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RESUMO

O presente estudo, realizado entre os anos de 2009 e 2013, apresenta os
resultados de estudos morfoldégicos e moleculares dos poliporos trametéides
encontrados na regidao sul do Brasil e suas implicagdes para a taxonomia do
grupo. Através de estudos moleculares (baseados no sequenciamento de trés
diferentes marcadores, ITS, RPB2 e TEF1-alpha) de espécimens selecionados,
assim como de coletas de outras partes do mundo, uma filogenia do grupo em
questao é apresentada. Os resultados obtidos sédo discutidos sob o ponto de vista
das modificacbes taxondmicas. Em uma segunda parte, com base em estudos
morfolégicos dos poliporos trametdides encotrados nos estados de Parana, Rio
Grande do Sul e Santa Catarina, foram identificados 20 espécies classificadas em
seis géneros distintos: Apoxona papyracea (Berk) Reck &Silveira, Coriolopsis
caperata (Berk.) Murr., Coriolopsis stereoides (Fr.:Fr.) Reck & Silveira, Earliella
scabrosa (Pers.) Gilb. & Ryvarden, Funalia rigida (Berk. and Mont.) Peck, Funalia
supina (Swartz: Fr.) Reck & Silveira, Hexagonia hydnoides (Fr.) M. Fidalgo
Trametes betulina (Fr.) Fr., Trametes cingulata BerK., Trametes cubensis (Mont.)
Sacc., Trametes elegans (Spreng.: Fr.) Fr., Trametes hirsuta (Fr.) Pilat, Trametes
lactinea (Berk.) Pat., Trametes maxima (Mont.) David & Rajchenberg, Trametes
membranacea (Sw.:Fr.) Kreisel, Trametes pavonia (Hook) Ryv., Trametes
polyzona (Pers.) Justo, Trametes sanguinea (L.) Lloyd, Trametes versicolor (L.)
Lloyd e Trametes villosa (Fr.) Kreisel, Todas as espécies sao descritas e
discutidas. Duas chaves de identificacdo sdo apresentadas, assim como oito

novas combinacdes sao propostas.

Palavras-chave: fungos, sistematica, podridao-branca, filogenia.



ABSTRACT

The present study, executed between the years 2009 and 2013, presents the
results of both morphological and molecular studies to the trametoid polypores
found in south Brazil, as well their taxonomic implications. By the molecular
studies (based on three nuclear markets, ITS, RPB2 and TEF1-alpha) from
selected specimens, as well from worldwide collections, a phylogeny for the group
is presented. The results are discussed from the taxonomic perspective. In a
second part, based on the morphological studies of trametoid polypores foun in
Parana, Rio Grande do Sul and Santa Catarina states, 20 species were identified,
classified in six different genera: Apoxona papyracea (Berk) Reck &Silveira,
Coriolopsis caperata (Berk.) Murr., Coriolopsis stereoides (Fr.:Fr.) Reck & Silveira,
Earliella scabrosa (Pers.) Gilb. & Ryvarden, Funalia rigida (Berk. and Mont.) Peck,
Funalia supina (Swartz: Fr.) Reck & Silveira, Hexagonia hydnoides (Fr.) M.
Fidalgo Trametes betulina (Fr.) Fr., Trametes cingulata BerK., Trametes cubensis
(Mont.) Sacc., Trametes elegans (Spreng.: Fr.) Fr., Trametes hirsuta (Fr.) Pilat,
Trametes lactinea (Berk.) Pat., Trametes maxima (Mont.) David & Rajchenberg,
Trametes membranacea (Sw.:Fr.) Kreisel, Trametes pavonia (Hook) Ryv.,
Trametes polyzona (Pers.) Justo, Trametes sanguinea (L.) Lloyd, Trametes
versicolor (L.) Lloyd and Trametes villosa (Fr.) Kreisel. They are described and

discussed. Two identifications keys are provided, as well eight news combinations.

Key-words: fungi, systematics, white-rot, phylogeny.
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1. INTRODUCAO

Poliporo € um termo coletivo utilizado para descrever os fungos do filo
Basidiomycota que possuem himendforo tubular, excluindo-se os cogumelos
pertencentes a ordem Boletales E.J. Gilbert. O himendforo tubular, que quando visto
frontalmente apresenta-se em forma de poros, nada mais é do que uma estratégia
para aumentar a superficie himenial, isto €, uma adaptacdo para o aumento da
camada celular formadora de esporos. Os poliporos sdo conhecidos popularmente
como orelhas-de-pau ou prateleiras, sendo que ocasionalmente algumas espécies
estipitadas também podem ser chamadas de cogumelo. A grande maioria dos
poliporos sdao degradadores de madeira, e possuem a capacidade de utilizar os
componentes das paredes da célula vegetal como recurso principal de energia para

crescimento e reproducao.

1.1 Historico e Taxonomia

No principio da classificagdo binomial os fungos hoje reconhecidos como
poliporos ndao eram tratados como um grupo distinto (Overholts 1953). Persoon, em
1825, foi o primeiro pesquisador a considerar os fungos com himendéforo poréide
como um grupo a parte (Overholts 1953). A primeira classificacdo micolégica,
elaborada por Fries (1821) e chamada de Systema Mycologicum, colocava 0s
poliporos dentro da Tribus Polypori, reconhecendo trés géneros, Daedalea Pers.,
Polyporus P. Micheli ex. Adans. e Merulius Fr., distinguindo-os dos cogumelos com
poros (Boletaceae). Mais tarde, Fries (1838) usou pela primeira vez 0 nome
Polyporaceae para designar a familia dos poliporos verdadeiros, sendo desde entao
utiizada largamente para se referir a estes organismos. Patouillard (1900)
implementou o uso dos caracteres microscépicos para o estudo dos fungos
conhecidos como himenomicetes (basidiomicetes que expunham o himendforo
desde o inicio do desenvolvimento), o qual incluia os poliporos, propondo uma nova
divisdo deste grupo. A ordem Aphyllophorales foi posteriormente proposta por Rea
(1922), influenciado pelos estudos de Patouillard, para acomodar as formas
clavaridides (Clavariaceae Chevall.), teleforéides (Thelephoraceae Chevall.),
hidnéides (Hydnaceae Chevall.) e ainda os fungos com himendéforo pordéide
(Polyporaceae Corda). Com o avanco das técnicas de andlise ao longo do século

