamilia
Hymenochaetoidae (DONK, 1931; 1933) e, posteriormente, da familia Hymenochaetaceae
(DONK, 1948), acomodando todas as espécies que possuiam setas himeniais. No mesmo
ano, Corner (1948) preferiu criar o termo Xanthochroic Series para acomodar as espécies
que apresentassem reacdo xantocrdica positiva, porém sem levar em consideracdo a
presenca de setas himeniais. Esta classificacdo ndo foi aceita e Oberwinkler (1977),
baseando-se nos estudos de Donk (1931, 1933, 1948), criou a ordem Hymenochaetales e
confirmou a presenca de setas himeniais como principal caracteristica sinapomorfica do
grupo.

Fiasson & Niemeld (1984), ao realizarem uma extensa revisdo dos caracteres macro-
micromorfolégicos relevantes em Hymenochaetales, consideraram a ordem formada por
duas sub-ordens: Phaeolinae e Hymenochaetinae, abrangendo quatro familias: Phaeloceae
Julich, em Phaeolinae e Hymenochaetaceae Donk, Inonotaceae Fiasson & Niemeld e
Phellinaceae Julich em Hymenochaetinae.

Phaeloceae era representada pelos géneros Coltricia S.F. Gray e Phaeolus Pat. [este
ultimo ndo mais considerado Hymenochaetales por causar podriddo castanha (Ryvarden
1991)] e Hymenochaetaceae sensu Fiasson & Niemeld (1984) pelos géneros que
apresentavam himénio ndo poroides (Asterodon Pat., Hydnochaete Bres. e Hymenochaete
Lév.). Os demais géneros foram alocados nas outras duas familias: Inonotaceae com
Inonotus Karst., Inocutis Fiasson & Niemela e Phylloporia Murrill e Phellinaceae com
Onnia Karst. e Inonotopsis Murrill, além dos sete géneros derivados de Phellinus Quél.:
Fomitiporia Murrill, Porodaedalea Murrill, Ochroporus J. Schrot, Fulvifomes Murrill
(complexo Phellinus rimosus), Phellinidium (Kotl.) Fiasson & Niemeld, Fuscoporia
Murrill (complexo P. ferreus) e Phellinus Quél. s.s. (complexo P. torulosus). No entanto,
esta classificacdo foi questionada, pois Fiasson & Niemeld (1984) basearam-se
principalmente em espécies européias, ndo levando em conta inUmeras espécies tropicais
descritas até entdo (WAGNER & FISCHER, 2001, 20023, b).

Historicamente, varios caracteres morfoldgicos, anatémicos, fisioldgicos, sexuais e
ecologicos foram estudados em Hymenochaetaceae e demonstraram que a familia constitui
um grupo bastante heterogéneo (FIASSON, 1982; FIASSON & NIEMELA, 1984;
FISCHER, 1996; DAI, 1999). Como resultado, a circunscricdo dos géneros na familia é
imprecisa no &mbito da taxonomia tradicional. A mesma situa¢do ocorre ao nivel genérico,

principalmente em Phellinus s.l. e Inonotus s.I. que compreendem mais da metade das
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espécies do grupo (WAGNER & FISCHER, 2001, 2002a; RAJCHENBERG et al., 2015;
ZHOU et al., 2015).

Phellinus s.lI. e Inonotus s.I. foram inicialmente segregados entre si de acordo com o
tipo do basidioma e da organizacdo do sistema hifalico. Phellinus s.I. compreendia
espécies caracterizadas por possuirem basidiomas perenes e sistema hifalico dimitico,
enquanto as espécies que possuissem basidomas anuais e sistema hifalico monomitico
foram enquadradas em Inonotus s.I. (PILAT, 1936, 1942; CUNNINGHAM, 1947), porém
esta diferenciacdo foi questionada ja que esses caracteres ndo se apresentam de modo
uniforme (DOMANSKI, et al., 1973; JAHN, 1981; FIASSON & NIEMELA, 1984;
CORNER, 1991; DAI, 1995, 1999; HANSEN & KNUDSEN, 1997). Por exemplo, os
basidiomas de P. gilvus (Schwein.) Pat. e I. dryadeus (Pers.) Murrill sdo anuais e o
sistema hifalico é dimitico. J& P. pachyphloeus (Pat.) Pat., P. ribis (Schumach.) Quél. e P.
robustus (P. Karst.) Bourdot & Galzin apresentam basidioma perenes, porém com sistema
hifalico monomitico ou com transicdo entre monomitico e dimitico (FIASSON &
NIEMELA, 1984; CORNER, 1991; RYVARDEN & GILBERTSON, 1993, 1994; DAI,
1999).

Problematica similar também foi observada em Hymenochaete (género tipo da
familia) e géneros afins (WAGNER & FISCHER, 2002b). Historicamente, alguns géneros
foram segregados a partir de Hymenochaete Lév. baseando-se em caracteristicas
morfoldgicas. Hydnochaete Bres., por exemplo, foi criado para acomodar as espécies com
superficie himenial hidndide, enquanto Stiptochaete Ryvarden para espécies com
basidioma estipitado, além de Dichochaete Parmasto para espécies que apresentassem
dicohifas (RYVARDEN, 1982, 1985; PARMASTO, 1995, 2000). Posteriormente, foi
observado que essas caracteristicas sdo artificiais em Hymenochaete (WAGNER &
FISCHER, 2002b; HE & DAI, 2012; PARMASTO et al., 2014).

A presenca de especies cripticas (espécies morfologicamente indiscerniveis, mas
filodistintas) também é conhecida em Hymenochaetaceae, o que dificulta ainda mais a
correta identificagdo das espécies. Em Fuscoporia, por exemplo, cujas espécies sdo
comumente encontradas em regides tropicais (RYVARDEN, 2004; BALTAZAR et al.,
2009), Vlasak et al., (2011) comentaram que espécimes descritos como F. callimorpha
(Lev.) Groposo, Log.-Leite & Goes-Neto poderiam abranger mais de uma espécie, e
Insumran et al., (2012), ao estudarem exemplares de F. gilva e de um taxon n&o
identificado de Fuscoporia, a partir de sequéncias ITS (rDNA), apontaram que espécimes
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com alta plasticidade fenotipica poderiam, na verdade, encobrir espécies geneticamente
distintas.

Relato de género criptico também é conhecido para a familia. E 0 que se observa,
por exemplo, entre Hymenochaete, cujas espécies possuem himendforo corticidide,
hidndide, lamelado ou pordide, e Pseudochaete T. Wagner & M. Fisch. (WAGNER &
FISCHER, 2002b; HE & DAI, 2012; PARMASTO et al., 2014), o qual foi segregado de
Hymenochaete com base em sequéncias LSU (rDNA), mas que possui representantes com
as mesmas caracteristicas morfoldgicas do referido género.

Além disso, em Hymenochaetaceae, muitas espécies foram descritas com base em
variaces morfoldgicas discutiveis (DAI et al., 2008; AMALFI et al., 2010; HE & DAI
2012; AMALFI & DECOCK, 2013; TIAN et al., 2013; ZHOU, 2014). Nesses casos, dados
ecologicos, como localizacdo geografica, bioma, habito e hospedeiro vegetal foram
utilizados como principais caracteristicas taxonémicas.

Todos esses fatos, somando-se a caréncia de taxonomistas especializados nos
diferentes géneros em Hymenochaetaceae, contribuem para que a delimitacdo de géneros e
espécies da familia torne-se um desafio (WAGNER & FISCHER, 2002b; AMALFI et al.,
2010, 2013, 2014; PARMASTO et al.,, 2014; CAMPOS-SANTANA et al.,, 2014;
PARMASTO et al., 2014; RAJCHENBERG et al., 2015; ZHOU et al., 2015).

Embora a importancia historica dos caracteres morfolégicos na elucidacdo do
conceito de géneros e na separacdo de complexos de espécies seja inquestionavel, 0 uso
exclusivo desses dados apresenta limitagfes. Desse modo, nos Ultimos anos, abordagens
alternativas a partir de sequéncias de DNA em conjunto com dados morfoldgicos tém sido
responsaveis por significativos progressos na identificacdo de espécies e na correta
compreensdo dos conceitos de géneros em Hymenochaetaceae (WAGNER & FISCHER,
2001, 2002a, 2002b; LARSSON et al., 2006; DAI et al., 2008; HE & DAI 2012;
INSUMRAN et al., 2012; AMALFI et al., 2013; PARMASTO et al., 2014; TIAN et al.,
2013; BALTAZAR et al., 2014; RAJCHENBERG et al., 2015; ZHOU et al., 2015).

Wagner & Fischer (2001, 2002a, b) esbocaram as primeiras filogenias da familia
baseados em sequéncias da regido LSU (rDNA) provenientes basicamente de taxons
europeus e norte-americanos. Também observaram o polifiletismo de Phellinus s.l. e
Inonotus s.l., e a partir destas observagdes confirmaram o status taxonémico de outros
géneros descritos preliminarmente com base na morfologia (WAGNER & FISCHER,
2001, 2002a); partindo de Phellinus s.l. estabeleceram subdivisbes monofiléticas que
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consideraram como o0s géneros validos na familia: Aurificaria Reid, Inocutis,
Fomitiporella, Fulvifomes, Fomitiporia, Fuscoporia, Mensularia, Porodaedalea,
Phylloporia e Onnia, além de Pseudoinonotus, este Gltimo segregado de Inonotus. Além
disso, Wagner & Fischer (2002b) confirmaram Hymenochaete como género
filogeneticamente véalido e, a partir deste, segregaram Pseudochaete que, embora
morfologicamente compartilhe caracteristicas similares, é distinto do ponto de vista
filogenético.

Wagner & Fischer (2001, 2002b) demonstraram ainda que Hymenochaete forma
um agrupamento monofilético com alto suporte estatistico, incluindo os até entdo géneros
validos Hydnochaete e Stiptochaete. Em um estudo similar, Parmasto et al., (2014)
sinonimizaram Dichochaete a Hymenochaete, propondo a nova combinacdo H. resupinata
[=Dichochaete setosa (Sw.) Parmasto].

Estes trabalhos foram fundamentais para a organizacdo taxonOmica de
Hymenochaetaceae e, a partir de entdo, varios estudos passaram a realizar abordagens
filogenéticas similares em conjunto com a taxonomia tradicional, porém utilizando taxons
de diferentes localidades geograficas que até entdo ndo tinham sido estudadas (LARSSON
et al., 2006; LARSSON, 2007; DAI et al., 2008; AMALFI et al., 2010; YOMBIYENI et
al., 2010; HE & DAI, 2012; INSUMRAN, et al., 2012; PARMASTO, et al., 2014; TIAN
et al., 2013; AMALFI et al., 2014; BALTAZAR et al., 2014; RAJCHENBERG et al.,
2015; ZHOU et al., 2015).

Recentemente, Rajchenberg et al., (2015) propuseram o género Arambarria ao
estudarem seis espécies de Hymenochaetaceae originarias da Patagdnia (Argentina) com
base em dados moleculares (sequéncias ITS e LSU). Os autores comentam que, embora se
apresente como um grupo monofilético bem delimitado, este género ndo possui
caracteristicas morfologicas que permita diferencia-lo dos demais géneros da familia.

Em um trabalho semelhante, porém com foco no complexo Inonotus linteus (Berk.
& M.A. Curtis) Teixeira, Zhou et al., (2015) estudaram taxons chineses com base em
dados moleculares (sequéncias ITS e LSU) e morfoldgicos, estabelecendo dois novos
géneros: Sanghuangporus e Tropicoporus.

Estudos moleculares em Hymenochaetaceae com exemplares provenientes do Brasil
s80 escassos, existindo apenas duas publicagbes (GOES-NETO et al., 2002; Baltazar et al.,
2014; PIRES et al., 2015).
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Goles-Neto et al. (2002) esbocaram a primeira proposta de filogenia molecular
(sequéncias D3/LSU) de Hymenochaetales neotropicais com base em uma espécie de
Aurificaria, uma de Hymenochaete, oito de Phellinus e uma de Phylloporia utilizando
exclusivamente materiais coletados no Brasil. Observaram ainda que as espécies analisadas
formaram, cada uma delas, um grupo monofilético bem delimitado, porém esse
monofiletismo ndo foi visto nem para Phellinus s.I. nem para o complexo Phellinus
rimosus, o qual representa um grupo parafilético.

Anos mais tarde, Baltazar et al., (2014), ao utilizarem sequéncias de ITS e LSU
rDNA de espécimes de Hydnochaete peroxydata (Berk. ex Cooke) Dennis (= Hydnum
peroxydatum Berk. ex Cooke, espécie tipo de Hydnochaete) coletados no Brasil,
confirmaram que esta espécie posiciona-se com alto suporte estatistico no clado de
Hymenochaete s.s. Desse modo, propuseram uma nova combinacdo: Hymenochaete
peroxydata (Berk. ex Cooke) Baltazar, Gorjon & Rajchenb., ratificando as observacdes
preliminares de He et al., (2012) e Parmasto et al. (2014), que sugeriram a sinonimizagao
de Hydnochaete a Hymenochaete, porém com base em outras espécies.

Desse modo ao analisar o estado atual da taxonomia de Hymenochaetaceae, assim
como dos géneros e respectivas espécies, evidencia-se que novos estudos filogenéticos
com propositos taxondmicos aliados a analises morfoldgicas acuradas sdo necessarios para
elucidacdo da confusdo taxonémica atual do grupo, principalmente com base em espécies

de &reas ainda ndo estudadas.

2.2 Avancos e perspectivas da taxonomia molecular de fungos

A identificacdo de organismos com base em dados morfoldgicos muitas vezes
representa uma tarefa complexa, até mesmo para 0s taxonomistas mais experientes.
Analises baseadas exclusivamente em dados morfolégicos nem sempre séo capazes de
fornecer resolugdes inquestionaveis, principalmente em grupos evolutivamente proximos
(GOES-NETO et al., 2002; LAMROOD & GOES-NETO, 2006; LARSSON et al., 2006;
DAl et al., 2008; DAI 2010; YOMBIYENI et al., 2010; HE & DAI, 2012; INSUMRAN et
al., 2012; AMALFI et al., 2012, 2014; TIAN et al., 2013; PARMASTO et al., 2014). Além
disso, a plasticidade fenotipica observada em algumas espécies comumente conduz a erros

de identificacdo. Essa problematica evidenciou a necessidade de se utilizar novas
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ferramentas em auxilio a taxonomia tradicional (TAUTZ et al., 2003; INSUMRAN et al.,
2012; AMALFI & DECOCK, 2013).

Estudos recentes tém revelado a existéncia de inumeras espécies bioldgicas que ao
longo da evolucdo acumularam divergéncia genética sem o0 acompanhamento de
diferenciacdes morfolégicas (INSUMRAN et al., 2012; PECNIKAR & BUZAN 2013;
AMALFI et al., 2014; CAMPOS-SANTANA et al., 2014) e que, portanto, ndo poderiam
ser identificadas usando os conceitos da taxonomia tradicional. O reconhecimento dos
limites existentes nas espécies ditas cripticas € um dos grandes desafios da taxonomia
moderna (HEINRICHS et al., 2011).

Com o advento das tecnologias de biologia molecular, surgiram diversos tipos de
marcadores moleculares que detectam o polimorfismo genético diretamente no DNA
(HIBBETT et al., 2007; TAYLOR et al., 2014). Por marcador molecular define-se todo e
qualquer fendtipo molecular oriundo de um gene expresso ou de um segmento especifico
de DNA correspondente ou ndo a regides expressas do genoma, permitindo a analise da
variabilidade genética entre organismos (FARAH, 2007). O principio da utilizacdo desses
marcadores baseou-se no pressuposto de que diferencas genéticas denotam, na maioria das
vezes, diferencas fenotipicas facilmente observadas ou ndo (FALEIRO, 2007). Entre as
vantagens dos marcadores, pode-se citar a obtencdo de um numero praticamente ilimitado
de polimorfismos genéticos e a identificacdo direta do gendtipo sem influéncia do
ambiente e em qualquer estagio do ciclo de vida (FALEIRO, 2007; GOES-NETO, 2007).

Embora estudos baseados em dados morfologicos e/ou fisioldgicos tenham
contribuido consideravelmente na elucidacdo das relacdes filogenéticas entre diversos
grupos fangicos, a taxonomia micolégica sofreu mudancas significativas apds a aplicacdo
das ferramentas moleculares. A década de 1990 foi considerada turbulenta para a
sistematica dos fungos, pois muitos trabalhos baseados exclusivamente na taxonomia
morfologica foram totalmente reavaliados (JAMES et al., 2006; HIBBETT et al., 2007,
SEIFERT, 2009).

No entanto, essa reviravolta nos estudos da taxonomia so6 foi possivel devido a uma
descoberta que revolucionou as pesquisas relacionadas a biologia molecular. Em 1985,
Kary Mullis, um bioquimico que trabalhava com sintese quimica de oligonucleotideos em
uma empresa de biotecnologia da Califérmia (Cetus Corporation) desenvolveu a técnica da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés, polymerase chain reaction)
(SCHLOTTERER, 2004; FARAH, 2007; SCHULMAN, 2007; MATIOLI & PASSOS-
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BUENO, 2012). O impresionante é que todos os elementos necessarios para o
desenvolvimento dessa técnica ndo eram novidade até entdo na area de biologia molecular.
A vantagem ¢é que Kary Mullis, além de ter profundo conhecimento na area de biologia
molecular, também era programador de computadores (Matioli & Passos-Bueno 2012).

Uma vez estabelecida, esta técnica ganhou aceitagcdo quase que imediatamente na
micologia e aumentou consideravelmente a eficiéncia da detecgdo de polimorfismos no
DNA de diversos organismos, tratando-se de uma ferramenta rapida, simples e segura
(Ferreira & Grattapaglia 1998). Isso facilitou o desenvolvimento das técnicas de
sequenciamento automatico do DNA, e por consequéncia, dos estudos baseados em
sequéncias de DNA (SEIFERT, 2009; NILSSON, et al., 2008). A importancia desse
método é facilmente percebida pelo volume crescente de sequéncias de DNA depositadas
nos bancos de dados obtidas a partir do estabelecimento dessa técnica (BEGEROW, et al.,
2010; HIBBETT et al., 2011).

Para fungos, passava a ser possivel a amplificacdo de determinados trechos de
DNA a partir de uma quantidade minima de material biolégico, de esporos unicos e, em
alguns casos, de material herborizado (BRUNS et al., 1990; GOES-NETO et al., 2005).
Essa possibilidade de gerar grandes quantidades de fragmentos especificos de DNA
gendmico a partir de amostras escassas foi um dos aspectos fundamentais da revolugéo
causada pela PCR na micologia (FUNGARO, 2000).

