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1. Introducdo

Os fungos gasteroides (Agaricomycetes) sdo caracterizados principalmente por possuirem o
himénio fechado durante a maturacdo completa dos basidiosporos e a incapacidade de libera-los
ativamente. Estes fungos recebem este nome devido a forma do desenvolvimento angiocarpico do
basidioma (Alexopoulos et al., 1996; Miller & Miller, 1988).

O ponto de partida para a nomenclatura de fungos gasteroides € a obra Synopsis methodica
fungorum de Persoon (1801). Neste trabalho, o autor classificou as espécies fungicas em duas
classes: Angiocarpi e Gimnocarpi. Em Angiocarpi, Persoon reuniu todas as espécies de fungos
com frutificacdes fechadas onde os esporos sé@o gerados internamente. Tratava-se de uma classe
bastante artificial, e incluia membros de basidiomicetos, ascomicetos, zigomicetos e mixomicetos.
As espécies de basidiomicetos com héabito gasterdide foram incluidas na ordem Dermatocarpi,
juntamente com 0s mixomicetos.

Fries (1821) seguiu a proposta de Persoon e em sua obra Systema mycologicum e criou a
classe Gasteromycetes para agrupar os fungos angiocarpicos. Apés o trabalho de Fries, anos se
passaram até que o termo Gasteromycetes se aplicasse apenas para o0s basidiomicetes
angiocarpicos. Segundo Cunningham (1944), a adogdo dessa circunscricdo ocorreu somente no
final do século XIX.

Durante o século XX, muitos autores adotaram o nome da classe cunhado por Fries em seus
trabalhos e monografias para estudos de basidiomicetos angiocapicos, e.g. Lloyd (1902), Coker &
Couch (1928), Cunningham (1944), Bottomley (1948), Demoulin (1969), Dring (1964), Liu (1984),
Miller & Miller (1988) e Calonge (1998).

Entretanto, desde o inicio do século XX a monofilia de Gasteromycetes foi questionada devido
a evidéncias morfoldgicas e quimicas (Reijnder, 2000). Atualmente, sabe-se que o agrupamento
dos basidiomicetos gasterdides em Gasteromycetes é artificial e a polifilia da classe é embasada
em caracteristicas morfolégicas e moleculares (Thiers, 1984; Hibbett et al., 1997). A sisteméatica
do grupo sofreu profundas mudancas durante os ultimos anos devido aos avancos das técnicas
moleculares, e atualmente as espécies de fungos gasterdides se encontram distribuidas em
diferentes grupos taxondémicos. Dentre as dezessete ordens da classe Agaricomycetes, oito delas
(Agaricales Underw., Boletales E.-J. Gilbert, Polyporales Gaum., Russulales Kreisel ex P.M. Kirk,
Geastrales K. Hosaka & Castellano, Gomphales Jilich, Hysterangiales K. Hosaka & Castellano e
Phallales E. Fisch.) incluem espécies que produzem basidioma gasterdide (Kirk et al., 2008).

Apesar dos registros de espécies de gasteromicetos no Brasil datarem do final do século XIX,
foi apenas em meados do século XX que cientistas brasileiros comecaram a contribuir para o
conhecimento do grupo nesse pais. Segundo Trierveiler-Pereira & Baseia (2009), atualmente 232
espécies de fungos gasterdides sdo registradas para o Brasil. Na Regido Sul, cerca de 205
espécies sdo conhecidas. Contribuigbes recentes para o conhecimento de fungos gasteréides na
Regido Sul sdo os trabalhos de Giachini et al. (2000), Cortez et al. (2008a, 2008b, 2009, 2010,
2011a, 2011b), Trierveiler-Pereira et al. (2009), Loguercio-Leite et al. (2009) e Sulzbacher et al.



(2010). Estes trabalhos tratam exclusivamente da taxonomia classica do grupo ou inventérios de

diversidade. Estudos moleculares de fungos gasteroides ainda séo inexistentes no Brasil.

2. Justificativa

O conhecimento sobre os fungos gasteréides nas regides tropicais e subtropicais do Hemisfério
Sul ainda é limitado, havendo escassez de dados acerca da diversidade e distribuicdo dos mes-
mos. Também sdo poucas as chaves de identificacdo confidveis para identificacdo de espécies
gue ocorrem nestas regides. Os principais trabalhos publicados (e.g. Méller, 1895; Dissing & Lan-
ge, 1962; Dring, 1964; Ponce de Leon, 1968; Calonge & Verde 1996; Calonge et al., 2004) sédo da
autoria de pesquisadores residentes em regifes temperadas. Dessa maneira, torna-se necessario
a realizacdo de levantamentos completos acerca do grupo, preocupando-se com a formacédo de
especialistas no Hemisfério Sul.