1



XX, tais como o aumento da resolucdo dos microscépios, juntamente com
informacdes bioquimicas, citolégicas e genéticas, varios sistemas de classificacao
foram propostos no nivel das familias, géneros e espécies de poliporos, porém a
ordem Aphyllophorales foi sendo mantida ao longo desse desenvolvimento. Corner
(1932) propds a incorporacao da analise do sistema hifal na taxonomia dos fungos
com poros, um caractere muito utilizado ainda hoje, modificando substancialmente a
circunscricdo de espécies e principalmente de géneros nos grupos de poliporos.
Alexopoulos & Mims (1979) apresentaram uma classificacao para todo o reino Fungi
na qual a ordem Aphyllophorales era ainda mantida, reunindo entdo os fungos com
himendéforo pordide nas seguintes familias: Bondarzewiaceae Kotlaba & Pouzar,
Fistulinaceae Lotsy, Ganodermataceae (Donk) Donk, Hymenochaetaceae Imazeki &
Toki e Polyporaceae. Esta classificacdo foi amplamente utilizada fazendo com que
os poliporos sejam chamados ainda hoje de Aphyllophorales. Ryvarden realizou
extensivos trabalhos acerca da definicdo dos géneros de poliporos, sintetizados em
Genera of Polypores (1991) no qual caracteriza e define todos os géneros de
poliporos propostos desde o sistema de Fries, verificando a validade dos mesmos,
suas  caracteristicas principais, identificando  grupos  correlacionados
morfologicamente e apresentando chaves de identificacdo para os géneros. Mesmo
com descricdo de novas familias e o avango na classificagéo, a chave principal de
separacdo dos grupos segundo Ryvarden seguiu segregando morfologicamente
Ganodermataceae, em funcdo dos esporos de parede dupla e ornamentada,
Hymenochaetaceae, com septo simples, presenga conspicua de setas e reacao
xantocrbica (enegrecendo em solucdo de KOH), e Polyporaceae sensu lato.
Recentemente, o grupo AFTOL — Assembling the Fungal Tree of Life — (Lutzoni et al.
2004), que reune uma gama de micologistas de varios paises, vem realizando uma
série de trabalhos filogenéticos, com auxilio de analises moleculares, morfologia e
biologia reprodutiva, que tém alterado substancialmente a classificagdo do Reino
Fungi. Nas filogenias mais modernas elaboradas por este grupo (Hibbett et al. 2007)
os basidiomicetes macroscopicos mais comuns, tais como cogumelos e orelhas-de-
pau, encontram se dentro do subfilo Agaricomycotina Doweld, o qual contém trés
classes e engloba inumeras ordens. Os fungos com poros pertencem a classe
Agaricomycetes Doweld, porém dentro desta, se distribuem polifileticamente em
varias ordens, sendo as mais importantes Hymenochaetales Oberw e Polyporales
Gaum. Entretanto, varios representantes dos poliporos verdadeiros estao
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classificados dentro de Trechisporales K.H. Larss., Corticiales K.H. Larss.,
Gloeophyllales Thorn, Russulales Kreisel ex P.M. Kirk, P.F. Cannon & J.C. David e
Agaricales. Esses dados corroboram que a forma tubular do himendéforo é um
caractere que evoluiu diversas vezes nos basidiomicetes, sendo um exemplo de
convergéncia morfoldgica entre os diferentes grupos para o aumento da superficie
formadora de esporos (Hibbett & Binder 2002). Desde o surgimento da andlise do
sistema hifal, do uso de reacbes quimicas e mais recentemente das ferramentas
moleculares, fica evidente que a mesma configuracdo de himendéforo esta
relacionada a diferentes grupos de fungos, e as analises filogenéticas devem dar
énfase a caracteres que se conservem melhor e com menos pressao de adaptacao
(Binder et. al 2005).

1.2 Macro e Micromorfologia

A analise morfolégica, tanto macro quanto microscépica, forma a base das
principais classificacbes micologicas, incluindo os poliporos, e segue sendo de
fundamental importancia para a taxonomia de todos os fungos (Korf 2005). A
macromorfologia dos poliporos consiste em analisar a duracao de vida, o habito, a
consisténcia e as dimensdes do basidioma, além do estudo das caracteristicas do
pileo (quando presente) e do himenoforo. A duragéo de vida de um basidioma pode
ser anual, bianual ou perene, neste Ultimo caso com camadas de tubos
desenvolvendo-se subsequentemente uma abaixo da outra. O habito varia entre os
chamados ressupinados, que sdo aqueles que nao apresentam pileo (chapéu) e
estdo totalmente aderidos ao substrato, formando manchas sobre o0 mesmo, até os
pileados (com chapéu), que podem ser efuso-reflexos, quando apresentam uma
parte ressupinada e outra pileada, sésseis, nos quais ndo ha parte ressupinada e
uma base insere-se diretamente no substrato (sem presenca de estipite verdadeiro),
ou ainda estipitados, com um estipite inserido lateralmente ou centralmente no pileo.
A forma e a inser¢do do basidioma no substrato também sdo bastante variaveis. Os
fungos ressupinados geralmente sdo descritos em relacdo a forma da mancha no
substrato, se € homogénea e regular; a forma dos efuso-reflexos e sésseis varia
desde imbricado até ungulado, enquanto a insercdo destes pode ser amplamente
aderidos, dimidiados ou espatulados; os estipitados podem ter o estipite central,



excéntrico ou lateral, ou ainda serem infundibuliformes. Quando apresenta pileo, a
superficie superior deste varia quanto a coloracao, presenca de bandas e cuticula,
além da rugosidade e textura, que vai de glabra até densamente pilosa. O
himenoéforo também varia quanto a coloracdo, além da forma dos poros, sua
disposicao e quantidade de poros por mm. A forma dos poros € bastante variavel,
podendo ser regulares (arredondados ou angulares) indo até formas irregulares,
como alongados, sinuoso-daedaldides, até formas lameladas. O basidioma quando
visto em corte pode ser divido em contexto e tubos (himenéforo). Os tubos, como ja
falado anteriormente, podem estar arranjados em varias camadas nos poliporos
perenes; ja o contexto, compreendido entre o himendéforo e a superficie pilear, pode
variar quanto a sua estrutura, podendo ser homogéneo ou dividido em camadas,
com presencga de bandas ou linhas-negras. Nas espécies ressupinadas o contexto
pode também ser chamado de subiculum (Ryvarden & Johansen 1980).