Além da PCR, outro marco importante nos estudos moleculares em fungos foi a
publicacdo do pioneiro trabalho de White et al., (1990), no qual os autores descreveram
uma lista de oligonucleotideos e os parametros (programas térmicos e concentracdo dos
reagentes) a serem utilizados para amplificacdo e sequenciamento de DNA nuclear
ribossomal e DNA mitocondrial, sendo uma das primeiras aplicacbes da PCR na
micologia. A importancia dessa publicagdo é evidenciada pelas mais de 10.000 citacfes
que esse artigo possui (BLACKWELL, 2013). A partir disso, inimeros estudos foram
publicados relacionados a analise molecular de fungos, sendo estas regies do DNA
bastante utilizadas até hoje (FUNGARO, 2000; SCHOCH, et al., 2012).

Os RNAs ribossdmicos (rRNAs), componentes essenciais na fisiologia celular, sdo
0 grupo de genes mais utilizado em estudos filogenéticos em fungos (NILSSON et al.,
2008; SEIFERT, 2009; SCHOCH et al., 2012; BALASUNDARAM et al., 2015). Esses
componentes interagem de modo especifico com as proteinas ribossémicas para formar as

subunidades dos ribossomos que atuam na sintese de proteinas. Os rRNAs sdo o principal
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produto da transcricdo em qualquer célula, constituindo geralmente 80 a 90% da massa de
RNA total dos procariotos e eucariotos (GORAB, 2012).

O DNA que sintetiza o RNA ribossdmico apresenta-se como um agregado génico
composto pelas subunidades 18S/SSU, 5.8S e 28S/LSU (Figura 1), que aparecem centenas
de vezes repetidos no genoma fungico e organizadas in tandem (em sequéncia), permitindo
que sejam amplificados e sequenciados com relativa facilidade se o produto da extracéo do
DNA for de boa qualidade. Estas subunidades sdo separadas por regibes denominadas
ITS1 e ITS2. Todas essas regiGes sdo transcritas e processadas para dar origem ao RNA
ribossdbmico maduro. Por esse agrupamento apresentar regides altamente conservadas e
outras variaveis, ¢ possivel analisar a variabilidade em diferentes niveis taxonémicos
(JAMES et al., 2006; LARSSON et al., 2006; HIBBETT et al., 2007; SCHOCH et al.,
2012; BALASUNDARAM et al., 2015).

ITS 1 ITS 2
A A

[ \ f \

1] 188 5.85 28'S i

Figura 1. Representagdo esquematica da unidade de repeti¢do de rDNA dos eucariotos, composto pelo genes
18S/SSU, 5.8S e 0 gene 28S/LSU espagados pelas regides ITS 1 e 2 (Begerow et al., 2009).

A regido 18S ou SSU (Small Subunit), por exemplo, é a mais conservada e, por
isso, é utilizada na comparacdo de organismos distantemente relacionados, como aqueles
pertencentes a ordens e familias distintas (JAMES et al., 2006; LARSSON et al., 2006;
HIBBETT et al., 2007). A porcdo 28S ou LSU (Large Subinit) é mais varidvel e, portanto,
apropriada para a comparacdo entre géneros e até mesmo espécies (WAGNER &
FISCHER, 2001, 2002a, b; YOMBIYENI et al., 2010; HE & dai, 2012; PARMASTO et
al., 2014). As regides ITS evoluem rapidamente e possuem alta variacdo interespecifica
(em alguns casos também intra-especificas), sendo apropriadas para discriminar espécies
proximamente relacionadas ou variedades de uma mesma espécie (NILSSON et al., 2008;
SEIFERT, 2009; SINGER & HAJIBABAEI, 2009; BEGEROW et al., 2010; HIBBETT et
al., 2011).

No entanto, com a utilizacdo crescente de estudos com sequéncias de DNA,
recursos computacionais para armazenamento, organizacdo e interpretacdo dos resultados
tornaram-se uma etapa urgente a ser desenvolvida, culminando no estabelecimento e

aprimoramento da Bioinformatica. Essa nova ciéncia envolve diversas areas do
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conhecimento, tais como a engenharia de softwares, matematica, estatistica e biologia
molecular (MATIOLI & PASSOS-BUENO, 2012).

A utilizacdo de “DNA barcoding” (Cddigo de Barras de DNA) para determinagéo
(identificacdo) de individuos favoreceu ao uso de sequéncias de DNA como ferramenta
auxiliar a taxonomia tradicional. Este termo foi utilizado pela primeira vez na taxonomia
em 1993 por Arnot et al., (1993) que discutiram a possibilidade de diferenciar isolados do
protozoario Plasmodium falciparum, agente etioldgico da malaria, a partir de um dnico
gene.

A ideia inicial era a de se encontrar um Unico segmento de DNA que fosse Util na
identificacio de todos os organismos vivos dos mais diferentes Reinos (PECNIKAR &
BUZAN, 2013). Desse modo, sequéncias de DNA auxiliariam na identificacdo das
espécies de maneira analoga a um codigo de barras que identifica e distingue produtos
comerciais (HAJIBABAEI et al., 2007). No entanto, até hoje se discute qual seria esse
unico segmento de DNA e, na pratica, ja se sabe que € pouco provavel que de fato exista
(PECNIKAR & BUZAN, 2013). De modo geral, para fungos, como DNA barcode
destacam-se as regides ITS (rDNA), mesmo que essas regides ndo apresentem resultados
satisfatorios e uniformes para os diferentes filos do prdprio reino, assim como para 0s
demais reinos. J& para insetos, peixes e passaros, por exemplo, o Citocromo Oxidase 1
(COX1) é amplamente defendido como barcode, sendo esse conceito extrapolado para
todo o Reino Animalia (HEBERT et al., 2003, JANZEN et al., 2009). No entanto, para
plantas esta regido é rica em introns derivados de transferéncias horizontais e de baixo
padrdo de substituicdo o que acarreta na obtencdo de sequéncias bastante similares entre
espécies de niveis hierarquicos distantemente relacionados, como de familias diferentes
(PECNIKAR & BUZAN, 2013). Desse modo, para plantas s&o mais recomendados dois
genes encontrados nos cloroplastos: rbcL e matK (KRESS et al., 2005; CHASE et al.,
2007).

A ideia de se identificar os organismos a partir de ferramentas moleculares ja era
conhecida bem antes da aplicagdo do DNA barcoding, porém utilizando outras técnicas,
como aloenzimas, isoenzimas, RAPD e RFLP, que ndo envolviam o sequenciamento do
DNA (SOLFERINI & SCHEEPMAKER, 2010; PECNIKAR & BUZAN, 2013).

Em estudos taxonémicos, 0 DNA barcode selecionado poderia ser utilizado nédo
apenas para a identificacdo de espécies conhecidas como também para facilitar a
identificacdo de espécies novas (GOES-NETO, 2007). Desse modo, um codigo de barras
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ideal deveria ter as seguintes caracteristicas: (1) Os nucleotideos do fragmento do trecho
do DNA selecionado deveriam ser praticamente idénticos para espécimes da mesma
espécie, porém mais variavel entre individuos de espécies diferentes e (2) a regido a ser
analisada deveria ser de facil amplificacdo, sequenciamento e alinhamento em programas
de bioinformatica (GOES-NETO, 2007; PECNIKAR & BUZAN, 2013).

Como as descrigdes de espécies novas muitas vezes sdo baseadas em espécimes
antigos mantidos em colecdes (herbarios), é igualmente incentivado que o cddigo de barras
de DNA seja aplicado também a espécimes-tipo, para assim poder-se tirar proveito de
coletas de centenas de anos (PUILLANDRE et al., 2012; PECNIKAR & BUZAN, 2013).
Essa necessidade levou ao aprimoramento dos protocolos de extragdo de DNA para
obtencdo de DNA genémico com o méaximo de qualidade, principalmente livres de
compostos que possam degradar o DNA a curto/longo prazo (GOES-NETO et al., 2005;
DENTINGER et al., 2010).

Os esforcos globais na aplicacdo do DNA barcoding resultaram na formacéo do
Consortium for the Barcode of Life (CBOL), cujo banco de dados (Bar code of Life
Database BOLD), em janeiro de 2013, continha mais de 2,7 milhdes de espécimes
registrados, com aproximadamente dois milhdes de codigos de barras de DNA
pertencentes a mais de 170.000 espécies (RATNASINGHAM & HEBERT, 2007).

A base de dados de DNA barcoding para fungos, The Fungal Barcoding Database,
organizado pelo International Fungal Working Group (http://www.Fungalbarcoding.org)
enumera uma série de regides do DNA que atualmente poderiam ser utilizadas como DNA
barcode. As regibes ITS e os Dominios Divergentes D1/D2 da regido LSU, ambas
pertencentes ao grupo de genes de RNA ribossomais nucleares, estdo entre as mais
comumente destacadas com esse proposito (PECNIKAR & BUZAN, 2013). Estas duas
regides sdo facilmente amplificadas utilizando primers universais e protocolos
semelhantes. Por isso, a disponibilidade de sequéncias em bancos genéticos
(GenBank/NCBI) dessas regides é maior, possibilitando a comparacdo entre espécies de
diferentes localidades geograficas, sendo evolutivamente proximas ou ndo (NILSSON et
al., 2008; SEIFERT, 2009; SINGER & HAJIBABAEI, 2009; Begerow et al., 2010;
HIBBETT et al., 2011).

Atualmente, as regides ITS sdo as popularmente utilizadas em inferéncias
filogenéticas com propdsitos taxonémicos e foram consideradas DNA barcode padréo para
fungos (SEIFERT, 2009; SINGER & HAJIBABAEI, 2009; HIBBETT et al.,, 2011;
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SCHOCH et al., 2012), mesmo essas apresentando algumas limitacbes, como altas
variagOes intra-especificas (Figura 2), além de apresentarem multiplas cdpias divergentes

dessa regido para no mesmo espécime (NILSSON et al., 2008).

A 2-3% 1-2% B 2.3% 1-2% C 1-2%

0-1% 3-5% 0-1%

5-10% \ 5.10%
5-10%

0 19-23% 10-25%

25-100% ’ 25-100% ’ 25.100% ’
< < "

Figura 2. Porcentagem de variabilidade intraespecifica encontrada no Reino Fungi: (A) Regido ITS1, (B)
Regido ITS2, e (C) ITS1-5.85-1TS2 combinadas (Nilsson et al., 2008).

Contudo, era evidente que somente dados do DNA ribossomal ndo resolveriam
todos os problemas de taxonomia e filogenia dos fungos. Ha& um consenso de que a
comparacdo de mdaltiplas filogenias génicas seria um método mais poderoso para avaliar o
limite das espécies. A partir disso, muitos taxonomistas comecaram a explorar outros
genes, como o SSUmit, além dos que codificam proteinas, como Beta-tubulina, fator de
elongagdo la (TEF), a subunidade maior da RNA polimerase Il (RPB1), a segunda maior
subunidade da RNA polimerase Il (RPB2), MCM7, FG1093 e MS204 (MATHENY et al.,
2002; JAMES et al., 2006; SCHOCH et al., 2012; WALKER et al., 2013; VISAGIE et al.,
2013).

No entanto, algumas dessas regides que sdo menos utilizadas apresentam limita¢6es
de ordem prética: ndo sdo de facil amplificacdo, sequenciamento e alinhamento (Figura 3),
além de carecerem de primers universais. Por exemplo, para os genes RPB1 e RPB2, em
estudos baseados em espéecies do mesmo género em Agaricomycotina, foram necessarias
diferentes combinacdes de primers (mais de quatro) para obtencdo de bandas de DNA sem
inespecificidades, assim como para obtencdo de sequéncias de qualidade (MATHENY et
al., 2002, 2005, 2007).
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Grupo/Nimero de espécies Sucesso das PCRs
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—— Pezizomycotina sz 0 ‘ ‘ ‘

—— Saccharomycotina 1 . . ‘ ‘
A
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B
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Figura 3. Sucesso de amplificacdo por PCR e sequenciamento das regifes ITS, LSU, SSU, e RPB1 a partir
de espécimes dos filos Ascomycota (A) e Basidiomycota (B). Os gréaficos indicam a propor¢do de sucesso

das tentativas de amplificacdo. Preto: PCRs e sequéncias obtidas com sucesso; Cinzentos: casos duvidosos

(mais de uma banda de DNA amplificada); Branco: PCR sem éxito. (Schoch et al., 2012).

Nos estudos moleculares, essa necessidade de sequenciar e testar diferentes regides
do DNA, em diferentes momentos, permitiu a realizacdo do mais abrangente estudo de
filogenia de fungos em nivel de reino, realizado por James et al., (2006). Esses
pesquisadores utilizaram dados de seis regides génicas (SSU rDNA, LSU rDNA, 5.8S
rDNA, TEF, RPB1 e RPB2) provenientes de 200 espécies dos principais clados de fungos
e motivaram a proposta de classificacdo filogenética estabelecida por Hibbett et al., (2007),
com um sistema de classificacdo no qual o reino Fungi estaria subdividido em sete filos:
Ascomycota, Basidiomycota, Blastocladiomycota, Chytridiomycota, Glomeromycota,
Microsporidia e Neocallimastigomycota.

O pequeno numero de sequéncias de nucleotideos existente nos bancos de dados
moleculares, especialmente referentes a taxons de areas neotropicais, € um fator limitante
para estudos filogenéticos de muitos grupos fungicos, como Hymenochaetaceae, embora
tenha ocorrido um consideravel crescimento nos altimos anos (HIBBETT et al., 2011; HE
& DA, 2012; INSUMRAN et al., 2012; AMALFI et al., 2013; PARMASTO et al., 2014;
TIAN et al., 2013; BALTAZAR et al., 2014).

Segundo Begerow et al., (2010), até 2009 existiam cerca de um milhdo de
sequéncias fungicas depositadas no GenBank/NCBI, e destas, cerca de 147 mil eram
sequéncias das regides ITS rDNA. Em 2012, esse nimero ja passava de 172 mil
(SCHOCH et al., 2012). Atualmente, estima-se que a quantidade de sequéncias no
Genbank/NCBI vem dobrando a cada 18 meses (TAYLOR et al., 2014).
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A taxonomia tem como principal objetivo definir os grupos de organismos
bioldgicos segundo caracteres comuns, bem como nomea-los, refletindo uma classificagdo
natural dos taxons, e nessa perspectiva, dados moleculares oferecem um conjunto de
informacdes que facilitam decisGes taxondmicas. As sequéncias de DNA estdo sendo
também cada vez mais utilizadas para descricGes de espécies novas, principalmente se
comparadas ao inicio da década passada (Figura 4) (SEIFERT, 2009; TAUTZ et al., 2000).
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Figura 4. Percentual de novas espécies de fungos registradas no Index Fungorum de 2000 a 2009, incluindo

aqueles com (preto) e sem (branco) sequéncias de DNA depositadas no GenBank (Hibbett et al., 2011).

No entanto, pela estimativa mais recente, o Reino Fungi inclui 5,1 milhdes de
espécies (Blackwell 2011). Considerando que até o momento foram descritas pouco menos
de 100.000 espécies (KIRK, 2008), o conhecimento atual corresponderia a menos de 2%
da diversidade do grupo e uma porcentagem ainda menor de espécies possui algum trecho
de seu DNA sequenciado e disponivel nos bancos de dados moleculares (BEGEROW et
al., 2010).

N&do restam ddvidas de que esse baixo nuimero de sequéncias de nucleotideos,
especialmente relativas a espécies tropicais, € um fator limitante para o entendimento das
relacdes filogenéticas dos fungos, assim como diferenciacdes e caracterizagOes de espécies
(BENGEROW et al., 2010).

O conceito de filogenia surgiu ainda com Charles Darwin e esse tipo de abordagem
tem como objetivo analisar relagdes de ancestralidade a fim de permitir discussoes a cerca
da historia evolutiva dos tdxons em andlise (FELSENSTEIN, 2004; AMORIM, 2002).
Com a filogenia molecular, tornou-se possivel o estudo das relagcdes evolutivas entre

espécies, permitindo até estimar o tempo de divergéncia entre 0s grupos e associa-los com
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eventos geoldgicos historicos (GEML et al., 2008; HALLING et al., 2008; MONCALVO
& BUCHANAN, 2008).

Inicialmente utilizada em estudos de relacfes hierarquicas, a filogenética teve seu
conceito ampliado, sendo atualmente utilizada com inumeros objetivos, tais como: (1)
proposicdo de novos grupos taxondmicos; (2) reconstrucdes filogenéticas de organismos
com base em representantes de diferentes areas geograficas e relacionando-os com eventos
vicariantes; (3) permitir a compreensdo da dindmica de populacbes (SCHNEIDER, 2007).

Em reconstrucbes filogenéticas com propdsitos taxondémicos, a amostragem é
fundamental quando ndo é possivel acessar a totalidade de um universo amostral ou
populacdo. E interessante que seja utilizado um conjunto de amostras que represente 0s
principais clados do grupo em estudo, abrangendo, quando possivel, uma boa parte da
diversidade ecoldgica e morfolégica (GOES-NETO, 2007). Além disso, é igualmente
interessante que os taxons analisados sejam coletados em diferentes areas geograficas,
cobrindo as principais areas de ocorréncia das espécies na natureza (GOES-NETO, 2007).
Nessa perspectiva, muitas reconstrucdes filogenéticas inadvertidamente passaram a
abordar questdes elementares de filogeografia (HALLING et al., 2008).

Estudos filogenéticos com propdsitos taxondmicos em Hymenochaetaceae com
base em espécimes neotropicais sao escassos e, portanto, maiores esforcos sao necessarios
para a correta reconstrucao filogenética do grupo e avaliagdo dos reais limites taxonémicos

existentes entre 0s géneros e espécies relacionados.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material Bioldgico

Inicialmente foram utilizados 110 espécimes de Hymenochaetaceae coletados ha
pelo menos cinco anos, em diferentes biomas do Brasil (Tabela 1). Durante as coletas, 0s
basidiomas foram retirados do substrato com auxilio de uma faca e acondicionados em
sacos de papel, nos quais foram anotados os dados relativos a coleta. Em laboratério ou
durante o trabalho de campo, fragmentos dos basidiomas foram retirados das por¢des mais
internas, a fim de evitar a contaminacao por microorganismos que estivessem nas porgoes
superficiais, e acondicionados em microtubos de 1,5 mL com silica para desidratagdo. Em
laboratdrio, esses tubos foram armazenados em freezer (-20°C) até a extragdo do DNA.

Tabela 1. Lista dos espécimes de Hymenochaetaceae utilizados no presente estudo e coletados nas seguintes
complexos vegetacionais do Brasil: Amazénia: Floresta Nacional (FLONA) de Caxiuand (Pard), Estacdo
Ecologica (EE) de Cunid (Rondbnia) e Reserva Duck (Manaus); Mata Atlantica: Reserva Particular do
Patrimdnio Natural (RPPN) Frei Caneca (Pernambuco), Parque Estadual (PE) de llha Grande, Parque
Nacional (PARNA) da Tijuca e PARNA ltatiaia (Rio de Janeiro); Caatinga: Serra da Jiboia (Bahia), FLONA
Araripe-Apodi (Ceard), Reserva Estadual (RE) Mata do Pau-Ferro (Paraiba), PARNA do Catimbau, Mata do
Estado e Sitio Carro Quebrado (Pernambuco), PARNA Serra das Confusbes (Piaui); Cerrado: PARNA de
Brasilia (Distrito Federal). CO = Centro-Oeste; NE= Nordeste, NO = Norte, SE = Sudeste e S = Sul.

