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TITULO: Filogeografia de Phellinus piptadeniae s.s. (HYMENOCHAETACEAE,
BASIDIOMYCOTA)

1 Justificativa e antecedentes
1.1 Historico de Phellinus piptadeniae Teixeira

Abrigando cerca de 60% das espécies de Hymenochaetales Oberw.,
Hymenochaetaceae Donk retne fungos degradadores de madeira de formas macroscépicas
variando entre estereoides, coraloides, hidnoides e polipordides (Hibbet et al., 2014). Em sua
maioria, as espécies da familia apresentam sistema hifal monomitico (composto inteiramente
por hifas generativas) e dimitico (além de hifas generativas possuem hifas esqueletais na
estrutura do basidioma), septo simples com parentossomo imperfurado e reacdo xantocrdica,
onde a parede das hifas e/ou esporos, em solucdo de KOH, torna-se permanentemente negra.
Além disso, algumas das espécies produzem terminac@es hifais modificadas, como cistidios
de parede espessada e geralmente acuminada (setas e/ou pseudosetas). Além disso as espécies
desta familia produzem uma podridao branca na madeira (Fiasson, 1982; Fiasson & Niemeld,
1984; Wagner & Fischer, 2001, 2002; Larsson et al. 2006; Hattori et al., 2014).

Integrantes do género Phellinus Quélet sensu latu — um dos maiores agrupamentos de
Hymenochaetaceae — apresentam ampla distribuicdo geogréfica e realizam nutricdo por
saprotrofismo e/ou parasitismo (Fischer & Binder 2004), sob diferentes niveis de
especializacdo. Alguns exemplos de espécies com especializacdo por hospedeiros em
particular sdo citados por Robledo et al. (2006) para as florestas de “tabaquillo” da Argentina,
em destaque o parasita Phellinus uncisetus Robledo, Urcelay & Rajchenb., uma espécie
aparentemente endémica das florestas de “tabaquillo” da provincia de Cérdoba e até o
momento registrada somente parasitando Polylepis australis Bitt.

Dentre inimeros exemplos a serem citados, Phellinus piptadeniae foi descrito por
Teixeira (1950) como um fungo poliporoide, teoricamente um parasita facultativo (biotréfico)
especializado em Pau-Jacaré (Piptadenia communis Benth. = Pi. gonoacantha (Mart.) J. F.
Macbr., Fabaceae). Em seu trabalho, Teixeira hipotetiza que a abrangéncia geografica de P.
piptadeniae provavelmente esteja relacionada a distribuigdo geogréfica do seu hospedeiro, o
qual ocorre em alta densidade demogréafica na regido sul e sudeste do dominio da Mata
Atléantica e do Cerrado (Carvalho 2004; Morim 2015; figura 1). Apesar de sua hipdtese, 0
protocolo da proposicdo da espécie apresenta materiais examinados da regido leste do estado

de Sdo Paulo (municipios de Campinas, Torrinha, Piracicaba, Monte Alegre do Sul e Séo



Paulo). Ou seja, aparentemente, Teixeira nunca examinou espécimes de fungos de outras
areas de ocorréncia de Pi. gonoacantha.

Adicionalmente, duas incongruéncias podem ser citadas em relacéo a P. piptadeniae, a
primeira refere-se a sua posicdo taxondmica genérica e a segunda quanto a sua especificidade
em relagcdo ao hospedeiro Pi. gonoacantha.

De fato a espécie ndo se adequa ao conceito genérico Phellinus s.s., o qual é
caracterizado por apresentar sistema hifal dimitico, setas himeniais e basididsporos hialinos a
amarelo palido (Wagner & Fischer 2002). Possivelmente essa inadequacéo foi detectada por
Teixeira (1992) ao realizar a combinagdo da espécie ao género Fomitiporella Murrill,
propondo assim F. piptadeniae (Teixeira) Teixeira. No entanto ao realizar a combinagéo, o
autor simplesmente ndo apresenta argumentos para tal. Além de que, em sua posterior obra
denominada “Genera of Polyporaceae” (Teixeira 1994), o autor cita como caracteristica do
género Fomitiporella a auséncia de linha negra resinosa no contexto. Além disso,
Fomitiporella é conhecido como um género que apresenta apenas espécies com basidiomas
resupinados (Wagner & Fischer 2002). O atual conceito morfolégico de P. piptadeniae é
apresentado por Salvador-Montoya et al. (2015) ainda como uma espécie de Phellinus s.l. Na
obra os autores diagnosticam o tdxon pela combinacdo de basidiomas perenes, triquetosos a
ungulados, superficie superior do pileo rimosa, presenca de camadas de contexto entre
estratificagdes dos tubos e a presencga de linha negra no contexto como carater diagnostico
para o taxon.