O estudo da micromorfologia visa caracterizar e mensurar as estruturas
microscépicas de interesse taxonémico (Gilbertson & Ryvarden 1986). O fungo é
analisado microscopicamente em todas as regides do basidioma: os tubos, formados
pelo dissepimento, o qual inclui a camada formadora de esporos, ou himénio, e a
parte estéril que a sustenta, chamada trama do dissepimento, ou somente trama; e o
contexto, o qual & geralmente estéril (as vezes pode originar estruturas de
reprodugéo assexuada). Sao caracterizados o sistema hifal, os elementos estéreis e
a parte reprodutiva. A analise do sistema hifal, hoje uma caracteristica indispensavel
para a taxonomia, foi proposta primeiramente por Corner (1932). Esta consiste em
verificar e classificar o fungo em relacdo aos tipos de hifas que compdéem o
basidioma e sua disposicao no mesmo. As hifas generativas, ou hifas reprodutivas,
estao presentes em todos os fungos e se caracterizam por apresentarem septo e
geralmente possuirem paredes finas. O outro tipo de hifa que pode estar presente é
estéril, pois ndo apresenta septo, e se chama vegetativa; esta por sua vez, pode ser
do tipo vegetativa esqueletal ou vegetativa ligadora. As vegetativas esqueletais se
caracterizam por serem geralmente retas, ndo apresentando ramificacées, e paredes
engrossadas; entretanto, podem aparecer esqueletais do tipo arboriforme, que
possuem base reta e 4&pice ramificado. As hifas vegetativas ligadoras se
caracterizam por possuirem muitas ramificacoes, paredes levemente engrossadas e

calibre menor que as esqueletais. Dependendo de qual dos tipos de hifas esta



presente, o fungo recebe a denominagdo de: monomitico, quando somente as
generativas estao presentes; dimitico, quando além das generativas, esta presente
somente um tipo de vegetativa, esqueletal ou ligadora; e trimitico, quando estédo
presentes todos os trés tipos, generativa, esqueletal e ligadora. Teixeira (1995)
coloca que, quando da presenca de generativas e esqueletais o sistema hifal
denomina-se dimitico, e quando da presencga de generativas e ligadoras o sistema
hifal denomina-se anfimitico. O himénio, recobrindo as paredes internas dos tubos, é
formado principalmente por basidiolos, cistidiolos e basidios, sendo estes ultimos as
principais células dessa camada, pois ai ocorrem a cariogamia e a meiose, dando
origem aos esporos sexuais (basididésporos). Os basidios sdo geralmente clavados,
do tipo holobasidio e possuem quatro esterigmas, nao possuindo muito valor para a
identificacdo de espécies em poliporos; raras espécies do grupo possuem basidios
septados. Em alguns casos, projecoes de conjuntos de hifas estéreis de
comprimento variavel, conhecidas como medas (“hyphal pegs”) podem estar
presentes no himénio, projetando-se na luz dos tubos. Os basidiésporos sdo de
suma importancia para a taxonomia dos poliporos, variando muito no tamanho e na
forma. Esta dltima pode variar de globosa a cilindrica, passando por subglobosa,
elips6ide e subcilindrica, podendo também ser alantéide ou navicular. As paredes
dos basidiésporos sao geralmente lisas e finas, mas podem se apresentar
ornamentadas (verrugosas, espinhentas ou estriadas) ou com parede espessa (as
vezes parede dupla). Os elementos estéreis sdo encontrados geralmente no himénio
ou préximos deste, e podem estar associados a retencdo de umidade por parte do
fungo. Destacam-se como o0s principais elementos estéreis de importancia
taxonémica os cistidios, os dendrohifidios e as setas. Os cistidios geralmente
apresentam parede engrossada, € podem ou nao estar incrustados com cristais; os
dendrohifidios sdo elementos de parede fina, bastante ramificados em seu apice, e
que sao mais facilmente visualizados com material ainda fresco; ja as setas
possuem apices agudos, curvados ou nao, e apresentam paredes engrossadas e
coloracdo geralmente escura. Esporos assexuados também podem ser encontrados
nos poliporos, sendo dois os tipos principais: conidios, que geralmente possuem
parede fina e se desenvolvem a partir de 4pices de hifas, e clamidésporos, que sao
interpretados como esporos de resisténcia, pois possuem parede engrossada tendo

origem apical ou intercalar nas hifas (Gilbertson & Ryvarden 1986).