Espécie Origem/Regido geografica  NUmero de coleta ou de

depdsito no herbario URM

Fuscoporia callimorpha (Lév.) EE Cunid (N) URM83001 [como

Groposo, Log.-Leite & Goes- Phellinus gilvus (Schwein.)

Neto Pat.]

F. callimorpha EE Cunid (N) URMS83003 (como P.
gilvus)

F. callimorpha EE Cunid (N) URMS83004 (como P.
gilvus)

F. callimorpha RE Mata Pau-Ferro (NE) URM83698 (como F. gilva
(Schwein.) T. Wagner & M.
Fisch.)

F. callimorpha RE Mata Pau-Ferro (NE) URM84107 (como F. gilva)

F. callimorpha RE Mata Pau-Ferro (NE) URMS85067 (como  P.
gilvus)

F. callimorpha FLONA Caxiuand (N) URM87971

F. callimorpha FLONA Caxiuand (N) AS545 (MG)

F. callimorpha FLONA Caxiuand (N) AS486 (MG)

F. callimorpha Mata do Estado (NE) JMB62/23 (como F. gilva)
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. callimorpha
. callimorpha
. callimorpha
. callimorpha
. callimorpha

. callimorpha

MM M T M T T m

. gilva
F. gilva
F. gilva
F. gilva

F. paracallimorpha Lima-
Junior, Lira & Gibertoni, sp.
nov.

F. paracallimorpha
F. paracallimorpha
F. paracallimorpha

F. paracallimorpha
F. paracallimorpha

F. paracallimorpha

F. paracallimorpha
F. paracallimorpha
F

. wahlbergii (Fr.) T. Wagner &
M. Fisch.

Fulvifomes nilgheriensis (Mont.)
G. Cunn.

F. merrillii (Murrill) Baltazar &
Gibertoni

F. rimosus (Berk.) Fiasson &
Niemel&

F. rhytiphloeus (Mont.)
Campos-Santana & Robledo

Fomitiporia apiahyna (Speg.)
Vlasdk & Kout

F. apiahyna

Mata do Estado (NE)
RPPN Frei Caneca (NE)
RPPN Frei Caneca (NE)
PE Ilha Grande (SE)
PARNA Brasilia (CO)
PARNA ltatiaia (SE)

PARNA Serra das
ConfusGes (NE)

PARNA Serra das
Confusdes (NE)

PARNA Serra das
Confusdes (NE)

PARNA Tijuca (SE)

FLONA Araripe-Apodi (NE)

FLONA Araripe-Apodi (NE)

Sitio Carro Quebrado (NE)

Sitio Carro Quebrado (NE)

Sitio Carro Quebrado (NE)
Sitio Carro Quebrado (NE)

PARNA Serra das
Confus6es (NE)

Mata do Estado (NE)
Serra da Jiboia (NE)
Serra da Jiboia (NE)

FLONA Caxiuana (N)

PNM Porto Velho (N)
Fazenda Mosquito, Cabrobo,
PE (NE)

PNM Porto Velho (N)

PARNA Serra das
ConfusBes (NE)

Serra da Jiboia (NE)

JMB71 (como F. gilva)
NM125

NM459 (como F. gilva)
URM87969 (como F. gilva)
URM87970 (como F. gilva)
TBG23 (como F. gilva)
URM83185

URMS83187 (como P.
gilvus)

URM83957 (como P.
gilvus)

URM87972 (como P.
gilvus)

URM83800 (como P.
gilvus)

URM83798 (como P.
gilvus)

URM82508 (como P.
gilvus)

URM82510 (como P.
gilvus)

URM82511(como P. gilvus)
CL769 (como F. gilva)

URM83926 (como P.
gilvus)

JMB11 (como P. gilvus)
URMB83624 (as P. gilvus)

URM83094 [como F. senex
(Nees & Mont.) Ghobad-
Nejhad]

AS612

URMB83117

URMS82478

Gomes-Silva 105

Lira, C.R.S. 898 2012
(como Phellinus sp.)
URM83431 (como

Phellinotus
piptadeniae(Teixeira)
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F. neotropica Campos-Santana,
Amalfi, R.M. Silveira, Robledo
& Decock

F. neotropica

F. neotropica

Fomitiporia sp.

Fomitiporia sp.

. crustacea G.A. Escobar
. damicornis (Link) Lév.
. damicornis

. damicornis

. damicornis

. damicornis

. damicornis

. damicornis

. damicornis

. damicornis

. damicornis

. damicornis

I r r r r r r r T r T I T

. damicornis

. damicornis
. damicornis
. damicornis
. damicornis

. iodina (Mont.) Baltazar &
ibertoni

T T I I T

H. iodina

H. iodina

H. iodina

H. iodina

H. leonina Berk. & M.A. Curtis
H. luteobadia (Fr.) Hohn. &

RE Mata Pau-Ferro (NE)

PARNA Serra das
ConfusGes (NE)

PARNA Serra das
ConfusBes (NE)

Serra da Jibdia, Santa
Teresinha BA (NE)

PARNA Brasilia (CO)

RPPN Frei Caneca (NE)
PNM Porto Velho (N)
PNM Porto Velho (N)
PNM Porto Velho (N)
PNM Porto Velho (N)
PNM Porto Velho (N)
Serra da Jiboia (NE)
EE Cunid (N)

EE Cunid (N)

EE Cunia (N)

EE Cunia (N)

EE Cunid (N)

PARNA Serra das
Confus6es (NE)

FLONA Araripe-Apodi (NE)
RE Mata Pau-Ferro (NE)

RE Mata Pau-Ferro (NE)
Cidelandia, MA (NE)

Serra da Jiboia (NE)

EE Cunid (N)

EE Cunid (N)

FLONA Amapa (N)

FLONA Caxiuand (N)
PNM Porto Velho (N)
PNM Porto Velho (N)

Drechsler-Santos &
Robledo)

URM85649 (como
Fulvifomes melleoporus
(Murrill) Baltazar &
Gibertoni)

URM83932 (como
Phellinus maxonii (Murrill)
D.A. Reid)

URMB84127 (como P.
maxonii)

TBGS50

TBG13

RC285
URM82841
URM82848
URM82998
URM82847
URM82845
TBG31
URMS82779
URM82785
URM82782
URM82781
Gomes-Silva 85
URM84093

URM84531
URM86062
CL999
AN-MA18

URMB84117 (como
Cyclomyces iodinus (Mont.)
Pat.)

URM83013 (como C.
iodinus)

Gomes-Silva 84 (como C.
iodinus)

AS1082 (como C. iodinus)
AS654 (como C. iodinus)
URM83540

URM83019
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Litsch.

H.

H.
H.

. resupinata (Sw.) Parmasto

I

I T r* T T T I T

Phellinotus neoaridusDrechsler-

luteobadia

luteobadia

luteobadia

. resupinata

. resupinata

. resupinata

. microspora A.L. Welden
. microspora

. rheicolor (Mont.) Lév.

. rheicolor

. rheicolor

Santos & Robledo

P.

piptadeniae (Teixeira)

Drechsler-Santos & Robledo,
ined.

P.
P.

piptadeniae

piptadeniae

. piptadeniae

P. piptadeniae

P. piptadeniae

Phellinus caribaeo-quercicolus

. piptadeniae

. piptadeniae

Decock & S. Herrera

P.

caribaeo-quercicolus

Phellinus sp.

Phellinus sp.

Phellinus sp.

Phellinus sp.

Phellinus sp.

Phellinus sp.

PARNA Serra das
ConfusGes (NE)

PNM Porto Velho (N)
PARNA Tijuca (SE)
RPPN Frei Caneca (NE)

RPPN Frei Caneca (NE)
RPPN Frei Caneca (NE)
RPPN Frei Caneca (NE)
RPPN Frei Caneca (NE)
RPPN Frei Caneca (NE)
Estrada Maracés (NE)

Chapada dos Veadeiros (CO)

Chapada da Diamantina,
Andarai, BA (NE)

PARNA Serra das
Confus6es (NE)

PARNA Serra das
Confusdes (NE)

PARNA Catimbau

PARNA Serra das
Confusdes (NE)

PARNA Tijuca (NE)

Sitio Carro Quebrado (NE)

PARNA Serra das
Confus6es (NE)

PARNA Serra das
Confusdes (NE)

PARNA Serra das
Confusdes (NE)

Floresta Nacional de
Caxiuand (N)

Floresta Nacional de
Caxiuand (N)

Serra das confusdes (NE)
EE Cunid (N)

PNM Porto Velho (N)
Reserva Duck (N)
Reserva Duck (N)
PARNA Tijuca (SE)

URMB84124

Gomes-Silva 06
TBG24

RC211 [como Dichochaete
setosa (Sw.) Parmasto]

RC189 (como D. setosa)
RC406 (como D. setosa)
RC479 (como D. setosa)
RC312

RC317

CL1147

TBG40

TBG14

URM83844 (como
Phellinus rimosus (Berk.)
Pilat)

URM85038

URMB84510

URM85035 [como P.
baccharidis (Pat.) Pat.]

TBG17
CLO4

URM83992

URM84087

URMB83654

AS 591

AS 607

Gomes-silva 278
Gomes-Silva 57
Gomes-Silva 100
Gosmes-Silva 10
Gomes-Silva 14
TBG17

34
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Phellinus sp. PARNA lItatiaia (NE) TBG23
Phellinus sp. RPPN Frei Caneca (NE) NM113
Phellinus sp. RE Mata Pau-Ferro (NE) CL1007
Phellinus sp. Rancho Alegre, Araguatins,  AN-TO43
TO (N)
Phellinus sp. Povoado do Ciriaco, AN-MA22
Cidelandia, MA (NE)
Phellinus sp. FLONA Caxiuand (N) 2627 (427)
Phellinus sp. FLONA Caxiuand (N) 2638 (460)
Phellinus sp. FLONA Caxiuand (N) 2710 (591)
Phellinus sp. FLONA Caxiuand (N) 2718 (607)
Phellinus sp. FLONA Caxiuand (N) 2414 (1007)
Phellinus sp. FLONA Caxiuana (N) 2721 (612)
Tropicoporus linteus (Berk. & PARNA Serra das URM83827 [como
M.A. Curtis) LW. Zhou & Y.C.  Confusdes (NE) EQ;'L'Q:SS (Lév) S, Ahmad]
Dai
T. linteus FLONA Araripe-Apodi (NE) URM84512 [como P.
calcitratus (Berk. & M.A.
Curtis) Ryvarden]
T. linteus PARNA Serra das URM83993
Confusdes (NE)
T. linteus PARNA Serra das URMB85603(P. baccharidis)
Confus6es (NE)
T. linteus PARNA Serra das URM80103 (como P.

Confus6es (NE) calcitratus)

Apbs remocdo dos fragmentos para extracdo de DNA, os basidiomas foram
mantidos em estufa a 45-50 °C por um periodo de 2-7 dias para secagem (Fidalgo &
Bononi 1989).

A identificacdo dos espécimes foi realizada com auxilio de literatura especializada
(RYVARDEN, 2004; BALTAZAR et al., 2009; LEGER, 1998; HE & DAI, 2012;
PARMASTO, 2000; PARMASTO, et al., 2014; HATTORI et al., 2014) a partir de
analises macro (forma, coloragdo, superficie abhimenial/ himenial, contexto, tubos e
margem) e microscospicas (sistema hifalico, presenca/auséncia de estruturas
estéreis/férteis e basidiosporos) dos basidiomas. Observa¢Ges microscépicas foram feitas a
partir de cortes a méo livre de cada basidioma, com Iamina de aco inoxidavel. Os cortes

foram colocados entre laminas e laminulas com KOH 5% e floxina 1% (Teixeira 1995) e



Lima-Juanior, Nelson Correia - DELIMITACAO DE ESPECIES EM HYMENOCHAETACEAE 36

separadamente foi utilizado o reagente de Melzer e Azul de Aman (Ryvarden 1991). As
cores foram referidas de acordo com Watling (1969).

Para comparacdo, foram selecionados 58 espécimes herborizados, sendo 41
especimes de Hymenochaete [oito Hymenochaete damicornis (URM78943, URM78949,
URM81019, URM82998, URM82786, URM78955, URM82840 e URM82999); 15 de H.
iodina (URM78916, URM78917, URM78919, URM79512, URM79513, URM78918,
URM78920, URM78921, URM78925, URM79480, URM79422, URMS81119,
URMS81121, URM81048 e URMB83015); seis de H. leonina (URM83589, URM83590,
URM83591, URM83592, URM83593, URM83594 e URM83540); 12 de H. luteobadia
(URM 83598, URMS83600, URM78957, URMS82889, URMS81040, URMS82853,
URM78958, URM78959, URM83021, URM82798 e URM83021); e um de H. unicolor
(URMB83542)]; 15 de Phellinus s.l. [sete Inonotus calcitratus (URM79357, URM79358,
URM79359, UR79360, URM79362, URMS83103 e URMS83118), um Fulvifomes.
membranaceaus (URM79348), oito F. merrillii (URM78992, URM78994, URM78993,
URM78995, URM79536, URM79534, URM79355 e URM79356); e um Fomitiporella
umbrinella (URM79350)]. Todas essas amostras foram selecionadas a partir dos estudos
morfolégicos de Gomes-Silva et al., (2009, 2012, 2013).

3.2. Extracdo de DNA, amplificacdo das sequéncias-alvo e sequenciamento

A extracdo do DNA gendmico dos fragmentos de basidioma dos espécimes frescos
foi realizada com base no protocolo CTAB adaptado por Goes-Neto et al., (2005).
Fragmentos de tubos e contexto (30 mg) foram macerados manualmente em gral de
porcelana com um pistilo com adicdo de nitrogénio liquido. Posteriormente, em
microtubos de 1,5 mL, adicionou-se ao macerado 650 uL de tampdo CTAB 2% (Rogers &
Bendich 1985) e cada amostra foi incubada a 65°C por 40 min. Em seguida, o extrato foi
misturado com cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), precipitado em isopropanol (1:1),
lavado com 1 mL de etanol 70% por pelo menos duas vezes e, por ultimo, ressuspendido
em 40 pL de agua ultrapura.

Para as extragdes de DNA dos basidiomas de espécimes provenientes do herbario
URM, selecionadas de acordo com os trabalhos de Gomes-Silva et al., (2009, 2012, 2013),
foi utilizado o Kit DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN).

As reacOes de amplificacdo das regides ITS1-5.8S-ITS2 (rDNA) foram realizadas
em um volume reacional de 50 pL, usando um termociclador TECHNE TC-512, contendo
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0S seguintes componentes para cada tudo de 0,2 mL: 1x Tampdo KAPA master mix, 200
puM dNTPs, 0.4 uM de cada primer, 0.4 U/uL de KAPA Taq Polimerase e
aproximadamente 1 ng/uL de DNA molde. Os primers ITS5 (5
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)
foram utilizados (White et al.,, 1990). Os parametros dos ciclos térmicos basearam-se em
Lima-Junior et al., (2014), com um ciclo de desnaturacao inicial a 95°C por 3 min, seguido
por 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 s, anelamento dos primers a 58°C por 30 s, e
extensdo a 72°C por 60s, além de um ciclo de extensdo final a 72°C por 2 min.

Para a regido LSU, as concentracdes dos componentes do mix de PCR foram
idénticos ao descrito para as regides ITS, sendo utilizado o par de primers LROR (5’-
ACCCGCTGAACTTAAGC-3’) e LRO5 (5’-TCCTGAGGGAAACTTCG -3°) (White et
al.,, 1990). Os parametros dos ciclos térmicos também foram baseados em Lima-Janior et
al., (2014), utilizando um ciclo de desnaturacéo inicial a 94°C por 1 min 25 s, seguido por
35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 35 s, anelamento dos primers a 55°C por 55 s, e
extensdo a 72°C por 2 min, além de um ciclo de extensdo final a 72°C por 10 min.
Controles negativos, contendo todos os componentes exceto DNA, foram utilizados em
cada procedimento para detectar possiveis contaminacdes.

O sucesso dos procedimentos relativos a extracdo de DNA e as reacdes de PCR foi
observado a partir de 5 uL do produto final desses dois procedimentos corados com 2 uL
de GelRed Nucleic Acid Gel Stain Biotium (0,5ug/mL), a partir de eletroforese em gel de
agarose 1% a 100 Volts por 40 min, e visualizado sob luz UV, sendo o resultado
fotodocumentado.

Posteriormente, produtos de amplificacdo das regides ITS e LSU (rDNA) foram
purificados com o GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific) e
encaminhados para sequenciamento na Plataforma de Sequenciamento do Laboratério

Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas da UFPE.

3.3. Alinhamento das sequéncias e analise filogenética

Os eletroferogramas das regides ITS e LSU foram analisados separadamente no
software Staden Package 2.0 (Staden et al., 1998) e editados no programa MEGAG
(Tamura et al., 2013). As sequéncias obtidas foram utilizadas para busca das mais
similares depositadas no GenBank/NCBI, empregando a ferramenta BLASTn. As
sequéncias da regido ITS e/ou LSU foram alinhadas no ClustalX (LARKIN et al., 2007) e
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editadas em conjunto com as recuperadas da base de dados GenBank/NCBI (Tabela 2)
também utilizando o programa MEGAG.

Tabela 2. Lista de sequéncias das regifes ITS e/ou LSU de espécimes de Hymenochaetaceae depositadas no
GenBank utilizadas neste estudo.

Numero de acesso no GenBank/NCBI

Espécie

Origem  Geogréfica/
NUmero de coleta ou de
deposito em herbario

ITS rDNA LSU rDNA

Arambarria destruens Argentina / - KP347520

Rajchenb. & Pildain CIEFAPCcc192

A. destruens Argentina / - KP347521
CIEFAPcc194

A. destruens Argentina / - KP347522
CIEFAPcc414

A. destruens Argentina / KP347538 -
CIEFAPcc347

Fomitiporella cavicola UK/ (N153) K - AY(059052

(Kotl. & Pouzar) T.

Wagner & M. Fisch.

F. umbrinella USA Georgia/ CBS - AY059036
303.66

Fomitiporella sp. LWZ 20130812-1 - KF729937

Fomitiporella sp. Oe5 /Nd JF895466 JQ910908

Fomitiporella sp. Oe6 / Nd JF895467 JQ910909

Fomitiporia baccharidis Argentiva/ MUCL JQ087886 JQ087913

(Pat.) Decock, Robledo & 47756

Amalfi

F. baccharidis Argentiva/ MUCL JQ087887 JQ087914
47757

F. baccharidis Argentiva/ MUCL JQ087888 JQ087915
47758

F. tabaquilio (Urcelay, Argentina /MUCL GU461940 DQ122394

Robledo & Rajchenb.) 46230

Decock & Robledo

F. tabaquilio Argentina / MUCL GU461941 GU461994
47754

F. neotropica Campos- Argentina / MUCL KF444696 KF444719

Santana, Amalfi, R.M. 49549

Silveira, Robledo &

Decock

F. neotropica Brasil / MUCL 54246 KF444697 KF444720

F. neotropica Brasil /MUCL 54206 KF444700 KF444723

F. punctata (Fr.) Murrill Alemanha / MUCL GuU461947 AY618200
34101

F. robusta (P. Karst.) - - HQ328523



Fiasson & Niemela

F. robusta

F. apiahyna (Speg.)
Robledo, Decock &
Rajchenb.

F. apiahyna
F. apiahyna

Fomitiporia sp.
Fomitiporia sp.