A segunda incoeréncia — a possivel especificidade em Pi. gonoacantha — é encontrada
durante a investigacdo de Drechsler-Santos et al. (2010) da familia Hymenochaetaceae em
plantas nativas da Caatinga. No estudo, P. piptadeniae foi registrado parasitando espécimes
dos géneros Senegalia Raf. e Mimosa R. Br., além das espécies Pi. obliqua (Pers.) J. F.
Macbr. e Pi. stipulacea (Benth.) Ducke, ambas leguminosas restritas ao dominio da Caatinga
sensu Morim (2015). Deste modo, Drechsler-Santos et al. (2010), além de ampliar a
distribuicdo geografica do taxon, apresenta o fungo como hospedeiro-recorrente (e.g. Zhou &
Hyde 2001) em espécies de Piptadenia Benth. na regido estudada. Embora Piptadenia
stipulacea seja proximamente relacionada a Pi. gonoacantha, pertencendo ambas ao clado
Eupiptadenia, sdo de fato espécies distintas (Jobson & Luckow 2007).

Recentemente, em trabalho realizado por Salvador-Montoya et al. (2015), novos
registros do taxon foram realizados para a regido sul do dominio da Mata Atlantica (estados
de Sdo Paulo e Santa Catarina) e Florestas Sazonalmente Secas do Peru. Enquanto os

especimes da Mata Atlantica foram amostrados parasitando Pi. gonoacantha, os espécimes



das florestas secas do Peru foram registrados em Pithecellobium excelsum (Kunth) Mart. e
Libidibia glabrata Kunth, ambas leguminosas. Morfologicamente, a maior divergéncia
detectada pelos autores entre os espécimes coletados nas florestas secas do Peru e as demais
localidades, estd no tamanho dos basididsporos (5.5-6 x 4-4.5 ym e 5-5.5 x 3.5-4 um,
respectivamente).

Desse modo, Salvador-Montoya et al. (2015) estabelecem duas hipoteses: (i) P.
piptadeniae corresponde a um complexo taxondmico composto por pelo menos trés espécies
distintas, especializadas em hospedeiros em particular e com distribuicao restritas a diferentes
areas e (ii) P. piptadeniae corresponde a uma Unica espécie com ampla e disjunta distribuicdo
geogréfica ao longo do bioma das Florestas Tropicais Sazonalmente Secas da América do Sul.
Com respeito a isso, evidéncias moleculares (Salvador-Montoya et al., dados ndo publicados)
a partir de andlises filogenéticas da regido rDNA ITS, apontam para a primeira hipétese, ou
seja, confirmam as trés linhagens como independentes. Sendo assim, as populacdes
associadas a Pi. gonoacantha localizadas na regido sul e sudeste da Mata Atlantica, e
possivelmente a distribuicdo do hospedeiro na Mata Atlantica e parte do Cerrado,

corresponderiam a P. piptadeniae sensu stricto.

1.2 Filogeografia como ferramenta para estudo de Phellinus piptadeniae s.s.

Desde a inclusdo de caracteres microscépicos na taxonomia de fungos (e.g. Patouilard
1900), considerdveis avancos na compreensdo das relacGes evolutivas do grupo foram
reconhecidas. Apesar disso, a taxonomia de fungos baseada apenas em caracteres
morfolégicos (macro e/ou microscopicos) é frequentemente divergente quando confrontada a
outros conceitos de espécie, como bioldgico ou filogenético (Petersen & Hughes 1999; Taylor
et al. 2000). Muitos grupos possuem variados e complexos ciclos de vida e cada etapa pode
sofrer diferentes pressdes evolutivas, representando um desafio para o uso da morfologia
Unica e exclusivamente, a qual nos fungos é restrita somente ao seu estagio reprodutivo (e.g.
Petersen & Hughes 1999). Além disso, sabe-se que a evolugdo fenotipica em microrganismos
frequentemente acontece em velocidade inferior a velocidade do estabelecimento de barreiras
reprodutivas (Taylor et al. 2006), resultando na formacao de complexos de espécies.

Adicionalmente, fenbmenos de hibridizacdo e o fluxo génico entre populacdes
contribuem significativamente para formacdo de espécies cripticas (Kauserud et al. 2007a;
Linzer et al. 2008). Linhagens hibridas, apesar de apresentarem desvantagem na competicdo

por substrato em relagdo as linhagens puras (Garbelotto et al. 2007), podem desenvolver



habilidades complementares para explorar novos substratos/hospedeiros (Newcombe et al.
2000), desse modo aumentando sua abrangéncia geografica e/ou consequentemente formando
populacdes localmente adaptadas e com morfologia indistinta (Kauserud et al. 2007b; Carlsen
et al. 2011). A adaptacédo ecoldgica € um importante modo de especiacdo em fungos, a qual
pode ser a troca de hospedeiro ou utilizagdo de um novo tipo de substrato (Peever 2007),
podendo levar a divergéncia dentro de espécies por simpatria (Seierstad et al. 2012).