1.3 Poliporos trametoides

Dentre os grupos de poliporos conhecidos pode-se destacar os poliporos
trametdides. Os poliporos trametdides, isto é, o género Trametes Fr. e outros
géneros correlatos, sdo reconhecidamente um grupo muito diverso, com inumeras
espécies e com taxonomia bastante complicada. Os problemas de interpretacao e de
delimitacdo do grupo tém sido alvo do interesse de varias geragdes de micologistas
que se esforcam para resolvé-los, utilizando diferentes abordagens. Desde que o
género foi descrito por Fries em 1835, distintos arranjos taxonémicos foram
propostos para o grupo, com os diferentes caracteres diagnosticos do grupo também
sofrendo mudancas graduais. Fries (1835) descreveu o género Trametes para
acomodar espécies de poliporos com consisténcia coriacea e contexto sem
separacdo da trama himenial. Ao mesmo tempo, géneros como Lenzites Fr. e
Daedalea Pers. foram criados para espécies com himené6foro lamelar e dedaldide,
respectivamente. Patouillard (1900) elevou Trametes ao nivel taxondmico de série,
na qual estavam incluidos seis géneros: (Lenzites Fr., Hexagonia Fr., Trametes,
Coriolus Quél., Funalia Pat. e Daedalea). Kotlaba & Pouzar (1957) foram os
primeiros a utilizar o sistema hifal para delimitar o grupo, e descreveram Trametes, e
consequentemente os poliporos trametdides, como possuidor de sistema hifal
trimitico. Posteriormente, dois autores trataram de definir o conceito de poliporos
trametdides, Corner (1989) e Ryvarden (1991), os quais consideraram as seguintes
caracteristicas para definir este grupo: espécies cosmopolitas, de basidioma sempre
pileado, podendo ser efuso-reflexas ou sésseis, hifas generativas com septo
fibulado, sistema hifal predominantemente trimitico, raramente dimitico,
apresentando hifas esqueletais e/ou ligadoras. Os esporos possuem paredes finas,
ndao apresentando reacdo amiléide ou dextrindide em reagente de Melzer, sendo
predominantemente cilindricos, variando de elipsdides a alantdides. Entretanto,
Corner ndo considerou relevante o tipo de podridao causada pelo fungo como um
caractere para a delimitagcdo dos géneros e do grupo trametéide em si, colocando
dentro deste alguns géneros de podriddao castanha, como Fomitopsis P. Karst. e
Daedalea; no senso Corner, todas espécies consideradas trametdides (com excecao
de Daedalea, Lenzites e Trichaptum Murrill) foram transferidas para Trametes.

Ryvarden, ao contrario, considerou o tipo de podriddo causada como um caractere
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importante para a separagao genérica e definicdo do grupo, deixando dentro dos
poliporos trametdides somente aqueles géneros que, além das caracteristicas ja
listadas, produzissem podriddo branca na madeira. O grupo trametdide senso
Ryvarden é mais restritivo e mantém os géneros separados. Recentemente, alguns
trabalhos corroboraram a validade da podridao causada para a separacao de clados
dentro de poliporos (Yang 2011).

Os géneros que formam o grupo chamado poliporos trametdides pertencem
a ordem Polyporales Gaum (Basidiomycota) e possuem aproximadamente 80
espécies descritas, com distribuicdo cosmopolita, porém mais diversos em
ambientes tropicais (Kirk et al. 2008) Trametes, o género mais numeroso do grupo,
se caracteriza por possuir poros geralmente bem definidos e regulares, hifas
vegetativas hialinas e contexto esbranquicado (Ryvarden, 1991). Coriolopsis Murrill
possui todas as caracteristicas macro e micromorfolégicas semelhantes a Trametes,
entretanto as hifas vegetativas do contexto e da trama possuem coloracdo dourada
a castanho escura, tornando o basidioma mais escurecido que em Trametes.
Ryvarden (1991) coloca que esta caracteristica distintiva entre os dois géneros é
dubia e que estudos mais detalhados devem ser feitos para elucidar essa questao
ao nivel genérico. Hexagonia é um género predominantemente tropical que se
caracteriza por possuir basidioma séssil, poros largos e hexagonais, e esporos
cilindricos grandes quando comparados com os dos outros géneros. As hifas
vegetativas também possuem coloracdo escura, dando um aspecto acinzentado ao
contexto. A cobertura da superficie pilear, a qual sempre possui muitas zonas, foi
destacada como uma importante caracteristica taxondmica por Fidalgo (1968),
caracterizando-a como sempre estrigosa a velutinosa, mas a mudanga para a
condicao glabra com o envelhecimento do basidioma coloca esse caractere em
duvida. Outros dois géneros incluidos nos poliporos trametéides sao Earlliela Murrill
e Fomitella Murrill, ambos os géneros monotipicos. Earliella scabrosa (Pers.) Gilb. &
Ryvarden, a qual possui contexto branco e hifas vegetativas hialinas, diferencia-se
de Trametes somente pelo habito predominantemente efuso-reflexo e pelo
desenvolvimento de uma cuticula avermelhada na superficie do pileo. Fomitella
supina (Sw.) Murrill também desenvolve uma cuticula avermelhada sobre a
superficie pilear, porém possui habito predominantemente séssil, além de contexto e

himenoforo marrom-avermelhado a ferrugineo. Alguns outros géneros também foram



considerados como fazendo parte do grupo de poliporos trametdides. Lenzites se
caracteriza por possuir himenéforo com poros irregulares no comeco do
desenvolvimento do basidioma, tornando-se lamelas com o amadurecimento do
mesmo. Além do mais, possui um cata-himénio com terminacgdes hifais pontiagudas.
Daedaleopsis J. Schrét. possui himendéforo daedaldide (em forma de labirinto)
bastante irregular, muito semalhante a Daedalea, porém este Ultimo causa podridao
castanha. Datronia Donk é um género que possui espécies com habitos variados e
contexto geralmente escuro. O sistema hifal deste género, de dificil definigao, ja foi
classificado como dimitico e trimitico, ficando uma duvida quanto a correta posicao
taxonbmica do mesmo. Trabalhos recentes em biologia molecular tém colocado
algumas das espécies do género proximo ao grupo do género Polyporus P. Micheli
ex Adans., o qual possui sistema hifal dimitico e ndo esta diretamente relacionado
com Trametes. De maneira semelhante, Megasporoporia Ryvarden & J.E. Wright foi
posto como sinonimia de Dichomitus D.A. Reid, um género mais relacionado com o
grupo Polyporus. Cerrena Gray é separada dos outros géneros por nao possuir hifas
ligadoras verdadeiras, e a maioria das espécies estdo distribuidas no hemisfério
norte (Tomsovsky 2008)