Fomitiporia sp.

Fomitiporia sp.

F. dryophila Murrill

F. dryophila

F. dryophila

F. dryophila

F. langloisii Murrill

F. langloisii

F. sonorae (Gilb.) Y.C. Dai

F. maxonii Murrill

F. maxonii

F. maxonii

Fulvifomes fastuosus
(Lév.) Bondartseva & S.
Herrera

F. fastuosus

F. fastuosus

F. fastuosus

F. fastuosus

F. imbricatus L.W. Zhou

Alemanha (TW 242)
REG

Equador / MUCL 51485

Equador / MUCL 51451

Guiana Francesa /
MUCL 53042

México / MUCL 53993
México / MUCL 53994

Argentina / CBS 386.66
= MUCL 46181

Guiana Francesa /
MUCL 53675

EUA / TIV-93-232
(MUCL 46379)

EUA / TIV-93-234
(MUCL 46380)

EUA / TIV-93-259
(MUCL 46381)

EUA / FP-104030-T
(MUCL 51144)

EUA / FP-105-816-T
(MUCL 46373)

EUA / HHB-9868-Sp
(MUCL 46377)

EUA / RLG-10862-Sp
(MUCL 47689)

Cuba / MUCL 46017(=
CRGF 182)

Argentina / MUCL
51331

México / MUCL 53364

Tailandia/ LWZ
20140728-29

Tailandia/ LWZ
20140729-14

Tailandia/ LWZ
20140729-35

Tailandia/ LWZ
20140731-13

Tailandia/ LWZ
20140801-1

Tailandia/ LWZ
20140728-16

GU461962

GU461963

JX093773

JX093807
JX093808
EF433563

JX093791

EF429240

EF429238

EF429239

KF444689

EF429243

EF429241

JQ087893

EF433559

KF444691

KF444695
KR905673

KR905674

KR905675

KR905670
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AF311008

GU461996

GU461997

JX093817

JX093851
JX093852
EF429234

JX093835

EF429221

EF429219

EF429220

KF444712

EF429226

EF429224

JQ087920

EF429230

KF444714

KF444718

KR905666

KR905667

KR905668

KR905669

KR905677
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F. imbricatus

F. indicus (Massee) L.W.
Zhou

F. indicus

F. indicus

F. indicus
F. thailandicus L.W. Zhou

F. kawakamii (M.J. Larsen,
Lombard & Hodges) T.
Wagner & M. Fisch.

F. nilgheriensis (Mont.)
Bondartseva & S. Herrera

F. siamensis T. Hattori,
Sakayaroj & E.G.B. Jones

F. xylocarpicola T. Hattori,
Sakayaroj & E.G.B. Jones

F. robiniae (Murrill)
Murrill

F. halophilus T. Hatt.,
Sakay. & E.B.G. Jones

Aurificaria luteoumbrina
(Romell) D.A. Reid

Inonotus porrectus Murrill

Fuscoporia callimorpha

F. callimorpha

F. callimorpha

F. callimorpha

F. ferrea (Pers.) G. Cunn.
F. ferrea
F. ferrea

F. ferruginosa (Schrad.)
Murrill

F. ferruginosa
F. ferruginosa
F. ferruginosa
F. ferruginosa

F. ferruginosa

Tailandia/ LWZ
20140729-26

China / 025034

China/ LWZ-2012a
voucher Yuan 5938

China/ LWZ-2012a
voucher Yuan 5932

China/ O 918100

Tailandia /[LWZ
20140731-1

EUA Havai/ CBS
428.86

Florida EUA/ CBS
209.36

SP-2012b strain XG2

SP-2012c¢ strain MU8

EUA/ CBS 211.36)

SP-2012a strain XG4

Porto Rico / LF 39116

EUA/ CBS 296.56

JV090487 / Fldrida,
EUA

JV090487 / Fldrida,
EUA

JV0312205 / Flérida,
EUA

JV040914 / Ilhas
Virgens, EUA

CBS 444.48 / Canada
D4-3B-b / Canada
MUCL45984 / Nd
KCTC6652 / india

KCTC6652 / india
MF82-930 / Alemanha
MUCL45983 / Europa
DLL2009-157 / EUA
DLL2009-148 / EUA

KR905679

KC879262

KC879261

KR905672

AY558633

JX104709

JX104676

AY558646

JX104705

AY558603
JF692190

JF692191

JF692192

JF692193

AY558617
DQ516525

AY558616

AY189700
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KR905671

KC879259

JX866778

JX866777

KC879280
KR905665

AY059028

AY059023

JX104756

JX104723

AY059038

JX104752

AY059033

AY059051

DQ122398

AF311032
DQ122397
JQ673213
JQ673211
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F. ferruginosa DLL2009-173 / EUA - JQ673214

F.formosana (T.T. Chang  Nd/ Taiwan - AY059034

& W.N. Chou) T. Wagner

& M. Fisch.

F. gilva Nd / Nepal AB811862 -

F. gilva (como P. gilvus) ATCC26729/Nd AF250932 -

F. gilva SP20 / Califérnia-EUA  AM269796 -

F. gilva SP18/ Califérnia-EUA  AM269795 -

F. gilva KCTC6653/ Coréiado  AY558620 -
Sul

F. gilva Nd / China FJ481039 -

F. gilva MSU395 / Tailandia JF461324 -

F. gilva MSU739 / Tailandia JF461325 -

F. gilva MSU650 / Tailandia JF461326 -

F. gilva MSU653 / Tailandia JF461327 -

F. gilva MSU30 / Tailandia JF461328 -

F. gilva MSU549 / Tailandia JF461329 -

F. gilva Nd / China JN182910 -

F. gilva HE21025 / China KC505569 -

F. gilva CFMR DLL2011-109/ KJ140621 -
Wisconsin, EUA

F. gilva CFMR DLL2011-147/ KJ140647 -
Wisconsin, EUA

F. gilva (como Phellinus MF 91-42e | EUA - AY059025

gilvus)

F. gilva FPL5528 / China - AF334925

F. gilva FPL5528 / Nd - AF518636

F. gilva Nd / China - HQ328525

F. gilva 40471 / Taiwan - JX484006

F. montana Y.C. Dai & Zhang 34 / China - AY059053

Niemeld

F. montana Nd / Taiwan JX484015 JX484007

F. rhabarbarina (Berk.) Cui6464 / China JQ780413 JQ797671

Groposo, Log.-Leite &
Gdbes-Neto (como P.
rhabarbarinus)

F. rhabarbarina (como P. Nd / China - HQ328526
rhabarbarinus)

F. rhabarbarina (como P. Nd / Taiwan - JX484008
rhabarbarinus)

F. senex (Nees & Mont.) CBS442.76 / india AY558647 -

Ghobad-Nejhad (como P.
senex)



F. senex
F. senex

F. senex

F. senex
Fuscoporia sp.
Fuscoporia sp.

F. torulosa (Pers.) T.
Wagner & M. Fisch.

F. torulosa
. torulosa
. torulosa
. torulosa
. torulosa
. torulosa

. torulosa

M T T T T T T

. torulosa

F. torulosa (como
Phellinus torulosus)

F. torulosa
F. torulosa

F. insolita Spirin, Vlasak &
Niemel&

F. insolita
F. insolita

F. wahlbergii

F. viticola (Schwein.)
Murrill

F. viticola
F. viticola
F. viticola

Inocutis dryophila (Berk.)
Fiasson & Niemela

I. rheades (Pers.) Fiasson
& Niemela

I. tamaricis (Pat.) Fiasson
& Niemela

Inonotus hispidus (Bull.) P.
Karst.

Inonotus hispidus

I. ulmicola Corfixen

Nd / China
MEL2382630 / Australia
KUC2011092- 2013/
Coréia

MUCL 46182 / Bélgica
MEL2382669 / Australia
MUCL44810 / Etiépia
Nd / Japéo

Nd / Japéo

CBS182.34 | EUA

Nd / Republica Tcheca
Pt1 / Republica Tcheca
MSUG618 / Tailandia
MSU451 / Tailandia
MSU380 / Tailandia
MSU558 / Tailandia
Pt 4 / Franga

MUCL45967 / Franga
Nd / Taiwan
SP5251 / Russia

SP5241 / Rassia
SP5208 / Russia

MF89-992 / Ilhas
Canarias

MF84-59 / Alemanha

GEL4100/ Nd
CBS381.82 / Nd
AFTOL-ID977 / Nd

Franca / MF 87-918
REG

Alemanha / TW 385
REG

Itdlia / MF 96-415 REG

Alemanha / MF 92-829)
REG

Nd / FP-106082
Dinamarca / PC 4072 O

KC414230
KP012992
JX463658

KP013032

AB811863

AB811864
AY558649
AM269803
EF068234
JF461320
JF461321
JF461322
JF461323

KJ677113

KJ677114
KJ677116

AM269784
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KP012992
JX463658

HM635680

AY618208

AF311041

HM635681
JX484009

AF311045

AF311044

AJ406470

AY558715
AY885166
AF311012

AF311019

AF311021

AF311014

AM269848
AY059042
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I. obliquus (Ach. ex Pers.)
Pilat

Hymenochaete
acanthophysata J.C. Léger
H. cruenta (Pers.) Donk

H. cyclolamellata T.
Wagner & M. Fisch.

H duportii (Pat.) T.
Wagner & M. Fisch.

H. floridea Berk. &
Broome

H. hydnoides T. Wagner &
M. Fisch.

H murina Bres.

H. paucisetigera (Parmasto
& Sheng H. Wu) S.H. He
& Y.C. Dai

H. peroxydata (Berk. ex
Cooke) Baltazar, Gorjon &
Rajchenb.

H. peroxydata

H. peroxydata

Hymenochaete rheicolor
(Mont.) Lév.

Hymenochaete rubiginosa
(Dicks.) Lév.

Hymenochaete sphaericola
Lloyd

Hymenochaete xerantica
(Berk.) S.H. He & Y.C. Dai

I. pachyphloeus (Pat.) T.
Wagner & M. Fisch.

I. pegleri Ryvarden

I. plorans (Pat.)
Bondartsev & Singer

I. rodwayi D.A. Reid

I. nidus-pici Pilat
Mensularia radiata
(Sowerby) Lazaro Ibiza

Phellinus caribaeo-
quercicolus Decock & S.
Herrera

P. crustosus (Speg.) A.M.
Gottlieb, J.E. Wright &
Moncalvo

Alemanha / TW 705
REG

CBS 925.26

He766
Cui7393

AFTOL-ID 666

He536

He245

He569
Cui7845

J.M. Baltazar 1819

J.M. Baltazar

2056, CIEFAPcc 409
J.M. Baltazar
2102, CIEFAPcc 411

He503

He1049

He303

Cui9209

india / CBS 446.76

Zimbabue (LR 32469) O

Morocco / S. Plank
13.4.82 0

Papua Nova Guiné /
97/182 0

Hungria / CBS 475.72

Alemanha/ TW 704
REG

Cuba / MUCL 46003

CIEFAPcc199

JQ279595
JQ279513

DQ404386

Q279597

JQ279590

JQ716406

JQ279644

KF371644

KF371645

KF371646

JQ279530

JQ716407

JQ279599

JQ279519

HM635697

KP347540

AF311017

AF385144

JQ279681
JQ279629

AY635770

JQ279683

JQ279680

JQ716412

JQ279560

KF371647

KF371648

KF371649

JQ279632

JQ279667

JQ279684

JQ279635

AY059020

AY059049
AY059046

AY059047

AF311015
AF311018

DQ127279

KP347526
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Phellinus crustosus

P. laevigatus (P. Karst.)
Bourdot & Galzin

P. igniarius (L.) Quél.

P. tuberculosus Niemela

Phellinotus neoarida
Drechsler-Santos, Robledo
& Rajchenb

P. neoarida

P. piptadeniae Teixeira

Phellinus tremulae
(Bondartsev) Bondartsev &
P.N. Borisov

Phellinus linteus

Phylloporia ribis
(Schumach.) Ryvarden
P. ribis

P. bibulosa (Lloyd)
Ryvarden

P. pectinata (Klotzsch)
Ryvarden

P. spathulata (Hook.)
Ryvarden

Sanghuangporus
lonicericola (Parmasto)
L.W. Zhou & Y.C. Dai

S. sanghuang (Sheng H.
Wu, T. Hatt. & Y.C. Dai)
Sheng H. Wu, L.W. Zhou
& Y.C. Dai

S. baumii (Piléat) L.W.
Zhou & Y.C. Dai

P. vaninii (Ljub.) L.W.
Zhou & Y.C. Dai

S. weirianus (Bres.) L.W.
Zhou & Y.C. Dai

Tropicoporus linteus

Tropicoporus linteus

Pseudochaete corrugata
(Fr) S.H. He & Y.C. Dai

CIEFAPcc277
Nd

Alemanha / MF 83-
1110a REG

Alemanha (TW 114)
REG

Brasil / URM80762

Brasil / URM80764

Brasil / URM80345

MSNU32028 / Coreia

Nd
Alemanha/ MF 82-828

Pakistan (Ahmad 27088)
o

Kurrajong/New South
Wales (R. Coveny 113)
0

Mexico/ Chay 456 O

China / Dai 8376 (BJFC)

China/Wu 0903-2
(TNM

Russia (TAA 82-20)
TAA

China (Dai 1980) REG

USA Arizona (CBS
618.89)

EUA Flérida / JV 0904-
64

EUA Flérida / JV 0904-
140

He761

KP347541

Drechsler et al., (2016)

Drechsler et al., (2016)

Drechsler et al., (2016)

AF200240

AF080457

AF200237

AY558654

JQ279606
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KP347527
HQ328534

AF311033

AF311043

Drechsler et al.,
(2016)

Drechsler et al.,

(2016)

Drechsler et al.,
(2016)

AF311040

AF411824

AF411823

AF411822

KP030772

KP030773

AY059058

AY059056

AY059035

JX467701

KP030780

JQ279621
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Pseudochaete lamellata Cui7629 JQ279603 JQ279617
(Y.C. Dai & Niemeld) S.H.
He & Y.C. Dai
P. tabacina (Sowerby) T. He810 JQ279611 JQ279626
Wagner & M. Fisch.
P. tabacinoides (Yasuda) Cuil0428 JQ279604 JQ279618
S.H. He & Y.C. Dai
Uncultured fungus L04288-112-2061-A12/ GU054028 -
Alemanha
Uncultured fungus CMH166 / Kansas — KF800257 -
EUA
Uncultured fungus rcws7 / EUA KM103993 -
OUTGROUP
Antrodia carbonica Wilcox-96 KC585242 KC585064
Fomes fomentarius DAOM129034 JX183713 AF261538

Nd: ndo disponivel

As arvores filogenéticas foram construidas a partir de método de maxima
parciménia (MP) e/ou de méxima verossimilhanca (MV), com 5000 reamostragens de
bootstrap utilizando o programa PAUP versdo 4 (Swofford 2002) e MEGAG,
respectivamente. Para as analises pelo método de Maxima Verossimilhanca (MV) foram
utilizadas os parametros obtidos pelo jModelTest (Darriba et al., 2012). Para todas as
reconstrucdes filogenéticas, também foi realizada uma inferéncia bayesiana (1 x 10°

geracOes) com o programa MrBayes 3.1.2 (Ronquist et al., 2012).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Extracdo do DNA Gendmico e Amplificacdes das Regides-Alvo

A partir dos 110 fragmentos de basidiomas provenientes de coletas recentes e que
se encontravam armazenados em freezer, foi obtido DNA de boa qualidade com bandas
de DNA integro e de alto peso molecular (cerca de 20.000 pb) de 90 amostras. O produto
das extracdes do DNA da maioria delas apresentou-se pigmentado (levemente amarelada),
porém translucido, exceto para trés amostras de Fomitiporia sp. (CL898, TBG13 e
TBG50), Fuscoporia wahlbergii (URM83094) e todas as amostras de Phellinus e
Phellinotus, que apresentaram coloragdo amarronzada.

Das 58 amostras herborizadas selecionadas, apenas em 16 foram visualizadas
bandas de DNA, porém de baixo a médio peso molecular (100 a 700 pb), sendo 14
espécimes de Hymenochaete [quatro H. damicornis (URM82998, URMB82786,
URM82840 e URM82999), quatro de H. iodina (URM79480, URM81121, URM81048 e
URMB83015); trés de H. leonina (URM83540 e URMS83591); trés de H. luteobadia
(URM83598, URM83600 e URM83021)]; dois de Fulvifomes merrillii (URM79355 e
URM79356); e um de Inonotus calcitratus (URM83103 e URM83118). Nas demais
amostras, ndo foi possivel a obtencdo de DNA gendmico. A experiéncia tem demonstrado
que para a realizacdo de estudos moleculares a utilizacdo de material fresco (basidioma
recém-coletado ou cultivo) é o ideal (FERES et al., 2005; GOES-NETO et al., 2005).
Como os fragmentos de basidiomas utilizados para extracdo de DNA foram retiradas de
amostras depositados no herbario URM ha pelo menos cinco anos, a obtencdo de DNA
genémico desses exemplares foi comprometida.

Do total de amostras herborizadas, 15 espécimes de Phellinus e os dois de
Inonotus apresentaram extratos de DNA fortemente pigmentados. Goes-Neto et al.,
(2005) obtiveram resultados semelhantes utilizando amostras herborizadas dos mesmos
géneros.

Para todas as amostras que apresentaram bandas de alto peso molecular, os
extratos, mesmo pigmentados, tiveram as regides ITS e LSU (rDNA) amplificadas com
sucesso, exceto trés amostras de Fomitiporia sp. (CL898, TBG13 e TBG50), das quais
foram obtidas apenas amplificacdes da regido LSU. Nessas amostras, oS compostos
responsaveis pela pigmentacdo escura dos extratos aparentemente afetaram as reacdes de

PCR para a regido ITS. Pigmentos resultantes da presenca de polissacarideos e compostos
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fenolicos podem resultar na degradacio do DNA genémico (ROGERS, 1994; GOES-
NETO et al., 2005) e/ou inibigédo da a¢do da Taq polimerase (FUNGARO, 2000).