A taxonomia dos fungos gasteréides é bastante complexa e a delimitacdo de taxons é muitas
vezes baseada em caracteristicas macroscopicas, que podem variar de acordo com condicfes
ambientais. Devido as variacdes ambientais, falta de estudos detalhados e comparagdo com
materiais de herbario, muitos nomes de espécies correspondem a sinonimias. Questdes
taxonbmicas complexas tém sido em varias ocasifes resolvidas com o auxilio de ferramentas
moleculares (Douanla-Meli et al., 2005; Zhao et al., 2007; Larsson & Jeppson, 2008; Hosaka &
Castellano, 2008; Hosaka et al., 2008; Bates et al., 2009; Hosaka, 2009; Larsson et al., 2009;
Giachini et al., 2010).

Os estudos filogenéticos de fungos gasterdides vém causando profundas modificagcbes na sis-
tematica do grupo desde o final do século passado, e os principais trabalhos (Hibbett & Donoghue,
1995; Hibbett et al., 1997; Hibbett & Thorn, 2001; Humpert et al., 2001; Miller et al., 2001; Hosaka
et al., 2006) incluem poucas sequéncias de espécies tropicais e subtropicais da América do Sul.
Dessa maneira, a inclusdo de sequéncias de espécies tropicais e subtropicais resultantes deste
trabalho pode contribuir significativamente para a filogenia do grupo.

No presente projeto é proposta a realizacdo de um estudo taxonémico, aliando as analises filo-
genéticas moleculares aos estudos morfolégicos classicos, com a finalidade de elucidar a delimi-

tacdo de taxons de fungos gasterdides e ampliar o conhecimento da histéria evolutiva deste gru-

po.

3. Objetivos

O principal objetivo deste trabalho é ampliar o conhecimento sobre fungos gasteréides na Re-
gido Sul do Brasil (e consequentemente, na regido tropical e subtropical da América do Sul), além
de contribuir para a filogenia do grupo. Os objetivos especificos deste trabalho sdo os seguintes:
» Conhecer as espécies de fungos gasteroides que ocorrem na Regido Sul do Brasil;
» Definir quais sdo as caracteristicas morfolégicas importantes para a circunscricdo de taxons e

se necessario, propor novas caracteristicas;



» Verificar se é valida a atual delimitagdo dos taxons do grupo;
» Compreender quais séo as relacdes filogenéticas entre as espécies estudadas;
» Contribuir para a filogenia e histéria evolutiva do grupo com as sequéncias das espécies estu-

das.

4. Metodologia
4.1. Coletas

Para a realizagéo deste estudo, basidiomas de fungos gasteréides seréo coletados nas diferen-
tes formacdes vegetais que abrangem os trés estados da Regido Sul do Brasil: Parand, Rio Gran-
de do Sul e Santa Catarina, preferencialmente em &reas bem conservadas ou Unidades de Con-
servacao.

Todos os substratos propicios ao surgimento de fungos gasteroides (solo, serrapilheira e ma-
deira decomposta) serdo observados e 0s espécimes encontrados serdo coletados com auxilio de
um canivete.Para os estudos moleculares, pequenas porc¢des do basidioma (aproximadamente
0,125 cm®) serdo retiradas com auxilio de lamina de aco estéril e serdo armazenados em tubos de
microcentrifuga (tipo Eppendorf®) estéreis de 2 mL contendo silica gel. Apds a desidratacdo das
amostras, a silica sera trocada e os microtubos serdo mantidos em freezer (-20 °C) até a etapa de
extracdo do DNA fungico.

Para o transporte do campo até o laboratério, os basidiomas serdo acondicionados em caixas

plasticas com compartimentos individualizados (Lodge et al., 2004).

4.2. Caracterizagdo morfologica

Os espécimes serdo primeiramente avaliados no campo, com auxilio de uma lupa de méo
(aumento de 20X), quanto as certas caracteristicas macroscopicas. Também serdo feitas medi-
¢Oes dos basidiomas, além de anota¢gBes quanto ao habito. Em laboratorio, com auxilio de mi-
croscopio estereoscopico, serdo verificadas as caracteristicas importantes para a delimitacdo de
taxons. As cores serdo determinadas de acordo com o guia de cores de Kornerup & Wanscher
(1978). Toda alteragdo quanto as caracteristicas macroscopicas apos a herborizacdo do material
serdo também anotadas.

Para a analise microscopica do material, pequenas por¢des da gleba ou do peridio serdo reti-
radas do basidioma e montadas entre lamina e laminula com hidroxido de potassio (KOH), rea-
gente de Melzer ou azul de algodé&o (Miller & Miller, 1988).