Os principais trabalhos utilizados para a identificacdo dos poliporos
trametdides nao foram realizados na regiao neotropical (Ryvarden & Johansen 1980;
Gilbertson & Ryvarden 1986, 1987), havendo somente uma chave completa para a
identificacdo do género Trametes desta regiao (Ryvarden 2000). No Brasil, Gomes-
Silva et. al (2010) apresentaram uma chave de identificacdo e descricdes de 10

espécies que ocorrem na Amazénia.
1.4 Estudos Moleculares

Até o presente momento, quatro trabalhos de sistematica filogenética foram
realizados acerca dos poliporos trametoides, dois mais antigos e dois mais recentes.
Ko & Jung (1999) e Tamsovsky et al (2006)(utilizando as sequencias nSSU, e nLSU
e ITS, respectivamente) os quais ratificaram a monofilia do grupo trametoide trimitico
e causador de podridao branca em relacdo a outros grupos de poliporos. Justo &
Hibbett (2011) e Welti et. al (2012) (utilizando as sequencias nLSU, ITS, RPB1,
RPB2 e TEF1-alpha, e nLSU, ITS e RPB2, respectivamente) fizeram uma anélise

mais refinada da filogenia do grupo, mas com consequéncias taxondmicas



diferentes. Ambos identificaram um clado trametéide principal, contendo os géneros
Trametes, Coriolopsis, Pycnoporus e Lenzites. Enquanto os primeiros defendem a
sinonimizacao das espécies ai incluidas sob nome de Trametes, (indo de encontro a
concepcao apresentada por Corner), ja os ultimos propuseram a divisdo do género

Trametes em pelo menos quatro géneros.

1.5 Importancia ecolégica e econémica

Os fungos sao organismos fundamentais na ciclagem de matéria nos
ecossistemas, pois desempenham importante papel de decompositores (Begon et al.
2006). Entre os varios substratos utilizados pelos fungos, destacam-se a madeira,
sendo denominados xil6filos ou lignoliticos, aqueles que a degradam. Os fungos
xil6filos sdo capazes de secretar enzimas que degradam os componentes da parede
da célula vegetal, obtendo os nutrientes necessarios para seu desenvolvimento
(Akhtar et al 1997). Dentre os fungos xiléfilos, os Basidiomycetes (principalmente os
poliporos) sdo os mais conspicuos (Oberwinkler 1994), e podem ser classificados
em dois grupos, conforme sua habilidade em decompor os componentes da
madeira. Os que degradam celulose, hemicelulose e lignina sdo ditos de podridao
branca, pois a madeira em decomposicao possui aspecto esbranquicado, além de
ficar com textura esponjosa e fibrosa, bastante frouxa. Os que degradam somente
celulose e hemicelulose, deixando a lignina, sao ditos de podridao castanha, ja que
a madeira em decomposicdo preserva uma coloragdo marrom-clara, além de
desintegrar-se, ou esfarelar-se, em cubos mais rigidos. Por serem o0s Unicos
organismos capazes de despolimerizar e mineralizar eficientemente todos
componentes da madeira, estes fungos desempenham um papel fundamental no
ciclo do carbono (Kersten & Cullen 2006).

Por serem xil6filos, assim como a maioria dos poliporos, os fungos
trametdides causam prejuizos econbémicos ao atacarem madeira utilizada em
construcdes e artefatos, além de poderem parasitar espécies arbéreas de valor
econémico (Gilbertson & Ryvarden 1986). Algumas espécies do grupo,
especialmente as pertencentes ao género Trametes sdo bastante exploradas do
ponto de vista biotecnoldgico. Trametes versicolor (L.) Lloyd, uma das espécies mais

comuns do grupo, tem sido amplamente usada para a extracdo de compostos
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utilizados na industria da celulose (Islam et. al 2008) e para biorremediagédo. Alguns
compostos medicinais tém sido isolados de espécies de fungos pertencentes ao
género Trametes, como por exemplo, T. gibbosa (Pers.) Fr., da qual se tém extraido
compostos para serem testados como anticarcinogénicos (Czarnecki & Grzybek
1995; Yassin et. al 2008).
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2. OBJETIVOS

1. Ampliar o conhecimento sobre as espécies de poliporos trametbides no sul
do Brasil e consequentemente na regido neotropical, através de uma abordagem

taxondmica e sistematica;

2. |dentificar e descrever as espécies de poliporos trametdides que ocorrem
na Regido Sul do Brasil;

3. Fornecer dados sobre a distribuicao das espécies de poliporos trametdides

nessa area;

4. Auxiliar a esclarecer a relacao filogenética entre as espécies e géneros de
poliporos trametoides.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Area de estudo

As coletas de materiais foram iniciadas em margo de 2009 e finalizadas em
dezembro de 2010. Mais de 30 excursdes a campo foram realizadas nesse periodo.
A area de abrangéncia deste estudo foi a Regidao Sul do Brasil, composta por trés
estados: Parand, Rio Grande do Sul e Santa Catarina, compreendendo uma area de

aproximadamente 576.500 Km?.

Abrigando uma diversidade de paisagens bastante grande, onde se pode
encontrar planaltos, serras e planicies, a Regido Sul possui uma alta diversidade de
formacoes vegetais. Exceto pelo planalto meridional (onde se encontra a mata com
araucaria) que possui clima do tipo Cfb, todo o resto da regido possui clima Cfa na
classificacao climatica de Koppen. Isto quer dizer que a regiao tem quatro estacoes
bem definidas, com amplitude de temperatura significativa, mas sem peridio
pronunciado de seca, com chuvas bem distribuidas. As principais formacgdes
florestais presentes na Regido Sul e que foram visitadas durante as excursdes de
coleta sdo, segundo IBGE (2012) (Figura 1):

- Floresta estacional semidecidual - O conceito ecoldgico deste tipo florestal é
estabelecido em funcdo da ocorréncia de clima estacional que determina
semideciduidade da folhagem da cobertura florestal. Na zona subtropical,
correlaciona-se a clima sem periodo seco, porém com inverno bastante frio
(temperaturas médias mensais inferiores a 152 C), que determina repouso fisiol6gico
e queda parcial da folhagem. A porcentagem das arvores caducifélias no conjunto
florestal, e ndo das espécies que perdem as folhas individualmente, situa-se,
ordinariamente, entre 20% e 50%. E composta por macrofaneréfitos que recobrem
solos basalticos eutréficos. Esta floresta possui dominancia de géneros amazonicos

de distribuicéo brasileira.