De modo geral, para o sucesso das amplificacdes das sequéncias-alvo por PCR,
foram necessérias diluicdes dos extratos originais que variaram de 10 a 10°. Este
resultado esta de acordo com relatos da literatura cujos trabalhos utilizaram protocolos de
extracdo de DNA semelhantes (WAGNER & FISCHER, 2002a; GOES-NETO et al.,
2005). Das amostras herborizadas, apenas trés tiveram as regides ITS e LSU amplificadas
com sucesso sem necessidade de diluicdo (Inonotus calcitratus URMS83103,
Hymenochaete iodina URM83015 e H. leonina URM83540).

A amplificagdo do locus ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA utilizando os primers
ribossomais ITS4 e ITS5 gerou um fragmento de aproximadamente 700 pb para todas as
amostras, enquanto para a regiao LSU, com os primers LROR e LR5, observaram-se
fragmentos de 800 pb. Para ambas as regiGes ndo foi possivel detectar diferengas
intraespecificas em relacdo ao tamanho das bandas de DNA.

4.2. Taxonomia Molecular de Hymenochaetaceae

A matriz de sequéncias de Hymenochaetaceae relativas a regido LSU foi composta
por 191 sequéncias, incluindo as 90 geradas para o presente estudo. Todas as sequéncias
foram alinhadas em conjunto com uma de Fomes fomentarius (AF261538) e uma de
Antrodia carbonica (KC585064) utilizadas como grupo externo. A matriz final
apresentou 819 posi¢fes no alinhamento. Dessas, 671 representaram sitios conservados
(53%) e 559 caracteres varidveis (47%), dos quais 479 foram informativos para
parcimdnia (38%).

Adicionalmente, foi realizada uma andlise concatenada das sequéncias LSU e ITS
com 0s géneros da familia cujos espécimes foram possiveis sequenciar ambas as regides.
Para essa analise, foram utilizadas sequéncias de 83 espécimes, dos quais 33 foram
geradas no presente estudo. O alinhamento final apresentou 1217 posi¢cbes com 445
caracteres invariaveis (54%) e 365 caracteres variaveis (46%). Destes, 294 foram
parcimoniosos informativos (24%). No entanto, nessa analise combinada, ndao foram
inseridos todos os representantes de Fuscoporia e Hymenochaete, géneros com maior

representacdo no banco de dados (GenBank/NCBI), assim como maior nimero de
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sequéncias disponibilizadas no presente estudo (30 e 35 sequéncias, respectivamente).
Desse modo, esses géneros foram analisados separadamente.

A matriz com 83 sequéncias ITS de Fuscoporia (30 obtidas no presente estudo)
apresentou 391 sitios, sendo 187 conservados (47%) e 204 variaveis (52%), dos quais 175
(44%) foram parcimoniosos informativos. Para a anélise baseada em sequéncias LSU, 61
sequéncias foram utilizadas (30 obtidas no presente estudo) apresentando 789 posi¢6es no
alinhamento final. Destes, 620 foram constantes (78%), 131 variaveis parcimoniosos
informativos (13%) e 38 parcimoniosos ndo informativos (5%). Para a analise combinada
(ITS+LSU) somente sequéncias obtidas do mesmo espécime foram utilizados.

Para Hymenochaete, 0 dataset para a regido ITS abrangeu 92 sequéncias,
incluindo 35 obtidas neste trabalho. O alinhamento final apresentou 718 posi¢bes de
alinhamento com 140 posicdes constantes (19%) e 562 variaveis (81%), destas 443 (62%)
foram parcimoniosos informativos. Para regido LSU, um total de 801 sequéncias foram
alinhadas, obtendo-se 759 sitios, dos quais 671 eram caracteres conservados (34%) e 500
variaveis, poréem 413 parcimoniosos informativos (54%).

Para a reconstrucdo filogenética geral da familia Hymenochaetaceae, as arvores
filogenéticas foram obtidas a partir do método de Maxima Verossimilhanca (MV) com
distancia K81uf+G para a matriz de sequéncias LSU e GTR+G+l para combinada
(sequéncias LSU+ITS), bem como por Inferéncia Bayesiana (IB) com distancia
GTR+G+I para ambas as matrizes (LSU e LSU+ITS). As arvores apresentaram pequenas
divergéncias nos valores de suporte e praticamente as mesmas topologias para cada
matriz, sendo utilizada a arvore de MV como base para cada caso (LSU e LSU+ITS,
respectivamente figuras 5 e 6).

Nessas analises, todas as sequéncias disponibilizadas no presente estudo
agruparam-se com suporte estatistico moderado/alto em um dos géneros ja conhecidos
para a familia: Fomitiporia, Fulvifomes, Fuscoporia, Hymenochaete, Phellinus,
Phellinotus e Tropicoporus. Nos tdpicos seguintes, cada género sera discutido de modo

isolado para avaliacdo do conceito das espécies em estudo.
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F fastuosa KR905667
F. fastuosa KR905669
F. fastuosa KR905666
F. fastuosa AY 059057
F. fastuosa KR905668
F. kawakamii AY059028
F. nilgheriensisAY 059023
F. nilgheriensis AS612
F imbricatus Kr905670
F. imbricatus KR905671
F. siamensis JX104756
E rhytiphloeus Gomes-Silva 105
F xylocarpicola IX104723
F. hainanensis IX866779
86/0p1r Phellinus robiniae AY 059038
[ 99/1.00' . thailandicus KR905665
E Aurificaria luteoumbrina AY 059033
B/1.00= [nonotus porrectus AY059051
F. halophilus JX104752

79/0.80]

93/0.97
90/0.94

91/0.95

80/0.91
F indicus KC879259
‘_ F indicus JX866778
62-| 1100 2 indicus TX866777

89/0.90' F. indicus KC879260
Fulvifomes sp.

Phylloporia 87/0.96
P. piptadeniae CL04
P. piptadeniae URM83654
P. piptadeniae TBG17
| P. piptadeniae URM84510
P, piptadeniae URM80345
P. piptadeniae URMS85038
P. piptadeniae URMS85035
65/0.72 P. piptadeniae URM$3992
P. piptadeniae URMS84087
P. neoaridus URMS0362
99/ 1.0(7{ P. neoaridus URMS83844
P, neoaridus URMS0764
Fomitiporella 99/0.99
———< Arambarria 99/1.00
Inocutis 95/0.98
T. linteus URMB85603 i
T. linteus URMS83993
T. linteus URM84512
T. linteus URM85603
99/1.00 [ T linteus URM83827
T. linteus URMS80103
T linteus KP030780
T linteus JX467701 _
Sanghuangporus 92/0.93
1 ———=mll [nonotus 71/0.87
Mensularia radiata AF311018
Phellinus caribeo-quercicolus AS591
Phellinus caribeo-quercicolus AS607
Phellinus caribaco-quercicolus DQ127279
Phellinus chaquensis DQ122396

lPseudoinonows crustosus KP347526
99/1.00° Pseudoinonotus crustosus KP347527

65/0.70 Phellinus laevigatus HQ328534
* 97m|;|—_ﬂ’1€li1'nus igniarius AF311033
59/0.71

99/1.00
67/0.7

98/0.99

52/-

82/0.93

68/0.81

66/-
Tropicoporus

82/0.93

80/0.82

99/1.00

Phellinus tuberculosus AF311043 i

Fulvifomes

Phellinotus

Phellinus/Pseudoinonotus
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4-8-8
LA A

F. baccharidis Q087914
640838 B paccharidis 1Q087913
9008 7 baccharidis JQO87915
F. tabagquilio DQ122394
61481 1 tabaquilio GU461994
F neotropica URM83932
F. neotropica URMS85649
F. neotropica URM84127
F. neotropica KF444719
F. neotropica KF444723
99100l neotropica KF444720
F. punctata AY 618200
F robusta HQ328523
F. robusta AF311008
F apiahyna GU461996
80050 | apiahyna CL898
90/0.91 oo/1.00 ¥ || - apiahyna GU461997 Fomitiporia
~L|" F apiahyna JX093817
o6 | F apiahyna URM83431
T {_F apiahyna JX093851
F. apiahyna JX093852
Fomitiporia sp.EF429234
Fomitiporia sp. JX093835
63/0.72 F dryophila EF429219
~| 7 dryophila KF444712
s34 || F drvophila EF429221
F dryophila Ef429220
F. langloisi cplx TBG50
F. langloisii EF429226
81/0.85| F. langloisii EF429224
F. sonorae JQ087920
F. langloisi cplx TBG13
F. maxoni EF429230
F. maxoni KF444714

63/0.72
F. maxoni KF444718 J

76/0.94 o .
H. damicornis

80/0.94

50/0.71

—— H. resupinata 99/1.00
H iodina $9/0.97
H. rheicolor 98/1.00

H. iabacina Hymenochaete
Cyclomyces fuscus AF385163

H. microspora 89,097

76/0.8 14 H. luteobadia 91/0.96
H. rigidula

0.77! e
H. rubiginosa

H. leonina
H. duportii AF323740

—— Pseudochaete

99/0.99 .
91/0.95 F wahlbergii 99/1.00
E callimorpha 91/0.96
Fuscoporia

58""}'2|-—-- F. gilva 99/1.00
| K. paracallimorpha 99/1.00

62/0.71

60/-

94/1.00

99/1.00

F. ferrea
I: Antrodia carbonica KC585064
99/1,00 Fomes fomentarius AF261538

—
0.02

Figura 5. Reconstrucéo filogenética de Hymenochaetaceae baseada no alinhamento de 819 nucleotideos da
regido LSU. Os espécimes sequenciados no presente estudo estdo em negrito. Valores de Bootstrap (%)
foram gerados a partir do método de Méaxima Verossimilhanca (MV) e probabilidades a posteri a partir de

Inferéncia Bayesiana (BA).
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P, piptadeniae URMS85035
87/0.91| P. piptadeniae URMS85038
P. piptadeniae URM83992
P. piptadeniae URMS84087
P. piptadeniae URMS80345
P. piptadeniae URM84510
100/1.00| P piptadeniae CL04

P. piptadeniae URM84087
P. piptadeniae TBG17

Phellinotus

99/1.00

90/0.95 L—— P, neoaridus URMS0362

50/-

88/0.93

55/-

Pseudoinonotus crustosus KP347540&KP347526
100

Fomitiporella sp. JER954606
100/1.00 % Fomitiporella sp. JF895467 |
——— Inonotus hispidus AM269784 I Inonotus
S. weirianus AY558654& AY 059035 7 Sanghuangporus
T. linteus URMS0103
T. linteus URM83827
T. linteus URM84512
67/0.70| T linteus URM83993
I T. linteus URMB85603
I'T. lintens URMS5603
F. fastuosus KR905675&KR905669
F fastuosus KR905674&KRI05668
F. imbricatus KR905679&KR905671
F. nilgheriensis AY558633&AY 059023
E nilgheriensis AS612
F. siamensis TX104709&JX 104756
E rhytiphloeus Gomes-Silva 105
Inonotus porrectus AY5586038&AY 059051
F imbricatus KR9056708&IX866777
F indicus KC879261&JX8667787
F indicus KC879262&KC879259
F. xylocarpicola TX104676&JX104723
F. hainanensis KC879263&JX866779
F robiniae AY558646&AY 059038

Fomitiporella

Tropicoporus

Fulvifomes

Pseudoinonotus crustosus KP347541&KP347527 Pseudoinonotus

F. punctata GU461947&AY 618200
F. neotropica KF444700&KF444723

F. neotropica KF444697&KF444720

F. neotropica KF444696&KF44471

F neotropica URM83932

F. neotropica URM8B5649

900.97¢ ¢ I neotropica URM84127

100/1,00 F. tabaquilio GU461941&GU46199

99/1.00 |

84/0.95

88/0.98

P. caribaeo-quercicolus HM635697&DQ127279
m~ Phellinus caribeo-quercicolus AS591

99/1.004l |- tabaquilio GU461940&DQ122394
F. baccharidis JQ087886&JQ087913
n |F baccharidis JQO87888&JQ087915
79/0.86 § F. baccharidis JQO87887&JQ08791
F. apiahyna JX093808&JX093852
A FE apiahyna 1X093807&JX093851
79/0.89 F apiahyna JX093773&JX093817
F. apiahyna GU461963&GU461997
F apiahyna GU461962&GU461996
93/0.9)_I-Fam£ft'pnria sp. JX093791&JX093835
Fomitiporia sp. EF433563&EF429234
F dryophila EF429239&EF429220
9010.96 v || | F dryophila EF429238&EF429219
F dryophila EF429240&EF429221
F. dryophila KF444689&KF444712
110001 F. langloisii EF429241 & EF429224
F langloisii EF429243&EF429226
58/0.62] F. sonorae JQO87893&JQ087920
\IF. maxonii KF444691&KF444714
67/81

91/0.97,

Fomitiporia

52/-

F. maxonii KF444695&KF444718
F. maxonii EF433559&EF429230

Phellinus
Phellinus caribeo-quercicolus AS607

‘ e Fuscoporia 99/1.00

Hymenochaete 100/1.00

0.02

[ Amyloporia carbonica KC585242&KC585064
|

100/1.00 Fomes fomentarius IX183713&AF261538

o1

Figura 6. Reconstrucgdo filogenética de Hymenochaetaceae baseada no alinhamento de 1217 nucleotideos da
regido ITS+LSU. Os espécimes sequenciados no presente estudo estdo em negrito. Valores de bootstrap (%)
foram gerados a partir do método de Maxima Verossimilhanga (MV) e probabilidades a posteri a partir de

Inferéncia Bayesiana (BA).
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4.2.1 Taxonomia morfoldgica e molecular de Fulvifomes Murrill

Fulvifomes Murrill foi reconhecido como género em 1914, com F. robiniae
Murrill como espeécie-tipo (Murrill 1914) e, historicamente, foi tratado como um dos
sindnimos de Phellinus Quél. (RYVARDEN & JOHANSEN, 1980; RYVARDEN, 1991,
NUNEZ & RYVARDEN, 2000). Posteriormente, Wagner & Fischer (2002a)
confirmaram Fulvifomes como um género bem delimitado ao estudarem o grupo com
base em sequéncias da regido nLSU.

Este género é caracterizado pelo basidioma pileado, sistema hifélico dimitico,
basidiosporos amarelados em KOH e auséncia de setas himeniais (WAGNER &
FISCHER, 2002a). No entanto, Dai (2010) expandiu esse conceito ao incluir espécies que
possuiam setas himeniais, caracteristica que, posteriormente, ndo foi aceita para o género
com base em estudos moleculares (HATTORI et al., 2014; ZHOU 2014, 2015).

O espécime brasileiro AS612 so teve sua identificagdo confirmada como F.
nilgheriensis quando comparadas suas sequéncias LSU e ITS+LSU com as demais
existentes no GenBank/NCBI (Figuras 5 e 6, respectivamente). Fulvifomes nilgheriensis
possui ampla distribuicio geogréafica, sendo conhecida para Africa e Asia, além de Cuba,
Brasil, Estados Unidos (Flérida), Guiana e Antilhas Francesas (RYVARDEN &
JOHANSEN, 1980; DAVID & RAJCHENBERG, 1985; GROPOSO et al., 2007). Esta
espéecie sempre foi observada em troncos em decomposicdo, caracteristica também
registrada no presente estudo. Porém, Vlasak et al., (2011) e Wagner & Fischer (2001,
2002a) relataram a ocorréncia de F. nilgheriensis em hospedeiros vegetais vivos.

Ao estudarem taxons da Florida (EUA), Vlasak et al., (2011) observaram que a
sequéncia ITS de um espécime identificado preliminarmente como Phellinus sp.
apresentou 99% de identidade com uma sequéncia de F. nilgheriensis, identificando assim
esse tdxon com base nesse critério. No entanto, essa sequéncia ndo foi depositada em
nenhum banco de nucleotideos internacional. Resultado idéntico a partir da sequéncia ITS
de AS612 foi obtido no presente estudo.

Ja a sequéncia LSU de F. nilgheriensis AS612, além de possuir 99% de identidade
com a sequéncia de F. nilgheriensis AY059023 a partir do Blastn, na reconstrucéo
filogenética agruparam-se entre si com alto suporte estatistico (MV 90% e BA 0.98)
(Figura 5), apresentando-se ainda estreitamente relacionada com F. kawakamii
AY059028.
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Fulvifomes nilgheriensis é diferenciado das demais espécies do género
principalmente pela presenga de basidiosporos amarelado-amarronzados, subglobosos e
de parede fina, medindo 4-5(5.5) x 4-4.5 pm. Fulvifomes kawakamii é macro-
micromorfologicamente similar a F. nilgheriensis, no entanto somente conhecida para a
localidade-tipo no Havai (EUA). Um estudo a partir dos espécimes-tipos dessas espécies
se faz necessério para confirmar a sinonimizacao de F. kawakamii com F. nilgheriensis).

O espécime Gomes-Silva 105, previamente identificado como Fulvifomes
rhytiphloeus por morfologia, também apresentou-se distinto filogeneticamente das demais
espécie do género (Figuras 5 e 6). Essa espécie, cujo espécime-tipo foi coletado no Brasil,
caracteriza-se-pelo basidioma solitério, aplanado, contexto marrom-amarelado com uma
fina linha escura separando o tomento da superficie abhimenial, além de basidiosporos
globosos a elipsoides, marrons-escuro e de parede espessa, medindo 4-5(5.5) x 4-4.5 ym
(Ryvarden 2004, como Phellinus rhytiphloeus; Campos-Santana et al., 2015). O espécime
F. rhytiphloeus Gomes-Silva 105 possui caracteristicas similares as descritas acima. A
combinacdo Fulvifomes rhytiphloeus (= Phellinus rhytiphloeus) proposta por Campos-
Santana et al., (2015) com base em dados morfologicos é confirmada no presente estudo,

porém com evidéncias moleculares.

4.2.2 Taxonomia morfoldgica e molecular de Phellinotus Drechsler-Santos, Robledo
& Rajchenb.

Phellinotus trata-se de um género recentemente proposto por Drechsler-Santos et
al. (2016) com apenas duas espécies conhecidas: Phellinotus piptadeniae e P. neoaridus”,
ambas com hol6tipos do Brasil. Este género, cujas espécies sdo parasitas de vegetais
(obrigatorios ou facultativos), e caracterizado pelo basidioma pileado, sistema hifalico
dimitico com hifas esqueléticas presentes apenas na trama, presenca de linha negra no
contexto, e basidiosporos subglobosos a elipsoides com parede fina, coloracdo amarela
em KOH, indextrindide, medindo 5-6 x 3.6-5.0 um.

Embora Phellinotus apresente-se filogeneticamente proximo a Fomitiporella,
Arambarria e Inocutis (Figuras 5 e 6), esses géneros sdo facilmente discerniveis
morfologicamente entre si. Arambarria e Inocutis apresentam sistema hifalico
monomitico, diferente de Phellinotus que é dimitico. J& Fomitiporella também apresenta

sistema hifalico dimitico, porém suas espécies possuem habito saprofitico, além de
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possuirem basidiomas ressupinados, diferindo assim de Phellinotus nesses aspectos
(WAGNER & FICHER 2002a; RAJCHENBERG et al., 2015).