As microestruturas (hifas, capilicio, basidios, basidiosporos, etc.) serdo analisadas quanto a
forma, dimensdes, tipo de ornamentacéo e coloracdo. As medidas serdo efetuadas, sempre que
possivel, a partir de 20 unidades de cada microestrutura, com o auxilio de uma ocular com régua
micrometrada, em aumento de 1000X. Os desenhos das estruturas microscopicas serdo feitos

com o auxilio de uma camera clara acoplada ao microscopio.



Seréo revisados os principais herbéarios com cole¢cdes micolédgicas da Regido Sul (ICN, PACA,
HUCS, FLOR e MBM), com a finalidade de aumentar o conhecimento acerca da ocorréncia e dis-
tribuicdo das espécies. Revisdo e analise de tipos nomenclaturais de espécies e dos géneros en-
contrados na area de estudo serao realizadas, a fim de confirmar a correta determinacao dos es-
pécimes e verificar a identidade das espécies. Dessa maneira, serdo também solicitados emprés-
timos de matérias de herbarios estrangeiros onde se encontram depositados tipos brasileiros (e.g.
BPI, P, GB, K, BAFC).

Os espécimes coletados serdo identificados com a utilizacdo de chaves dicotbmicas e descri-
¢Oes detalhadas, bem como por comparacdo com materiais previamente estudados por outros

autores.

4.3. Caracterizacdo molecular e filogenia

A extracdo do material genético sera feita a partir de fragmentos do basidioma preservados em
tubos de microcentrifuga contendo silica gel. O protocolo de extracdo sera de acordo com o utili-
zado por Bates et al. (2009).

As sequéncias de DNA seréo obtidas de cinco /oci independentes, sendo trés destes nucleares
(nucLSU-rDNA, rpb2 e ef-1a) e dois mitocondriais (MtSSU-rDNA e atp6). Os protocolos de amplifi-
cacao do DNA e os primers que serdo utilizados seréo aqueles descritos no site Assembling Fun-
gal Tree of Life (http://aftol.org/primers.php).

A amplificacdo das regides de interesse sera realizada com a técnica de PCR (rea¢do em ca-
deia de polimerase) utilizando-se um termociclador. A purificacdo dos fragmentos de DNA amplifi-
cados sera feita segundo o protocolo adotado por Binder & Hibbett (2003). Posteriormente os
fragmentos seréo sequenciados utilizando-se um sequenciador automatico.

As sequéncias obtidas serdo primeiramente testadas no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/
Genbank) utilizando-se a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Essa ferramen-
ta ir4 detectar similaridades fracas de sequéncias e dessa maneira, as sequéncias duvidosas, i.e.
gue ndo pertencem ao grupo de fungos gasteroides, serdo eliminadas da analise.

Posteriormente, as sequéncias serdo alinhadas por meio do algoritmo ClustalX (Thompson et
al., 1997). Os alinhamentos gerados pelo programa serdo entédo lidos no programa BioEdit (Hall,
1999) para inspec¢do visual dos alinhamentos em busca de possiveis erros, assim como para a
codificacdo de insercdes e delecdes. Os erros encontrados serdo corrigidos manualmente.

Arvores filogenéticas baseadas nas hipoteses de relacdo propostas serdo geradas com base
nas sequéncias obtidas neste estudo. Também serdo incluidas sequéncias de outras espécies de
fungos gasterodides obtidas no GenBank e de outros estudos do coorientador deste trabalho.

As analises filogenéticas serdo feitas para os cinco loci concatenados utilizando-se critérios de
maxima parcimonia e inferéncia bayesiana. O programa MODELTEST (Posada & Crandall, 1998)

sera utilizado para determinar qual modelo de evolugdo melhor se ajusta aos dados obtidos.



As andlises de méxima parcimdnia serdo realizadas utilizando o programa PAUP*4.0b10
(Swofford, 2002) com opcao de busca heuristica, utilizando o algoritmo TBR e com a opcao
MULTREES ativada, 1000 réplicas com adicao aleatdria de sequéncia. O suporte dos nos sera
verificado com bootstrap para 1000 réplicas, com opc¢do de busca heuristica, sem o uso do
algoritmo TBR e a op¢do MULTREES desativada.

A andlise bayesiana sera conduzida no programa MrBayes ver.3.0b4 (Huelsenbeck & Ronquist
2001), com 10.000.000 de geracdes de MCMCMC, armazenando-se uma arvore a cada 1000. O
suporte dos nos serd testado por probabilidades posteriores obtidas pela regra da maioria ap6s
delecao das arvores dos estados iniciais (burn-in 10%).

Géneros de Russulales Kreisel ex P.M. Kirk et al., como Russula Pers. e Bondarzewia Singer,
serdo adotados como grupos externos, tendo esses géneros sido adotados como grupo externo
em trabalhos anteriores de biologia molecular de fungos gasteréides (Hughey et al., 2000;
Giachini, 2004; Hosaka et al., 2006).