- Floresta estacional decidual - Possui estrato superior formado de macro e
mesofanerdéfitos predominantemente caducifélios, com mais de 50% dos individuos
despidos de folhagem no periodo desfavoravel. Localiza-se no vale do Rio Uruguai,
entre a Floresta Ombroéfila Mista (mata com araucaria) do Planalto Meridional e a
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Estepe (Campos Gauchos). Nao possui periodo seco demarcado, porém conta com
inverno frio (temperaturas meédias mensais menores ou iguais a 15° C, que
determina repouso fisiologico e queda parcial da folhagem). Enquadram-se neste
ualtimo caso as florestas da borda do Planalto Meridional, do estado do Rio Grande
do Sul, uma disjuncdo que apresenta o estrato florestal superior dominantemente

deciduo.

- Floresta ombroéfila densa - Conhecida popularmente como mata atlantica, ocorre
nas regides da costa atlantica, sendo que as principais zonas conservadas se
encontram na Serra Geral e Serra do Mar. Este tipo de vegetagdo é caracterizado
por faneréfitos - subformas de vida macro e mesofaneréfitos, além de lianas
lenhosas e epifitas em abundancia, que o diferenciam das outras classes de
formacdes. Porém, sua caracteristica ecologica principal reside nos ambientes
ombroéfilos que marcam muito a “regiao floristica florestal”. Assim, a caracteristica
ombrotérmica da Floresta Ombréfila Densa esta presa a fatores climaticos tropicais
de elevadas temperaturas (médias de 25 ° C) e de alta precipitacdo, bem-distribuida
durante o ano (de 0 a 60 dias secos), 0 que determina uma situacao ecoldgica

praticamente sem periodo biologicamente seco.

- Floresta ombréfila mista: conhecida popularmente como mata-de-araucaria, esta
formacao ocorre nos planaltos da formacao Serra Geral, estendendo-se desde o
norte do estado do Parana, até o centro do estado do Rio Grande do Sul. A area de
distribuicdo natural € o Planalto Meridional brasileiro. Caracteriza-se pela auséncia
de periodo seco e ocorréncia de longo periodo frio. Os elementos floristicos que se
destacam nessa formacdo sdo a Araucaria angustifolia e algumas espécies da

familia Lauraceae.
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Fig. 1: Mapa da cobertura vegetal do sul do Brasil (crédito, Jodo Iganci)

3.2. Coleta e preservacao dos materiais

Durante as excursdes de coleta (mais de 30 entre os anos de 2009 e 2010),
percorreram-se diversos remanescentes de mata, grande parte dentro de Unidades
de Conservacdo. Os basidiomas coletados foram acondicionados em envelopes de
papel-jornal ou em potes plasticos, cada qual identificado com o numero de coletor,
data e local de coleta, assim como a identificagdo do substrato, cuidando-se para
nao misturar basidiomas de diferentes coletas no mesmo envelope. Sempre que
possivel, os basidiomas foram fotografados na natureza. Apdés a analise
macromorfoldgica, os materiais foram secos em estufa com lampada incandescente,
e transferidos para novo envelope de papel, identificado com os dados de herbario.
Todas as coletas foram depositadas no Herbario ICN do Instituto de Biociéncias da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
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3.3. Estudos morfoldgicos

Todos os materiais coletados foram analisados macromorfologicamente.
Alguns espécimes foram selecionados para serem analisados
micromorfologicamente, conforme Nufiez & Ryvarden (2003). A analise
macromorfolégica consistiu em analisar: 1. Dimensdes do basidioma; 2. Superficie
do pileo segundo sua textura e coloracdo; 3. Superficie himenoforal segundo
tamanho, forma e disposicao dos poros; 4. Coloragao e estrutura do contexto.

A anadlise micromorfolégica foi realizada com base em duas metodologias
distintas:

1. Cortes a mao-livre, do contexto e himendforo, montados em solucao de KOH 3%
mais corante floxina, para observacdo e medicdo das diversas estruturas
microscopicas constituintes do basidioma. Foram analisados os tipos de hifas, forma
e largura; elementos estéreis, forma e tamanho; basidios, forma e tamanho; e
basidiésporos, forma e tamanho; Cortes semelhantes dos basidiomas foram
montados em reagente de Melzer (IKI), para verificacdo de reacao dextrindide ou
amiléide de basidiésporos e/ou hifas; e também em Azul de Algodao (CB, Cotton
Blue), para verificacdo de reacao ciandfila (Teixeira 1995).

2. Cortes a mao-livre, do contexto e himenoforo, tratados entre 6h e 24h a 60°C em
solugéo de NaOH 4%, e posteriormente analisados em microscépio para observagao
do sistema hifal do fungo.

A andlise do sistema hifal e a nomenclatura das hifas seguiram o proposto por
Pegler (1996). As medidas de poros por mm e das microestruturas foram tomadas
em numero de no maximo 80 e de no minimo 20. Os dados estatisticos destas
medidas foram obtidos no programa Microsoft Excel®, e a abreviatura utilizada para
os mesmos segue Coelho (2005): n=x/y, representando o numero de estruturas
medidas, sendo x 0 numero de medidas realizadas e y o nimero de basidiomas
utilizados; L, representando comprimento e W, a largura; Lm x Wm, média do
comprimento e média da largura; Q, sendo a razdo comprimento pela largura
(apresentada com os extremos); Qm, como média do Q. A nomenclatura da forma
dos basididsporos seguiu o proposto por Stalpers (2008). As estruturas foram

ilustradas com auxilio de camara-clara acoplada ao microscépio.
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Para a identificacdo dos espécimes coletados foi utilizada bibliografia
especializada, principalmente as chaves e descricoes disponiveis nos seguintes
trabalhos: Gomes-Silva et al (2010) Ryvarden & Johansen (1980), Gilbertson &
Ryvarden (1986, 1987) , Ryvarden (2000).