No presente estudo, seis especimes preliminarmente identificados como Phellinus
baccharidis sensu Ryvarden (2004) e dois Phellinus sp. se agruparam com alto suporte
estatistico com a sequéncia do hol6tipo de Phellinotus piptadeniae (MV 99% e BA 1.00
para analise LSU; MV 100% e BA 1.00 para ITS+LSU, Figuras 5 e 6, respectivamente).
Phellinotus piptadeniae caracteriza-se pela presenca de basidiosporos subglobosos a
elipséides, ndo dextrindides, medindo 5-5.3 x 3.6-4 um. Todos os exemplares agrupados
no clado com P. piptadeniae apresentam caracteristicas semelhantes, apenas diferindo
levemente em relagdo ao tamanho dos basidiosporos (4.5-5.0 x 3.5-4 um). Amalfi et al.,
(2014) explicam que varios taxons neotropicais foram incorretamente identificados como
Phellinus baccharidis (atualmente Fomitiporia baccharidis) devido a descri¢do original
mencionar que esta espécie possuia basidiosporos indextrindides similares a outras
espécies de Phellinus s.I. No entanto, ao estudarem o tipo da espécie originario do
Equador, Amalfi et al., (2014) observaram que essa espécie possui basidiosporos
fortemente dextrindides medindo 5.0-6.5 x 5.0-6.0 um, propondo assim a combinacgéo
Fomitiporia baccharidis (Pat.) Decock, Robledo & Amalfi. Desse modo, todos a
identidade dos taxons identificados como Phellinus baccharidis para o Brasil precisa ser
reavaliado.

A sequéncia obtida a partir do espécime URM83844 previamente identificado
como Phellinus rimosus (Berk.) Pilat sensu Ryvarden (2004), agrupou-se com outras duas
sequéncias de Phellinotus neoaridus, uma obtida do hol6tipo. Phellinotus neoaridus é
morfologicamente bastante similar a P. piptadeniae, porém possui basidiosporos
levemente maiores (5.6-6 x 4.2-5 pum versus 5-5.3 x 3.6-4.2 um em P. piptadeniae) e
hifas esqueléteas menores (110-560 pm versus 230-754 um em P. piptadeniae)
(Drechsler-Santos et al., 2016). Drechsler-Santos et al., (2010) comentam que P.
piptadeniae se desenvolve principalmente em Piptadenia spp., além de Mimosa sp. e
Senegalia sp., enquanto P. neoaridus (como Phellinus rimosus) € somente conhecido em
espécies de Caesalpinia sp, mencionando assim que dados ecoldgicos sdo relevantes para
diferenciar essas espécies.

Drechsler-Santos et al., (2016) mencionam ainda que especies pertencentes ao
complexo Phellinus rimosus séo caracterizados pelo basidioma pileado, lenhoso e de
pileo rimoso, sistema hifalico dimitico, auséncia de setas himeniais e basidiosporos
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elipsoides, caracteristicas que também sdo observadas em Phellinotus e Fulvifomes. Desse
modo, evidencia-se que para espécies do complexo Phellinus rimosus estudos baseados
em sequéncias de DNA sdo fundamentais para a correta insercdo em Phellinotus ou

Fulvifomes.

4.2.3 Taxonomia morfoldgica e molecular de Tropicoporus L.W. Zhou, Y.C. Dai &
Sheng H. Wu

Tropicoporus foi proposto por Zhou et al., (2015) para acomodar espécies de
basidioma efuso-reflexo a pileado, sistema hifalico dimitico e com basidiosporos
subglobosos a elipsdides de coloragdo amarela, indextrindides, medindo 3.4-6 x 2.9-5.0
um, além da presenca setas himeniais. Este género possui caracteristicas bastante
similares as de Inonotus e foi separado deste somente a partir de reconstrucGes
filogenéticas baseadas em sequéncias ITS e LSU (ZHOU et al., 2015).

Até o momento, sdo conhecidas nove espécies para o género, incluindo T. linteus
(= Inonotus linteus), que apresenta como principais caracteristicas: basidioma pileado,
setas himeniais abundantes a raras (17-35 x 6-8 pm) e basidiosporos subglobosos
medindo 4.5-6 x 4.0-5.0 um (Ryvarden 2004, como Phellinus linteus). Os exemplares
URM83827, URM84512, URM85603 e URMB80103 que se agruparam com T. linteus
apresentam caracteristicas similares as descritas para a espécie, exceto pela visivel linha
negra no contexto, caracteristica até entdo nao relatada para Tropicoporus.

O exemplar URMB80103 sequenciado no presente estudo, assim como outros
exemplares provenientes da Amazonia brasileira, foi utilizado por Gomes-Silva et al.,
(2013) para propor a combinacdo Inonotus calcitratus (Berk. & M.A. Curtis) Gomes-
Silva & Gibertoni, espécie anteriormente inserida em Phellinus (P. calcitratus). Esta
especie é morfologicamente muito similar a T. linteus, exceto pela presenca de linha negra
no contexto, caracteristica que até entdo era desconhecida para Tropicoporus. Desse

modo, propomos aqui a sinonimizagdo de I. calcitratus a T. linteus.
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4.2.4 Taxonomia morfoldgica e molecular de Phellinus Queél.

Phellinus Quél. tem sido utilizado para acomodar espécies de Hymenochaetaceae
pordides que possuem sistema hifalico dimitico e basidioma geralmente perene.
Historicamente, diversos autores sugeriram a manutencdo do género, porém segregando-o
em géneros menores, como Inocutis, Fomitporella, Fulvifomes, Fomitiporia, Fuscoporia e
Pseudoinonotus a partir de evidéncias morfoldgicas e moleculares (WAGNER &
FISCHER, 2001, 2002a; DECOCK et al., 2007). No presente estudo, a partir de sequéncias
LSU, Phellinus apresentou-se como grupo polifilético e sua separacdo em relacdo a
Pseudoinonotus mostrou-se incerta (Figura 5). No entanto, com a realizacdo de uma
analise combinada (sequéncias ITS e LSU, Figura 6), a diferenciacdo entre Phellinus e
Pseudoinonotus foi evidente, com o primeiro apresentando-se como grupo monofilético
com alto suporte estatistico (MV 100% e BA 1.00). Estes resultados demonstram a
importancia de se utilizar mais de uma regido do DNA nos estudos filogenéticos em
Hymenochaetaceae.

Phellinus caribaeo-quercicola Decock & S. Herrera foi descrita por Decock et al.,
(2006) com base em espécimes coletados em Cuba. Esta espécie apresenta basidiomas
ressupinados, geralmente com varias camadas de tObulos quando mais velhas, e é
caracterizada principalmente pela presenca de setas himeniais espessas, com apice em
forma de gancho (na maioria) e com medidas de 15.0-28.0 x 6.0-11.0 pum, além de possuir
basidiosporos elipséides, hialinos, ndo dextrindides e de parede fina, medindo 4.5-5.5 x
3.5-4.5 um.

Decock et al., (2006) mencionam que P. caribaeo-quercicola é restrita ao oeste de
Cuba em uma area caracterizada por grave seca no inverno, desenvolvendo-se
exclusivamente em troncos ou ramos senescentes ou em tocos em decomposicdo de
Quercus cubana. Esses caracteres ecologicos foram considerados relevantes para
diferencid-la de P. undulatus, espécie de distribuicdo neotropical, incluindo Cuba
(DECOCK et al., 2006), encontrada em troncos de angiospermas em decomposi¢do e
morfologicamente semelhante a P. caribaeo-quercicola (DECOCK et al., 2006).
Posteriormente, Vlasak et al., (2011) identificaram, a partir de sequéncias ITS rDNA e
morfologia, trés espécimes de P. caribaeo-quercicola coletados na Flérida (EUA) em
troncos e ramos mortos de Quercus virginiana, ampliando assim o conhecimento sobre a

distribuicdo geogréafica e o substrato dessa espécie.
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Os espécimes AS591 e AS607 apresentam caracteristicas morfoldgicas bastante
similares a descricdo de P. caribaeo-quercicola, além de possuirem sequéncias ITS e LSU
com 99% e 100% de identidade com as sequéncias correspondentes ao hol6tipo que foram
depositadas pelos autores que descreveram a espécie (DECOCK et al., 2006). No entanto,
0s espécimes brasileiros aqui analisados foram coletados em areas preservadas da
Amazobnia e foram encontrados em troncos de angiospermas em decomposicdo. Além
disso, sabe-se que  Quercus ndo  ocorre  naturalmente  no  Brasil

(http://floradobrasil.jbrj.gov.br).

4.2.5 Taxonomia morfoldgica e molecular de Fomitiporia Murrill

Fomitiporia foi originalmente descrito por Murrill (1907) a partir de espécimes de
F. langloisii coletados no sudeste do EUA (Louisiana), porém, até os primeiros estudos de
filogenia molecular, este género foi considerado como um dos numerosos SinGNIMOS
taxonémicos de Phellinus s.I. (LARSEN & COBB-POULLE, 1990; RYVARDEN, 1991;
RYVARDEN & GILBERTSON, 1994; RYVARDEN & JOHANSEN, 1980; WAGNER &
FISCHER, 2001, 2002a; DECOCK et al., 2007; DAI et al., 2008). Este género caracteriza-
se por apresentar basidiosporos globosos a subglobosos, dextrindides e de parede espessa,
além de possuir sistema hifalico dimitico/pseudodimitico. Os basidiomas podem ser
ressupinados (espécies do complexo F. langloisii) ou pileados (espécies do complexo F.
punctata) (DECOCK et al., 2007; AMALFI et al., 2012; CAMPOS-SANTANA et al.,
2014; AMALFI et al., 2014).

Confirma-se neste estudo o monofiletismo de Fomitiporia (Figura 5 e 6). Além
disso, as trés sequéncias de F. neotropica geradas no presente estudo (espécimes
previamente identificados como F. maxonii) agruparam-se com moderado suporte
estatistico com outras da mesma espécie para a América do Sul cujas sequéncias
encontravam-se disponiveis no GenBank/NCBI (analise LSU: MV 80% e BA 0.92; analise
combinada: MV 99% e BA 0.99).

Campos Santana et al., (2014) descreveram F. neotropica com base em espécies do
sul do Brasil (Rio Grande do Sul e Santa Catarina), Argentina central (Cérdoba) e Guiana
Francesa, disponibilizando as primeiras sequéncias de DNA da espécie. Esta espécie é
morfologicamente variavel, caracterizada principalmente por possuir basidioma

ressupinado com margem branca a amarela, sistema hifalico dimitico, superficie himenial
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com poros circulares (6-9 por mm) e setas himeniais ventricosas (quando presentes)
medindo 10.0-30.0 x 3.5-6.5 (=7.0) um. Além disso, possui basidiosporos subglobosos a
globosos, hialinos, fortemente dextrindides com 5.0-7.0 (-7.5) x 4.5-7.0 um. Os
especimes URM83932, URM84127 e URMB85649 possuem caracteristicas similares as
descritas para a espécie, destacando-se a auséncia de setas himeniais para todos o0s
exemplares. No entanto, no exemplar URM85649 foi observado esporos fracamente
dextrinoides, ao contrario dos demais que apresentaram-se fortemente dextrinoides.

Embora filogeneticamente distinta, F. neotropica pertence ao complexo F.
langloisii (F. dryophila, F. langloisii, F. maxonii e F. sonarae) e a partir da taxonomia
convencional ndo é possivel observar diferencas morfoldgicas significativas entre as
espécies desse complexo (DECOCK et al., 2007; RYVARDEN, 2004; VLASAK et al.,
2011; CAMPOS-SANTANA et al.,, 2014). Campos Santana et al., (2014) tentaram
diferenciar F. neotropica em relacdo a F. maxonii, por exemplo, de acordo com a presenca
de setas himeniais, j& que para F. maxonii esta caracteristica nunca foi observada. No
entanto, a presenca de setas himeniais em F. neotropica ndo € uma regra, fato confirmado
para os espécimes aqui analisados. Observou-se ainda que o tamanho de basidiosporos
entre as espécies desse complexo sdo similares, principalmente entre F. dryophila, F.
langloisii, F. maxonii e F. sonarae (CAMPOS-SANTANA et al., 2014).

Numa perspectiva filogeogréfica, essas espécies que sempre se apresentam em
clados relacionados foram descritas a partir de espécimes de localidades geogréaficas
préximas: F. dryophila (Mississipi, EUA), F. langloisii (Flérida, EUA), F. maxonii (Costa
Rica) e F. neotropica (Guiana Francesa) (DECOCK et al., 2007; RYVARDEN, 2004,
VLASAK et al., 2011; CAMPOS-SANTANA et al., 2013). Além disso, espécimes de F.
maxonii e F. neotropica, por exemplo, ja foram listadas para a mesma localidade
geografica na Argentina (CAMPOS-SANTANA et al., 2014).

Pelo acima exposto, os espécimes aqui analisados s6 puderam ter sua confirmacéo
taxonémica confirmada a partir da analise das sequéncias ITS e LSU, tratando-se dos
primeiros registros da espécie para o Nordeste do Brasil.

Os exemplares CRL898 e URM83431 tiveram a identificagdo confirmada como F.
apiahyna com base em sequéncias LSU (Figura 5). De modo similar, ao estudarem
espécimes de Fomitiporia da Florida, Vlasak et al., (2011) também identificaram um
espécime como F. apiahyna somente a partir de dados moleculares. Esta espécie
caracteriza-se pela presenca de basidioma pileado escuro com uma crosta negra de
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espessura varidvel que, dependendo da idade, cobre todo o contexto que ¢ homogéneo.
Além disso, possui basidiosporos medindo 5.0-6.5 (=7.0) x (4.5-) 5.0-6.0 pum, similares
aos de F. baccharidis. No entanto, F. baccharidis possui contexto heretogéneo (duplex)
com duas camadas de consisténcias diferentes separadas por uma linha negra, caracteristica
Unica entre as especies do género (AMALFI et al., 2014). Estas duas espécies sdo
facilmente separadas com a utilizacdo de dados moleculares (Figuras 5 e 6).

A partir da analise das sequéncias LSU, os espécimes URMB83932, TBG50 e
TBG13 apenas puderam ser identificados como pertencentes ao complexo taxonémico F.
langloisii (Figura 5). Néo foi possivel a obtencdo das sequéncias da regido ITS desses
espécimes, possivelmente devido a pigmentacdo dos extratos de DNA que afetaram o
funcionamento das reacGes de PCR. Este resultado evidenciou a importancia de se realizar
analises moleculares com base em mais de uma regido do DNA que possua alta
variabilidade interespecifica, pois a partir da combinacdo das sequéncias ITS e LSU, esse
complexo apresentou melhor delineamento em relagdo ao estudo da regido LSU de modo
isolado (Figura 6).

4.2.6. Taxonomia morfologica e molecular de Fuscoporia Murrill

Fuscoporia € um género bem estabelecido em Hymenochaetaceae e foi
originalmente descrito por Murrill (1907) com F. ferruginosa (Schrad.) Murrill como
espécie-tipo. Porém, historicamente o género também foi considerado sindnimo de
Phellinus s.I. (FIASSON, 1982; FISCHER, 1996), até que Wagner & Fischer (2001,
2002a) realizaram as primeiras analises filogenéticas de Hymenochaetaceae baseadas em
sequéncias LSU e confirmaram Fuscoporia como género bem delimitado e distinto de
Phellinus s.s.

O género é caracterizado pelo basidioma ressupinado a pileado, anual ou perene,
sistema hifalico dimitico com hifas generativas hialinas, de parede fina e septo simples,
além dos basidiosporos hialinos, globosos a ovdides (MURRIL, 1907; WAGNER &
FISCHER, 2001, 2002a; BALTAZAR et al., 2009). Fuscoporia inclui 40 espécies de
ampla distribuicdo geografica (DAI, 1999; WAGNER & FISCHER, 2001, 2002b;
BALTAZAR et al., 2009; VLASAK et al., 2011), das quais 11 sdo relatadas para o Brasil
(BALTAZAR et al., 2009; GIBERTONI et al., 2015).
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A identificacdo de espécies em Fuscoporia é tradicionalmente baseada em dados
morfoldgicos, como consisténcia e coloracdo do basidioma, padrdo de zonacdo da
superficie abhimenial, tamanho dos poros no himénio, tamanho e forma das setas
himeniais e dos basidiosporos (GROPOSO et al., 2007; BALTAZAR et al., 2009;
VLASAK et al., 2011; RAYMUNDO et al., 2013). Entretanto, algumas espécies possuem
alta plasticidade fenotipica que alerta, pelo menos para a América do Norte (VLASAK et
al., 2011) e Tailandia (INSUMRAN et al., 2012), que Fuscoporia pode incluir espécies
cuja delimitacdo s6 pode ser observada a partir de sequéncias de DNA. Nessas
abordagens, as regides do rDNA sdo as mais utilizadas (INSUMRAN et al., 2012;
BALASUNDARAM et al., 2015).