Ao final do estudo, as sequéncias obtidas serdo remetidas ao GenBank e as arvores geradas

serdo depositados no banco de dados do TreeBASE (http://www.treebase.org).

5. Cronograma do projeto de tese

2010 Abr | Mai [Jun | Jul | Ago | Set | Out | Nov | Dez
Obtencao dos créditos PPG X X X X X X X X X
Proficiéncia lingua estrangeira X

Excursdes e coletas X X X X X X X X X

Reviséo de herbarios X X X X X

Analise morfolégica X X X X X X X X X

2011 Jan |Fev |Mar [Abr |Mai |Jun [Jul |Ago |Set |Out |Nov |Dez
Obtencao dos créditos PPG | X X X X X X

Excursdes e coletas X X X X X X X X X X X X
Reviséo de herbarios X X X X X X X X X X X X
Andlise morfologica X | X X X X X X X X | X X X
Participacdo em congresso X

2012 Jan |Fev |Mar |Abr {Mai [Jun |Jul |Ago |Set [Out [Nov |Dez
Excursdes e coletas X X X

Estagio no exterior X X X X X X

Redacéo de artigos X X X X




2013 Jan |Fev |Mar |Abr |Mai [Jun [Jul |Ago|Set |Out |Nov |Dez
Andlise geral dos dados X X X X X X X X X X X X
Qualificacao X

Redacé&o de artigos X X X X X X X X X X X X
2014 Jan |Fev | Mar

Redacao dos artigos X X

Entrega da tese X

Defesa da tese X

6. Plano de trabalho e cronograma de atividades no exterior

Durante o estagio no exterior, as principais etapas a serem realizadas sdo as analises molecu-
lares e filogenéticas. Estas etapas serdo realizadas na instituicdo do coorientador que dispde de
infraestrutura necessaria para a realizacdo de tais estudos, além de financiamento do governo
japonés para etapas com maior custo. A instituicdo também tem licenca dos programas filogenéti-
cos que serdo utilizados nesse estudo.

Além disso, em funcdo da metodologia proposta, as analises moleculares sao de fundamental
importancia para o cumprimento dos objetivos propostos neste projeto. A meta principal da tese é
utilizar estudos moleculares para contribuir com a circunscricdo de taxons e filogenia do grupo de
estudo. Somente sob a supervisdo e orientacdo de um pesquisador que conheca bem o grupo e
saiba interpretar corretamente os dados obtidos isto sera possivel. A etapa de estudos molecula-
res neste trabalho ir4 garantir que a aluna publique resultados de sua tese em revistas de alto
fator de impacto. A nao realizacdo desta abordagem ira resultar na publicacdo de artigos com ana-
lises puramente morfoldgicas, o que implicard em publicacBes em revistas com indices de avalia-
¢ao menores.

Também sera feita revisdo de materiais depositados no herbario da instituicdo enquanto a alu-
na estiver no exterior. Dessa maneira, ela podera se familiarizar com espécies que nao ocorrem
no Brasil e nas regides tropicais, podendo assim compara-los com materiais de sua tese.

Atualmente, ndo ha no Brasil pesquisadores qualificados para conduzir projetos de pesquisa na
area de sistematica molecular de gasteromicetos, sendo fundamental, neste momento de cresci-
mento cientifico do pais, formar pesquisadores capacitados para atuar na referida area. A previ-

sdo de estagio no exterior da aluna é de maio de 2012 a outubro de 2012 (seis meses).




6.1. Cronograma de atividades no exterior

Atividade Mai | Jun | Jul | Ago | Set | Out
Extracdo de DNA X X X

Amplificacdo dos genes X X X X
Sequenciamento X X X

Andlise de dados X X X
Revisdo de materiais de herbéario | X X X X X X
Redacao de artigos X X

7. Orgcamento

Material de consumo | Quantidade Valor Unitério Total

Andlises moleculares 300 amostras | R$ 60,00 por amostra |R$ 18.000,00
Excursdes de coleta 90 diarias* R$ 187,83 R$ 16.904,70
TOTAL R$ 34.904,70

*0s valores das diarias serédo utilizados para custear combustivel e diarias de motoristas.

8. Financiamento

Este projeto conta parcialmente com recursos do projeto: “Estudos taxondmicos de Agaricomy-
cetes (Basidiomycota, Fungi) na Regido Sul do Brasil’, aprovado pelo edital
MCT/CNPg/MEC/CAPES N° 52/2010 — PROTAX. Também serdo utilizados recursos financeiros
obtidos pelo coorientador (Dr. Kentaro Hosaka), assim como sua estrutura laboratorial (National

Museum of Nature and Science — Japéo) para a etapa de estudos moleculares.
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