3.4. Colecoes examinadas

No presente estudo foram analisadas cerca de 300 colegdes. Além de todo o
material coletado, foram estudados espécimes do grupo de interesse depositados
nos herbarios FLOR (Universidade Federal de Santa Catarina), ICN (Universidade
Federal do Rio Grande do Sul) e PACA (Unisinos), previamente coletados na area
de estudo.

3.5. Obtencao de cultivos

Com a finalidade de fornecer material para a realizagdo dos estudos
moleculares, foram obtidos cultivos monospéricos e polispéricos das espécies
coletadas. Para a obtencgao das culturas polispéricas, os basidiomas coletados foram
colocados dentro de camara Umida, sobre Iaminas esterilizadas, obtendo assim a
esporada. Apos, os esporos obtidos foram raspados das laminas e transferidos para
placas de Petri com meio agar extrato de maltose (AEM). Estas placas foram
colocadas entdo em estufa a 25°C, e apds o desenvolvimento do micélio, a cultura
foi repicada para tubos de ensaio com meio AEM, os quais também foram
transferidos para estufa a 25°C. Apds o desenvolvimento do micélio nos tubos, estes
foram estocados em geladeira a 4°C. Também foram utilizados, para obtencao de
culturas, secdes do contexto ou himendéforo a partir de material ainda fresco,
colocadas diretamente sobre a placa de Petri com meio AEM.

A obtencao de culturas monospéricas obedeceu aos mesmos procedimentos
iniciais citados anteriormente, exceto na separacdo dos esporos. Neste caso, a
lamina contendo a esporada foi raspada e diluida em agua destilada, para depois
ser derramada sobre uma placa de Petri com AEM. Os micélios em
desenvolvimento, cada um originado a partir de um Unico esporo, foram separados
individualmente, com o auxilio de uma agulha de ponta fina e curva, e transferidos

cada qual para um tubo de ensaio com meio AEM. Os tubos foram entao incubados
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em estufa a 25°C para desenvolvimento do micélio e transferidos posteriormente
para geladeira a 4°C.

3.6. Estudos moleculares

Os estudos moleculares foram levados a cabo no Laboratério de Biologia
Molecular da Micoteca da Universidade Catdlica de Louvain (MUCL), Bélgica.

3.7.1. Extracdo de DNA

Foram utilizadas para os estudos moleculares, tanto amostras coletadas
durante o presente trabalho, como amostras obtidas da MUCL. Para as extracdes de
DNA foram utilizados preferencialmente cultivos monospéricos das espécies, ou
também cultivos polispéricos e em ultimo caso porcdoes de basidiomas secos
preservados em silica-gel. Os cultivos foram inoculados em frascos erlenmeyer
contendo meio liquido de extrato de malte, e mantidos durante uma semana em um
agitador, até o desenvolvimento de micélio em forma de pelotas de cultivo, as quais
foram posteriormente utilizadas para a extracao. O procedimento de extracdo seguiu
o protocolo do Invisorb® Spin Plant Mini Kit para extragcdo de DNA (www.invitek.de),
o0 qual consiste basicamente nos seguintes passos: 1° lise das células utilizando
parte do material bidlogico, Lysis buffer, e bolinhas de ruptura, agitadas durante 60s
no aparelho MagnaLyser; 2° Degradacao de proteinas através de tratamento com
proteinase durante 40 min; 3° Degradacao de RNA, através de tratamento com
RNAase durante 30 min; 4° fixagdo do DNA em uma membrana com o auxilio de
binding buffer, 5° Lavagem do DNA fixado em membrana com wash buffer a base de
alcool etilico; 6° Eluicao do DNA em agua aquecida a 50°C. A concentracao de DNA
da amostra foi medida usando-se um espectrofotdmetro, sendo considerada
10um/ml a concentracao ideal para a realizagdo da amplificacao.

3.7.2. Amplificagao

Apdés a obtencdo de DNA purificado, parte deste foi utilizada para a
amplificagdo das regiées de interesse. O procedimento para amplificacdo consistiu
em basicamente adicionar ao DNA solubilizado, em quantidade exata, os reagentes
necessarios, tais como primers especificos, solucdo de nucleotideos, enzima
TagPolimerase, Buffer especifico e agua destilada. Depois de pronta, a solucao foi

colocada num termociclador, onde ocorriam as reagdes de PCR (polymerase chain
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reaction) com programas especificos de aquecimento e resfriamento para a
amplificacdo de determinada regido. As regides amplificadas no presente estudo

foram (seguidos dos primers utilizados na amplificacdo):

- regido ITS (ITS1-5.8S-1TS2): espacador interno transcrito; regido nao codificadora
que, entretanto, é transcrita, possui aproximadamente 560pb. NS7- ITS4 (White et al
1990);

- regiao RPB2 (primer): regido codificadora da proteina (enzima) RNA polimerase |I,
possui aproximadamente 780pb. bRPB2-6F — bRPB2-7.1R (Gardes and Bruns
1993);

- regidao TEF-1 alpha (primer): regido codificadora da proteina fator de elongacao 1-
alpha, possui aproximadamente 1100 pb. 983F — 2218R (Matheny et al 2007)

Os resultados das PCRs foram verificados em gel de agarose 1% com gel
red. Os resultados positivos foram identificados como bandas Unicas e homogéneas
sob luz UV. Casos de bandas duplas (amplificacao de regides indesejaveis) foram
resolvidos através de purificacdo do produto de PCR utilizando o kit de purificacao
de DNA do Invisoro® DNA Purification Kit (www.invitek.de), com protocolo
especifico, ou através de extragcdo direta da banda de interesse a partir do gel,
utiizando  GeneJET  Gel Extraction Kit, com  protocolo  especifico

(thermoscientificbio.com).
. 3.7.3. Sequenciamento

O sequenciamento das regides amplificadas foi realizado na empresa privada
Macrogen Inc. (Coréia), segundo protocolo especifico. Para cada regido, os primers
utilizados para tanto foram: ITS1 e ITS4 para ITS, bRPB2-6F e bRPB2- 7.1R para
RPB2, e 2212R, 1953R, 983F e 2218R para TEF1-alpha. Apds o recebimento das
sequencias geradas, as mesmas foram corrigidas a olho no programa Sequencher
5.0 (genecodes.com) para eliminagdo de porcdes de baixa resolugcdo/qualidade de
sequenciamento ou resolugdo de bases dubias. Todas sequencias geradas foram
depositadas na base de dados GeneBank. Da mesma base de dados, também
foram obtidas sequencias adicionais de espécies de interesse para utilizagdo na

rodagem das arvores.