Devido ao grande numero de sequéncias, a analise de Fuscoporia foi realizada
separadamente dos demais géneros da familia. A reconstrucéo filogenética de Fuscoporia
baseada em anélises MP, MV e BA para ITS, LSU e ITS+LSU apresentaram basicamente
a mesma topologia e pequenas diferencas nos valores de bootstraps e de probabilidades a
posteriori para cada matriz (Figuras 7, 8 e 9). No corrente estudo, todos 0s espécimes
estudados agruparam-se em quatro clados distintos, delimitando assim quatro espécies: F.

callimorpha (A), F. wahlbergii (B), “F. paracallimorpha” (C) e F. gilva (D).
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F. cailimorpha JMB62 Brazil
F. callimorpha AS545 Brazil
F callimorpha JF692192 EUA
F callimorpha JF692191 EUA
F. callimorpha JF692193 EUA
F. callimorpha URMS3004 Brazil
F callimorpha URMS84107 Brazil
F. callimorpha URMS87970 Brazil
F. callimerpha JMB71 Brazil
F. callimorpha URMS85067 Brazil
E callimorpha URM87971 Brazil A
E callimorpha TBG23 Brazil
F callimorpha URMS3698 Brazil
Uncultured fungus GU054105*
F callimorpha JF692190 EUA
F. callimorpha NM459 Brazil
F. callimorpha URM87969 Brazil
FE callimorpha URMS83003 Brazil
F. callimorpha NM125 Brazil
F callimorpha AS486 Brazil
F torulosa AY 558649 EUA
Phellinus tremulae AF200240 South Korea
Uncultured fungus GU054028*
F. callimorpha URM83001 Brazil

F torulosa JF461323 Thailand | 9,09, oo
ceens F torulosa JFA461321 Thailand : oar
R F: torulosa JF461322 Thailand S0

F. torulosa TF461320 Thailand | #%9%100
F senex KP012992 Australia
Fuscoporia sp. KP013032 Australia
F. montana JX484015 Taiwan
F senex JX463658 South Korea 93/95/0.97
F senex AY558647 India
17 senex KC414230 China
F rhabarbarina Q780413 China
F. torulosa EF068234 Czech Republic | 44,99/ g0
E torulosa AM269803 Czech Republic
£ wahlbergii URMS3094 Brazil | B
F iorulosa AB811863 Japan
99/pR1.00 I torulosa AB811864 Japan
F. paracallimorpha URM82510 Brazil
F paracallimorpha URMS2058 Brazil
F paracallimorpha URMS83624 Brazil
F. paracailimorpha URM83926 Brazil C
F. paracallimorpha CL769 Brazil
E paracaliimorpha URM82511Brazil
. paracallimorpha URM33800 Brazil
F. paracallimorpha URM83798 Brazil
F. paracallimorpha JMB11 Brazil
F. ferruginosa AY558616 India
’_r F gilva AM269796 EUA

61/68/0.91

TO/68/0.78

65/63/0.79

88/90/1.00

99,

F. gilva AM269795 EUA

F gilva KI140647 EUA
IF. gilva KJ140621EUA

Uncultured fungus KM 103993 EUA
Uncultured fungus KF800257 EUA
E giilva URMS$3185 Brazil
E gilva TBG33 Brazil
K gifva URMS83187 Brazil
F gilva URMS83957 Brazil D
F. gifva JF461326 Thailand
F gilva 1F461324 Thailand
#7 gilva JF461329 Thailand
I gilva JF461327 Thailand
F gilva JF461328 Thailand
F. gifva JF461325 Thailand
£ gilva JN182910 China
F gilva KC505569 China
451607 F gilva JX427049 Puerto Rico

o kF gifva KCTC6653 AY 558620 South Korea

i 100/99/1.00

9906/ 1.00]

64/501

F. gilva AB811862 Nepal
F gilva AF250932*
F gilva FI481039 China
L F ferrea DQ3516525 Canada
s90i1.00 F . ferrea AYS558617 Canada
F! insolita KJ677113 Russia
_4' F insolita KJ677114 Russia
FOONLIN ! insolita KI677115 Russia
98/98/1.00) Hvdnochaete duportii DQA04386
Hydnochaete japonica Q279590
100/100/1.00) Hymenochaete peroxydata KF371645
99r09/1.00l) Hymenochaete peroxydara KF371644
Hymenochaete peroxydata KF371646

s

Figura 7. Reconstrucdo filogenética de Fuscoporia baseada no alinhamento de 391 nucleotideos da regido
ITS. Os espécimes sequenciados no presente estudo estdo em negrito. Valores de Bootstrap (%) foram
gerados a partir do método de Maxima Parciménia (MP) e Maxima Verossimilhanga (MV), e probabilidades
a posteri a partir de Inferéncia Bayesiana (BA), respectivamente. Para MP: indice de Consisténcia (Cl) =
0.6055 e indice de Retencéo (RI) = 0.9023. *Area de coleta nfo disponivel.
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F callimorpha TBG23 Brazil
F. callimorpha AS486 Brazil
F callimorpha JMB71 Brazil
F. callimorpha AS545 Brazil
F cailimorpha JMB62 Brazil
F. callimorpha URM84107 Brazil
E caflimorpira URM83698 Brazil
67/57/- | I callimorpha URM87970 Brazil
F callimorpha URMS7969 Brazil A
F callimorpha URMS83003 Brazil
F callimorpha URM85067 Brazil
F callimorpha NM459 Brazil
_iF. callimorpita URMS83001 Brazil
F eallimorpha URMS83004 Brazil
F callimorpla AS495 URMS87971 Braxil
FE callimorpha NM125 Brazil
K rhabarbarina HQ328526 China
I senex KP012992 Australia
F senex HM635680 Mexico
I montana JX484007 Taiwan
I rhabarbarina 1Q797671 China
F senex JX463652 South Korea
— F torulosa AF311041 France
F. wahlbergii URMB83094 Brazil | B
93/5771.00 F wahlbergii AF311045 Spain
— F 1orulosa JX484009 Taiwan
F formosana AY 059034 Taiwan
2 gitva JX484006 Taiwan
F! gilva HQ328525 China
E gilva TBG33 Brazil
F. rhabarbarina JX484008* D
F gilva AY059025 EUA
F. gilva URMB83957 Brazil
E gilva URM83187 Brazil
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Figura 8. Reconstrucéo filogenética de Fuscoporia baseada no alinhamento de 789 nucleotideos da regido
LSU. Os espécimes sequenciados no presente estudo estdo em negrito. Valores de Bootstrap (%) foram
gerados a partir do método de Maxima Parcimdnia (MP) e Maxima Verossimilhanca (MV), e
probabilidades a posteri a partir de Inferéncia Bayesiana (BA), respectivamente. Para MP: indice de
Consisténcia (Cl) = 0.5909 e indice de Retencdo (RI) = 0.8808. *Area de coleta ndo disponivel.
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Figura 9. Reconstrucéo filogenética de Fuscoporia baseada no alinhamento de 1173 nucleotideos relativos
a combinacdo das regifes ITS e LSU. Os espécimes sequenciados no presente estudo estdo em negrito.
Valores de Bootstrap (%) foram gerados a partir do método de Maxima Parcimbnia (MP) e Maxima
Verossimilhanga (MV), e probabilidades a posteri a partir de Inferéncia Bayesiana (BA), respectivamente.
Para MP: indice de Consisténcia (Cl) = 0.8917 e indice de Retencéo (RI) = 0.8917.

Nas analises baseadas em sequéncias ITS (Figura 7), o clado A foi formado por 16
espéecimes de F. callimorpha (originarios da Amazonia, Mata Atlantica e Cerrado), trés de
F. callimorpha e um de F. torulosa dos Estados Unidos (Florida e llhas Virgens), dois
uncultured fungi e um de Phellinus tremulae da Coreia do Sul, todos filogeneticamente
distintos das outras espécies de Fuscoporia incluidas na analise. Nas analises LSU e
ITS+LSU (Figuras 8 e 9, respectivamente), o clado A foi formado exclusivamente pelas
sequéncias de 16 espécimes de F. callimorpha disponibilizadas no presente estudo
(Figura 8: MP 66%, ML 63% e BA 0.70; Figura 9: MP 86%, ML 77% e BA 0.92).

Fuscoporia callimorpha foi descrita com base em espécimes de Madagascar e é

caracterizada pela superficie abhimenial glabra, fortemente e concentricamente sulcada e
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zonada, setas himeniais ventricosas de parede fina e &pice afinado [23.4-32.4 (-36.0) x
(4.3-) 4.6-5.4 um], e basidiosporos elipsoides, hialinos, medindo (3.2) 3.6-3.9 (-4.3) x
2.2 um [RYVARDEN & JOHANSEN, 1980, como Phellinus callimorphus; CORNER,
1991; GROPOSO et al., 2007; VLASAK et al., 2011; RAYMUNDO et al., 2013). Todos

0s espécimes brasileiros apresentam caracteristicas similares as descritas (Figura 10).

Figura 10. Morfologia de F. callimorpha. A. Basidioma; B e C. Setas himeniais; D. Basidiosporos. Ecala:
A=1cm;Band C=5um,; Fig. D =10 pum.

Os espécimes de F. torulosa CBS182.34 (EUA) e Phellinus tremulae IMSNU3202
também se agruparam com os representantes de F. callimorpha neotropicais. Nesses
casos, € provavel que se trate de exemplares de F. callimorpha incorretamente
identificados. Este resultado estd de acordo com Vlasék et al., (2011), que ao estudarem
Fuscoporia de diferentes areas dos Estados Unidos (anélise morfoldgica e molecular)
mencionam que F. torulosa provavelmente ndo ocorre nesse pais.

No presente trabalho, os espécimes sem identidade (GU054028 e GU054105)
tambeém tiveram sua identificacdo possibilitada a partir de sequéncias ITS, tratando-se de
F. callimorpha que foram provavelmente coletados na Alemanha de acordo com dados do
GenBank/NCBI.

Proximo ao clado A (Figura 7), quatro espécimes da Tailandia identificados como
F. torulosa (JF461320 a JF461323) formaram um agrupamento irm&o a F. callimorpha
com alto suporte estatistico (MP 100%, MV 98% e IB 1.00). No entanto, a identificacdo
desses espécimes como F. torulosa é discutivel. Embora essas sequéncias estejam
depositadas no GenBank como F. torulosa, Insumran et al.,, (2012), os autores da
sequéncia, discutiram esses espécimes como sendo Fuscoporia sp., mencionando ainda

que os atuais caracteres morfoldgicos utilizados na identificagdo de Fuscoporia ndo foram
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suficientes para a identificacdo desses espécimes. Fuscoporia torulosa foi descrita com
base em espécimes da Franca e atualmente é citada para a Europa e sudeste da Asia
(RYVARDEN & JOHANSEN, 1980; RAYMUNDO et al., 2013).

A presenca de F. torulosa em outros dois agrupamentos baseados em sequéncias
de ITS (um formado por dois espécimes do Japdo e o segundo por dois exemplares da
Republica Tcheca, Figura 7) e em dois agrupamentos baseados nas sequéncias LSU (um
formado por dois espécimes da Franca e o outro por um exemplar de Taiwan, Figura 8)
demonstram que F. torulosa é um complexo taxonémico. Desse modo, mais estudos
morfolégicos e filogenéticos sdo necessarios, principalmente para espécimes asiaticos, a
fim de proporcionar melhor compreensao do conceito de Fuscoporia torulosa.

Nas anélises de LSU, o clado B foi formado por dois espécimes de F. wahlbergii
originarios do Brasil e da Espanha (llhas Canérias), e pelo espécime brasileiro nas
andlises ITS e ITS+LSU, sendo, contuto, uma espécie bem delimitada em todas as
analises aqui realizadas. Esta espécie originalmente descrita para a Africa do Sul possui
como principal caracteristica diagndstica a presenca de setas himeniais de apice curvado,
medindo 15-30 (-35) x 6-9 um [RYVARDEN, 1994, 2004, como P. wahlbergii],
caracteristica também observada em Phellinus caribaeo-quercicola. Pode-se observar
ainda em F. wahlbergii a presenca de basidiosporos hialinos a amarelados, subglobosos a
elipsoides, medindo 4-5 x 3.5-4.5 pym (RYVARDEN, 1994, 2004). O espécime de
Fuscoporia wahlbergii coletado no Brasil URM83094 possui setas himeniais (15-25 x 6—
7 um) e basidiosporos (4.0-4.5 x 3.0-3.5 um) com morfologia e tamanhos similares aos

ja descritos para a espécie por Ryvarden (1994, 2004), conforme figura 11.
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al

Figura 11. Morfologia de F. wahlbergii. A. Basidioma; B e C. Setas himeniais; D. basidiosporos. Escala: A

=1cm;Band D =10 um; C =5 um.

Representantes da espécie nova proposta no presente estudo, F. paracallimorpha,
formaram o clado C com alto suporte estatistico em todas as analises (analises ITS: MP
99%, ML 99% e BA 1.00; Analises LSU: MP 98%, ML 99% e BA 1.00; Analises
ITS+LSU: MP 100%, ML 99% e BA 1.00). Essa espécie é morfologicamente idéntica a
F. callimorpha, sendo separada desta apenas com base em dados moleculares e,

possivelmente, distribuicdo geogréfica.

Taxonomia

Fuscoporia paracallimorpha Lima-Janior, Lira & Gibertoni, sp. nov., Figura 12.
MycoBank: MB814484

Fuscoporia paracallimorpha é caracterizada pela forte zonacdo, setas himeniais
lanceoladas a ventricosas (20-25 x 4.0-4.5 um) e basidiosporos elipséides [(4.0-4.5 x
(2.5) 3.0-3.5 um).

Holotipo:—BRASIL. Ceard: Crato, Floresta Nacional do Araripe-Apodi, C.R.S. Lira
872, Maio 15, 2012 (URMB83800, Isotypus O).

Etimologia:— Para (Grego) = comparado com; calli (Grego) = bonito; morphus (Grego)
= forma; referindo-se & semelhanca com Fuscoporia callimorpha.

Basidioma anual a bianual, séssil, 2 a 13 cm de comprimento, 1 a 2 cm de largura, 0.1-0.3
cm de espessura, lenhoso em alguns espécimes e coriaceo em outros. Pileo marrom-claro
a marrom-escuro (12 fulvous to 17 snuff brown), amplamente aderido a dimidiado,

aplanado, as vezes imbricado, sulcado, concentricamente zonado com zonas de diferentes
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larguras e cores, consisténcia coriacea a rigida. Margem aguda ou levemente recortada,
marrom-claro (12 fulvous). Contexto homogéneo, marrom-claro (12 fulvous), 0.1-0.2 cm.
Poros circulares a angulares, 7-9 poros/mm, marrom-escuros (17 snuff brown), tubos
marrom-acinzentados (51 buff), 0.1 cm. Sistema hifalico dimitico, hifas generativas
hialinas, com paredes delgadas e septos simples, 1.5-2.8 um diam, hifas esqueletais
amareladas a marrons, com parede espessa, 2.5-3.9 um diam. Setas himeniais lanceoladas
a ventricosas, de parede fina, marrom, 20-25 x 4.0-4.5 um um. Basidios clavados,
hialinos, parede fina, 9.0-13 x 4.0-4.5 um. Basidiosporos elipsoides, parede fina,
hialinos, 4.0-4.5 x (2.5) 3.0-3.5 pym, IKI-.

Habitat:— Troncos de angiospermas em decomposigao.

Distribuicdo:— Até o momento, conhecido apenas para o Nordeste do Brasil.

Espécimes examinados:— BRASIL. Bahia: Santa Terezinha, Serra da Jiboia, T.B.
Gibertoni 36, 24 de setembro, 2010 (URM83624 como Phellinus gilvus). Ceara: Crato,
FLONA Araripe-Apodi, C.R.S. Lira 919, 17 de maio, 2012 (URM83798 como P. gilvus);
C.R.S. Lira 872, 15 de maio, 2012 (URM83800 como P. gilvus). Pernambuco: Triunfo,
Sitio Carro Quebrado, C.R.S Lira & N.C. Lima-Janior 16, 01 de mar¢o, 2010
(URM82510 como P. gilvus); C.R.S. Lira & N.C. Lima-Junior 9, 01 de margo, 2010
(URMS82511 como P. gilvus); C.R.S. Lira & C.A.S. Trajano 23, 28 de janeiro, 2010
(URMB82508 como P. gilvus); C.R.S. Lira 769, 29 de janeiro, 2014. Piaui: Caracol,
PARNA Serra das Confus@es, C.R.S. Lira 541, 14 de marco, 2012 (URM83926 como P.
gilvus).

Espécimes adicionalmente examinados. Fuscoporia callimorpha:— BRASIL. Distrito
Federal: Brasilia, PARNA de Brasilia, T.B. Gibertoni 26, Outubro, 2013 (URM87970).
Pard: Melgaco, FLONA de Caxiuand, Melgaco, A.S. Silva 495, 08 de agosto, 2013
(URMB87971). Paraiba, Areia, RE Mata do Pau-Ferro, C.R.S. Lira 634, 16 de abril, 2012
(URMB83698); Paraiba, Areia, RE Mata do Pau-Ferro, C.R.S. Lira 1307, 16 de julho, 2013
(URMS85067); C.R.S. Lira 207, 21 de julho, 2012 (URM84107). Rio de Janeiro: Angra
dos Reis, PE de llha Grande, T.B. Gibertoni 05, Dezembro 2012 (URM87969). Ronddnia:
Porto Velho, EE de Cunid, A.C. Gomes-Silva, E.A. Souza & M.C. Flores 2080, 11 de
fevereiro, 2011 (URMS83001); A.C. Gomes-Silva, E.A. Souza & M.C. Flores 2209, 11 de
fevereiro, 2011 (URM83003); A.C. Gomes-Silva, E.A. Souza & M.C. Flores 2173, 11 de
fevereiro, 2011 (URM83004). Fuscoporia gilva:— BRASIL: Piaui: Caracol, Serra das
Confusotes, A.C. Gomes-Silva 295, 29 de marco, 2011 (URM83185); A.C. Gomes-Silva
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361, 31 de margo, 2011 (URMS83187); C.R.S. Lira 570, 15 de marco, 2012 (URM83957).
Rio de Janeiro: Rio de Janeiro, PARNA Tijuca, T.B. Gibertoni 33, Novembro, 2012
(URM87972).

Observacdes:— A nova espécie € macro- e micromorfologicamente similar a F.
callimorpha [superficie do pileo fortemente zonada, setas himeniais ventricosas (15)
23.4-32.4 (-36.0) x (2.5-) 4.6-5.4 um, basidiosporos hialinos e elipséides (3.2-) 3.6-3.9
(-4.3) x 2.2 um] (Fig. 10). Entretanto, essas duas espécies sdo claramente distintas de
acordo com analises baseadas em sequéncias ITS e LSU (rDNA) (Figuras 7, 8 e 9).
Adicionalmente, em constantes viagens a campo em areas com diferentes eleva¢Ges em
quatro das cinco regibes do Brasil e em quatro biomas (Amazodnia, Mata Atlantica,
Caatinga e Cerrado), todas as amostras de F. paracallimorpha foram coletados apenas em
matas de altitudes entre 550 m e 1200 m no Nordeste do Brasil, indicando que esta
espécie pode ser endémica para esta regido e para este tipo de ecossistema. No Brasil, F.
callimorpha foi coletado na Amazonia, Cerrado e em matas montanhosas e costeiras da
Mata Atlantica. Fuscoporia gilva também é similar a F. callimorpha e F.
paracallimorpha, mas diferencia-se pelo padrdo de zonacdo da superficie abhimenial
(fortemente zonado em F. callimorpha e F. paracallimorpha, e levemente zonado a
azonado em F. gilva) (F. callimorpha — Fig. 10A and F. gilva — Fig. 13A).
Adicionalmente, em nossos estudos, F. gilva foi coletado somente em matas montanhosas

e costeiras da Mata Atlantica.

Figura 12. Morfologia de F. paracallimorpha, sp. nov. A. Basidioma; B e C. Setas himeniais; D.

Basidiosporos. Escala: A =1 cm; B-D = 10 pm.
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Nos ultimos anos, a presenca de espécies cripticas em Hymenochaetaceae vem
sendo discutida, particularmente em Fomitiporia (AMALFI et al., 2010, 2013 e 2014) e
Fuscoporia (VLASAK et al., 2011; INSUMRAN et al., 2012). Vlasak et al., (2011),
devido a alta plasticidade fenotipica observada para F. callimorpha, mencionam que essa
espécie poderia encobrir mais de uma espécie morfologicamente similar. Esta observacao
foi confirmada no presente estudo a partir da utilizacdo de dados moleculares.

Em todas as andlises, o clado D foi formado por espécimes de F. gilva com alto
suporte estatistico (analise ITS: MP 100%, ML 99% and BA 1.00; LSU: MP 99%, ML
98% and BA 1.00; analise ITS+LSU: MP 100%, ML 99% and BA 1.00). Nas analises
baseadas em sequéncias de ITS, o primeiro agrupamento foi formado exclusivamente por
espécimes da Asia, 0 segundo por espécimes da Asia e um de Porto Rico e o terceiro por
espécimes da América coletados no Brasil e Estados Unidos, este ultimo a localidade do
espécime-tipo. Nas analises LSU, devido a auséncia de sequéncias no GanBank/NCBI,
apenas dois agrupamentos puderam ser observados, um exclusivamente com 0s espécimes
da Asia e outro com espécimes do Brasil, Estados Unidos, Taiwan e China. Fuscoporia
gilva é uma espécie cosmopolita, comum em regides tropicais e subtropicais e que possui
ampla variacdo morfoldgica (RYVARDEN & JOHANSEN, 1980, como P. gilvus;
CORNER, 1991, como P. gilvus; RYVARDEN, 2004, como P. gilvus; BALTAZAR et
al., 2009; VLASAK et al., 2011; RAYMUNDO et al., 2013; CAMPOS-SANTANA et
al., 2015).

Todos os espécimes de F. gilva aqui analisados apresentaram basidioma séssil,
superficie do pileo azonado a levemente zonado, sulcado e glabro, setas himeniais
aculeadas medindo 16-25 x 3.0-5.0 um, além de basidiosporos subglobosos a elipsoides
com 4.0-5.0 x 25-3.0 um (Figura 13). Estas caracteristicas estdo de acordo com
Ryvarden (2004, as P. gilvus) e Campos-Santana et al., (2015), que também analisaram
especimes provenientes do Brasil. No entanto, as setas himeniais aqui observadas foram
levemente menores quando comparadas as descritas por Raymundo et al., (2013) para

espécimes do México (2045 x 6-10 pm).
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Figura 13. Morfologia de F. gilva. A. Basidioma; B e C. Setas himeniais; D. Basidiosporos. Escala: A =1

T
Q

cm; B-C = 10 pm.

Corner (1991) utilizou a consisténcia do contexto e o tipo de zonagdo da superficie
pilear para propor variedades em Phellinus gilvus (= F. gilva): F. gilva var. licnoides
(Mont.) Lloyd caracterizado pelo contexto fino e superficie do pileo distintamente
zonado, e F. gilva var. scruposa (Fr.) Corner para espécimes com contexto mais grosso e
superficie do pileo sem zonacdo. Entretanto, Ryvarden & Johansen (1980) descrevem F.
gilva como de pileo azonado [caracteristica também confirmada por Vlasék et al., (2011)]
a levemente zonado. Loguercio-Leite & Wright (1995), Ryvarden (2004) e Raymundo et
al., (2013) descrevem a espécie como de pileo sem zonacéo a zonado, sem mencionar o
padrdo de zonacdo. Neste estudo, concordamos com as descricdes de Ryvarden &
Johansen (1980) e Vlasak et al., (2011) para F. gilva e sugerimos a utilizacdo do padrdo
de zonagdo como caracteristica relevante para diferenciar F. gilva de outras espécies.

Desse modo, espécimes com superficie do pileo fortemente zonado devem se
tratar de outras espécies que, muitas vezes, sdo incorretamente identificadas como F.
gilva, conforme observado no presente estudo. Todos os espécimes de F. callimorpha e F.
paracallimorpha utilizados aqui foram depositados no herbario URM como F. gilva (= P.
gilvus) quando o padrdo de zonagédo ndo foi levado em consideragéo.

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que caracteristicas macro- e
microscopicas tradicionalmente utilizadas para identificar espécies em Fuscoporia,
embora importantes, sdo ferramentas limitadas em alguns casos. Desse modo, é
importante que em Fuscoporia novos estudos sempre contemplem analises baseadas em
sequéncias do rDNA em conjunto com a taxonomia tradicional, a fim de conhecer a real

diversidade do grupo.
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4.2.7. Taxonomia morfoldgica e molecular de Hymenochaete

Hymenochaete é um dos maiores géneros de Hymenochaetaceae e foi descrito por
Léveillé (1846) baseado em H. rubiginosa (Dicks.: Fr.) Lév. como tipo (WAGNER &
FISCHER, 2002b). Esse género inclui 130 espécies (HE & LI, 2011; HE & DAI, 2012),
das quais 30 sdo citadas para o Brasil (GIBERTONI et al., 2015).

Hymenochaete abrange espécies de basidioma ressupinado, pileado a estipitado
com himenoforos corticidides, lamelados ou pordides, sistema hifalico monomitico,
abundantes setas himeniais e basidiosporos hialinos (cilindricos a elipséides). Além disso,
seus representantes possuem a capacidade de causar podriddo branca (PARMASTO,
1995; 2001; LEGER, 1998; WAGNER & FISCHER, 2002b; DAI, 2010). Durante a
ultima década, taxonomistas consideram Hymenochaete de nomenclatura questionavel,
pois muitas espécies estavam sendo descritas com base em pequenas variacoes
morfoldgicas que poderiam ser, na verdade, consequéncia da plasticidade fenotipica de
uma determinada espécie (HE & DAI, 2012; PARMASTO et al., 2014).

Nas reconstrucdes baseadas em sequéncias ITS, LSU e ITS+LSU obtidas a partir
de espécimes de diferentes biomas brasileiros, seis espécies de Hymenochaete foram
delimitadas: H. damicornis, H. iodina, H. luteobadia, H. microspora, H. resupinata e H.
rheicolor (Figuras 14, 15 e 16).
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Figura 14. Reconstrucao filogenética de Hymenochaete baseada no alinhamento de 718 nucleotideos da
regido ITS. Os espécimes sequenciados no presente estudo estdo em negrito. Valores de Bootstrap (%)
foram gerados a partir do método de Maxima Verossimilhanga (MV), e probabilidades a posteri a partir de

Inferéncia Bayesiana (BA).
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Figura 15. Reconstrucdo filogenética de Hymenochaete baseada no alinhamento de 801 nucleotideos da
regido LSU. Os espécimes sequenciados no presente estudo estdo em negrito. Valores de Bootstrap (%)
foram gerados a partir do método de Maxima Verossimilhanca (MV), e probabilidades a posteri a partir de

Inferéncia Bayesiana (BA).
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Figura 16. Reconstrucdo filogenética de Hymenochaete baseada no alinhamento de 1519 nucleotideos
relativos a combinacdo das regides ITS e LSU. Os espécimes sequenciados no presente estudo estdo em
negrito. Valores de Bootstrap (%) foram gerados a partir do método de Méaxima Verossimilhanca (MV), e
probabilidades a posteri a partir de Inferéncia Bayesiana (BA).



Lima-Juanior, Nelson Correia - DELIMITACAO DE ESPECIES EM HYMENOCHAETACEAE 75

Nas analises baseada em sequéncias ITS, obsrva-se um clado formado por 17
espécimes de H. damicornis que foram coletados em diferentes biomas do Brasil
(Amazobnia, Caatinga e Mata Atlantica). Para a reconstrucao baseada em sequéncias LSU,
0 mesmo agrupamento formado exclusivamente por H. damicornis foi observado, porém
com 15 espécimes brasileiros e uma de Porto Rico, este ultimo utilizado no cléssico
trabalho de Wagner & Fischer (2001).

Hymenochaete damicornis (=Stereum damicornis Link) é bastante comum nos
neotrdpicos, sendo caracterizada pelo basidioma estipitado, himénio liso, presenca de
setas lanceoladas (raras préximo a superficie do pileo e abundantes no himénio) e
basidiosporos ndo amildides, hialinos e de parede fina, medindo aproximadamente 5.5-7
x 4-5,5 um (RYVARDEN, 1985, as Stipitochaete damicornis; JOB, 1990; SOARES &
GUGLIOTTA, 1998; LEGER, 1998; PARMASTO, 2001). Os 15 espécimes brasileiros
aqui estudados apresentaram caracteristicas bastante similares as listadas.

Ryvarden (1985) descreveu o género Stipitochaete com duas espécies [S.
damicornis (= H. damicornis) e S. reniformis (= H. reniformis)] devido a presenca de
basidioma estipitado. Entretanto, Parmasto (1995), ao utilizar caracteres macro-
micromorfolégicos, sugeriu que Stiptochaete seria um género artificial. Posteriormente,
Wagner & Fischer, 2002 (2001, 2002a, b), utilizando dados moleculares (sequéncias
LSU), observaram que Stiptochaete, na verdade, pertence a Hymenochaete, estabelecendo
assim a sinonimia entre esses géneros.

Hymenochaete damicornis e H. reniformis s&o morfologicamente similares, sendo
ambas descritas com base em espécimes do Brasil. Ryvarden (1985) mencionou que H.
reniformis pode ser diferenciado de H. damicornis pela presenca de uma linha negra no
contexto que é ausente em H. damicornis. No entanto, 0 autor menciona que esta
caracteristica nem sempre é facilmente observada, principalmente em espécimes jovens
de H. reniformis. Em todos os 15 espécimes de H. damicornis aqui analisados a presenga
de linha no contexto ndo foi observada.

De acordo com Ryvarden (1985) e Léger (1998), a principal caracteristica que
diferencia essas espécies sdo as setas himeniais, que sdo mais delgadas e longas em H.
damicornis (120-220 x 8-12 em H. damicornis e 65-125 x 12-25 pym em H. reniformis).
No entanto, essa diferenca ndo foi observada por Soares & Gugliotta (1998) e Parmasto
(2001), conforme tabela 3.
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Tabela 3. Tamanho das setas himeniais e abhimeniais de H. damicornis e H. reniformis de acordo com

diferentes autores.

Referéncia Setas himeniais Setas abhimeniais

H. damicornis H. reniformis H. damicornis H. reniformis
Ryvarden 120-220 % 8-12 65-125 X 125 |120-220 x 8-12 | Probably 65-125
(1985) (14) um um (14) um X 12-25 um
Soares & | 40-130 X 4-12um | 80-120 X 10-15 - -
Gugliotta Hm
(1998)
Léger (75)100-175(200) X | 40-70 X 10-15 |30-40X6-9pum |20-35 X 12-19
(1998) (7)8-15(20) pum um um
Parmasto 90-160(-220) X 8- - 60-100 X 8-13 -
(2001) 15 um ou 40-50 X 8-

10 pm

Ryvarden (1985) e Léger (1998) observaram ainda a presenca de setas abhimeniais
em ambas as espécies. Porém, Ryvarden (1985) menciona que esse tipo de seta € raro,
mas quando presente possui morfologia lanceolada em H. reniformis e aculeada em H.
damicornis. No entanto, Léger (1998) comenta que setas abhimenais sdo abundantes e
ventricosas em H. reniformis, e raras e de morfologia lanceolada em H. damicornis.
Parmasto (2001) também observou setas abhimeniais em H. damicornis.

Todos os espécimes de H. damicornis aqui analisados apresentaram setas
himeniais lanceoladas, porém de tamanho varidvel. Os exemplares URMB86062,
URMS82782, URMS82785, URMS82945 e URMS82781 apresentaram setas himeniais
medindo 130-150 x 8-10 um, enquanto nos espécimes URM84093 e URM82779 sédo
observadas setas himeniais de dois tamanhos: 130-150 x 8-10 um e 50 x 10 um. Setas
himeniais medindo exclusivamente 50 x 10 um foram ainda observadas no espécime
URMB82998. Setas abhimeniais (raras) foram vistas apenas nos exemplares URM84093 e
URMB82845, possuindo tamanho similar ao descrito por Parmasto (2001).

Esses resultados demonstram que a presenca de setas himeniais e abhimeniais,
assim como seu tamanho e forma, sdo caracteristicas altamente variaveis em H.
damicornis, assim como em H. reniformis (Tabela 3) e, desse modo, ndo podem ser

utilizados para separar essas espécies. Todos os espécimes de H. damicornis aqui
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estudados apresentaram as caracteristicas descritas para ambas as espécies. Desse modo, a
sinonimia de H. reniformis a H. damicornis é sugerida.

Em todas as analises, dois espécimes de H. microspora coletados em area de Mata
Atlantica (RPPN Frei Caneca, Jaqueira, PE) formaram um agrupamento distinto das
demais espécies do género, sem se agrupar com sequéncias disponiveis no GenBank
(Figuras 14, 15 e 16). Os espécimes aqui analisados possuem setas himeniais lanceoladas
(40-55 x 5-7 um) e basidiosporos hialinos de morfologia cilindrica, medindo 2.5-3.0 x
2.0-25 pm, similares a descricdo de Léger (1998). Esta espécie é caracterizada
principalmente pela presenca de cristais no contexto, estruturas estas ausentes no cortex
(Léger 1998). Os espécimes RC312 e RC317 representam 0s primeiros registros para o
Brasil desta espécie que até entdo era conhecida somente para a Coldmbia e o Equador.

Nas analises ITS e ITS+LSU, um clado bem suportado foi formado exclusivamente
por trés espécimes de H. resupinata coletados no Brasil, enquanto que para as analises
LSU foi formado por um espécime da Costa Rica cuja sequéncia foi disponibilizada por
Parmasto et al., (2014), além dos trés especimes brasileiros. Parmasto (2000) descreveu o
género Dichochaete baseado em duas espécies (D. setosa e D. ceratophora) que
compartilhavam uma caracteristica até entdo sé conhecida para Clavariaceae (familia
distantemente relacionada com Hymenochaetaceae): a presenca de dicohifas. Entretanto,
estudos filogenéticos baseados em sequéncias LSU demonstraram que Dichochaete
pertence a Hymenochaete, propondo a nova combinacdo H. resupinata (= Thelephora
setosa) (PARMASTO et al., 2014). Esta espécie € caracterizada pelo basidioma pileado,
superficie himenial granulada a tuberculada, dendrohifidios ausentes e dicohifas presentes,
caracteristicas essas similares aos espécimes aqui analisados. No presente estudo, a
combinagdo proposta por Parmasto et al., (2014) é confirmada com a adicdo de espécimes
brasileiros.

Para as analises a partir de sequéncias ITS e ITS+LSU, observou-se um clado
formado por trés espécimes de H. rheicolor (Mont.) Lév. originarios do Brasil, enquanto
nas analises baseadas em sequéncias LSU esse clado foi formado pelos mesmos trés
espécimes e mais um H. rheicolor da Guiana Francesa disponibilizado por Parmasto et al.,
(2014). Nas analises de ITS e ITS+LSU, os espécimes brasileiros apresentaram-se
distantemente relacionados de espécimes chineses também identificados como H.
rheicolor, mas que claramente representam uma outra espécie. Hymenochaete rheicolor

caracteriza-se pela auséncia de cértex e de hifidos incrustados no himénio. Além disso, em
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todos os espécimes brasileiros também se pode observar setas himeniais lanceoladas (60—
120 x 8-13 um) e basidiosporos hialinos, cilindricos a elipsoides (5-6 x 1.8-2.5 um),
similares aos descritos por Léger (1988).

Em todas as analises, os cinco espécimes de Hymenochaete iodina (Mont.) Baltazar
& Gibertoni coletados na Amazonia brasileira formaram um clado bem delimitado com
alto suporte estatistico (ITS: MV 99% e BA 1.00; LSU: MV 93% e BA 0.95; ITS+LSU:
MV 99% e BA 1.00), conforme figuras 14, 15 e 16. De acordo com Ryvarden (2004, como
Cyclomyces iodinus), essa espécie é caracterizada pela presenca de linha negra no
contexto, setas himeniais abundantes e de apice agudo (25-60 x 4-7 um) e basidiosporos
hialinos, cilindricos a elipsoides (3.5-4x 2-2.5 um). Todos os espécimes brasileiros sdo
morfologicamente similares a descricdo de Ryvarden (2004). A combinacdo H. iodina
proposta por Gomes-Silva et al., (2012) com base em dados morfoldgicos foi confirmada,
porém com evidéncias moleculares.

As seis sequéncias ITS e LSU de H. luteobadia (Fr.) Hohn. & Litsch. geradas no
presente estudo agruparam-se em todas as analises com H. luteobadia proveniente da
China. Esta espécie possui distribuicdo pantropical e é caracterizada principalmente pela
presenca de cértex e de uma linha escura no contexto, além de apresentar hifidios. Essa
espécie possui ainda setas himeniais lanceoladas com 39-45 x 8.5-9 um (LEGER, 1988),
caracteristicas observadas nos espécimes aqui analisados. Nesses espécimes, basidiosporos
ndo foram visualizados, porém de acordo com Léger (1988) e Parmasto (2001), eles sdo
hialinos e elipsoides, medindo 4.0-5.5 x 1.8-2.5 um. Macroscopicamente H. luteobadia é
similar a H. rheicolor, mas essa ndo possui hifidios incrustados no himénio. Os resultados
encontrados no presente trabalho mostram que essa caracteristica é relevante para
diferenciar essas espécies do ponto de vista morfoldgico (Figuras 14, 15 e 16).

Em todas as analises, Hymenochaete leonina Berk. & M.A. Curtis agrupou-se com
um espécime de Hymenochaete tenuis Peck da China, porém apresentando-se como
especie distinta. Hymenochaete leonina é amplamente conhecida para o Brasil (GOMES-
SILVA et al., 2012) e caracteriza-se pelo distinto cortex encontrado em meio ao contexto
(JOB, 1990; LEGER, 1998; PARMASTO, 2001). Além disso, representantes desta espécie
possuem setas himeniais lanceoladas (40-90 x 5-14 um) e basidiosporos hialinos e
cilindricos, medindo 3.8-5.5 x 1.8-3.2 um, caracteristicas estas também observadas no
espécime URM83540. Embora Hymenochaete tenuis possua basidiosporos de tamanho
similar, além de setas himeniais ligeiramente menores (25-60 x 6-12 pum), essa espécie
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ndo apresenta cortex, caracteristica que pode ser observada em Hymenochaete leonina
(LEGER, 1998; PARMASTO, 2001).
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5. CONCLUSOES

e E possivel a obtencdo de DNA gendmico a partir de exemplares herborizados de
Hymenochaetaceae, embora a extracdo resulte em produtos de menor qualidade em
relagdo aos obtidos de amostras frescas.

e Para 0s géneros aqui estudados de Hymenochaetaceae, é fundamental a utilizagéo
de sequéncias de DNA em conjunto com dados morfolégicos para delimitagdo de
espécies ja descritas e novas combinacBes, assim como para descrever novas
espécies para a ciéncia.

e Para os tadxons analisados, as sequéncias de LSU separadamente sdo Uteis no
delineamento de espécies. No entanto, para o complexo Fomitiporia langloisii, essa
regido isoladamente apresentou resolucéo limitada.

e Embora Uteis, os atuais dados micro-macomorfoldgicos utilizados na identificacdo
de membros de Hymenochaetaceae apresentaram-se como ferramentas limitadas
para algumas espécies de Fulvifomes, Fuscoporia, Hymenochaete, Phellinotus e
Phellinus.

e Espécies cripticas em Hymenochaetaceae podem ser identificadas a partir de
sequéncias ITS e/ou LSU.

e Em Fuscoporia, o padrdo de zonacdo da superficie abhimenial é uma caracteristica
importante para diferenciacdo de F. gilva em relacdo a F. callimorpha e F.

paracallimorpha.
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