18



3.7.4. Alinhamento

O alinhamento das sequencias foi feito no programa MEGA v5.05 (Tamura et
al 2011). primeiramente através de ferramenta de alinhamento automatico MUSCLE
(Edgar 2004), e posteriormente corrigidas manualmente base a base para o correto

alinhamento das mesmas.
3.7.5. Analises filogenéticas e Construgao das arvores
Dois diferentes métodos de analise filogenética foram utilizados:

Analise bayesiana - A analise bayesiana foi realizada no programa BEAST v1.7.0.
Para a atribuicdo dos valores de referéncia para a rodagem do programa, foi
utilizado o programa jModeltest v.0.1.1 (Posada 2008). Para termos de suporte dos
ndés nas arvores geradas, valores de Probabilidade Posterior (PP) > 0.95 % foram
considerados significantes.

Andlise cladistica - Maxima Parciménia (MP) - A andlise cladistica foi realizada no
programa PAUP* 4.0b10 (Swofford 2003). Para termos de sustentacdo dos nds nas

arvores geradas, valores de bootstrap > 70% foram considerados significantes.
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4. RESULTADOS

Os resultados do presente estudo sdao apresentados na forma de artigos
cientificos completos, os quais serdo posteriormente submetidos para publicacdo em
periddicos especializados. Ao total, foram redigidos quatro artigos.

O primeiro artigo trata da filogenia molecular do género Trametes e demais
géneros correlatos, focando principalmente nas consequéncias taxondmicas dos
resultados apresentados para os géneros que fazem parte do clado trametdide

principal.

O segundo artigo trata da filogenia molecular de Hexagonia, visando
esclarecer a relacdo entre algumas espécies deste género, além de fazer algumas
consideracdes sobre o posicionamento do género Coriolopsis.

O terceiro artigo apresenta chave de identificacdo e descricoes das espécies
de Trametes encontradas na regiao sul do Brasil.

O quarto artigo trata das espécies trametdides ndo pertencentes ao género
Trametes encontradas na regiao sul; uma chave de identificacdo é apresentada,
assim como descricoes das espécies.

Os numeros de Mycobank, GeneBenk e herbario ICN nao sao fornecidos em
funcdo dos dados ainda n&o terem sido pubilcados.
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Artigo |

Molecular phylogeny of Trametes and some allied

genera (Polyporales, Basidiomycota)

A ser submetido para o periédico Fungal diversity.
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Artigo |l

Molecular phylogeny of the polypore genus Hexagonia
(Polyporales, Basidiomycota)

A ser submetido para o peridédico Mycological progress

35



Artigo Il

Trametoid polypores in southern Brazil I: The genus
Trametes

A ser submetido para o peridédico Mycotaxon

51



Artigo IV

Trametoid polypores in southern Brazil Il: The genus
Apoxona, Coriolopsis, Datronia, Earliella, Funalia and
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5. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS
O presente estudo pode ser dividido em duas partes:

A primeira, relativa aos estudos de filogenia molecular de poliporos
trametdides, que analisou 47 espécies do grupo provenientes de varias partes do
globo. Nas andlises filogenéticas foram incluidas 162 espécimens, sendo que 421
novas sequencias foram geradas. Como resultados destes estudos foram redigidos
dois artigos cientificos, nos quais sao propostas seis novas combinacdes. Os
géneros Coriolopsis (a0 menos a espécie tipo, C. polyzona), Lenzites e Pycnoporus,
tradicionalmente aceitos e classificados separadamente de Trametes, séo
considerados agora na sua sinonimia, ja que as analises moleculares mostram que
flogeneticamente estes taxons se colocam entre as espécies de Trametes. Um
problema a ser resolvido agora é em relacdo a outras espécies de Coriolopsis que
nao se incluem no clado principal de Trametes. Algumas delas podem ser
combinadas no género Funalia, que havia caido em desuso. Outras, entretanto,
necessitam que o género seja neotipificado, ou que sejam realocadas em algum
género aceito. Apesar de o presente estudo ter elucidado que o género Hexagonia
ndo corresponde na verdade a um grupo natural, mais dados sao necessarios para
compreender o real status de géneros como Earliella e Datronia dentro do clado
poliporéide. A busca de marcadores morfolégicos que delimitem melhor estes
géneros é um desafio futuro.

A segunda, relativa ao levantamento taxon6mico das espécies de poliporos
trametdides na regido sul do Brasil, suas descricdes e dados de distribuicdo. Foram
identificadas 20 espécies que foram classificadas em 6 géneros distintos. O género
Trametes foi o mais numeroso, com 13 espécies; Coriolopsis € Funalia contaram
ambos com duas espécies cada. Os géneros Apoxona, Earliella e Hexagonia foram
representados por apenas uma espécie cada. Dois artigos cientificos foram
redigidos, nos quais duas novas combinacdes sao propostas. As espécies mais
comumente encontradas foram T. sanguinea, T. versicolor e T. villosa. Todas elas
geralmente encontradas em bordas de mata, clareiras e outros ambientes alterados.
As espécies mais raras foram C. stereoides e T. lactinea, encontradas sempre em
ambientes melhor preservados. Coriolopsis sp2, uma espécie encontrada na regiao
oeste da area de estudo (Foz do Iguacu, por exemplo) ainda deve ser melhor
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estudada e comparada com materiais de referéncia para a confirmar se trata-se de

um novo taxon.
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