Todos esses processos sao registrados através de modificacbes hereditarias nas
sequéncias nucleotidicas ao longo do genoma, representando esse, uma valiosa fonte de
informagdes para estudo do passado evolutivo das espécies (Bromham 2009). A utilizacdo
dessas informagdes, aliadas a dados espacialmente localizados para testar hipdteses sobre a
relacdo causal entre fenbmenos geogréaficos, a distribuicdo das espécies, foi proposta por
Avise (1998; 2000) no estabelecimento da Filogeografia, a ciéncia que une definitivamente as
disciplinas de filogenética e a genética de populacdes (Hickerson et al. 2010).

Estudos filogeogréficos realizados com animais vertebrados e invertebrados, algas e
plantas sdo abundantes na literatura e compilac@es destas obras para interpretacdo de grandes
processos evolutivos foram realizadas para Europa (Nieto 2011), América do Norte (Shafer et
al. 2010), Nova Zelandia (Wallis & Trewick 2009), Australia (Byrne 2008), Africa (Lorenzen
et al. 2012) e América do Sul (Turchetto-Zolet et al. 2013). No entanto, trabalhos realizados
com fungos sdo frequentemente ignorados nessas compilagGes, principalmente porque sé&o
escassos ou porque acabam utilizando taxons de ampla distribuicdo geogréfica.

Dentre os poucos taxons abordados em estudos filogeograficos, podem ser citados:
Histoplasma capsulatum Darling (Kasuga et al. 2003), Amanita muscaria (L.) Lam. (Geml et
al. 2006), Ganoderma australe-applanatum (Moncalvo & Buchanan 2008), Heterobasidion
annosum (Fr.) Bref. (Linzer et al. 2008) e Gloeoporus taxicola (Pers.) Gilb. & Ryvarden
(Seierstad et al. 2012). Dentre estes trabalhos, apenas Kasuga et al. (2003) e Moncalvo &
Buchanan (2008) incluiram espécimes do Hemisfério Sul em sua amostragem, além de que
utilizaram taxons amplamente distribuidos e desse modo pouco informativos para
compreensdo dos processos evolutivos atuantes sobre os fungos especificamente da América
do Sul. Do mesmo modo, em nenhum dos trabalhos Hymenochaetaceae foi abordada,
permanecendo assim uma lacuna no conhecimento para o grupo.

Diante do exposto, P. piptadeniae s.s. se torna um taxon interessante para ser estudado
do ponto de vista filogeografico, principalmente por ser um representante de
Hymenochaetaceae exclusivo da América do Sul e especializado em Pi. gonoacantha, uma

leguminosa também restrita a essa regido, fornecendo assim importantes subsidios para



estratégias de conservacdo de ambos os taxons. Adicionalmente, a elucidacdo dos processos
historicos envolvidos na diversidade genética e distribuicdo geografica de P. piptadeniae s.s.,
possibilitara inferir sobre processos de especiacao de fungos pertencentes ao dominio da Mata

Atlantica e possivelmente do Cerrado (considerando a abrangéncia geografica do hospedeiro).



2 Pergunta da pesquisa e Hipdteses a serem testadas

O presente projeto sera direcionado pela pergunta:

e Qual é a estrutura genética de P. piptadeniae s.s. e quais 0s possiveis fatores
influenciam essa estrutura genética e distribuicdo geografica?

Serdo testadas as seguintes hipoteses:

e A diversidade haplotipica das popula¢Ges de P. piptadeniae s.s. é continua e
fatores como distancia geografica e gradientes ambientais e fitogeogréaficos ndo
afetam significativamente essa diversidade.

Hipotese alternativa.

e A estrutura filogeogréafica de P. piptadeniae s.s. € descontinua em resposta aos
fatores acima mencionados.

3 Objetivos
3.1 Obijetivo geral

Identificar a estrutura filogeografica de P. piptadeniae s.s. através de marcadores

moleculares nucleares e verificar quais sdo os fatores relacionados a conformacao observada.

3.2 Obijetivos especificos

e Confirmar o padrdo de distribuicdo geografica potencial de P. piptaeniae s.s.,
considerando areas de ocorréncia do hospedeiro ainda ndo amostradas;

e Sequéncias as regides ITS e tefl-a, e avaliar seu potencial para estudo
filogeogréafico da espécie;

e ldentificar hapl6tipos inter e intra populacionais;

e Caracterizar a diversidade genética das populacdes;

e Inferir sobre a estrutura filogeografica da espécie.



4 Metodologia
4.1 Selecgdo das areas de amostragem

Todas as analises espaciais foram realizadas no software QGIS versdo 2.8.1 (QGIS
Development Team, 2015). A potencial distribuicdo geografica de P. piptadeniae foi
determinada com base nos registros de ocorréncia de seu hospedeiro (Pi. gonoacantha), a qual
foi determinada com base em registros disponiveis em listas virtuais de acervos de herbario
(UB, NY, FLOR, HUEFS, SP, entre outros) e publicados no Herbario Virtual da Flora e dos
Fungos (INCT, 2015). Cada registro foi inspecionado manualmente, eliminando-se espécimes
com informacdes insuficientes ou registradas fora do territério nacional.

Os registros selecionados foram sobrepostos aos mapas contendo as 1431 Unidades de
Conservacao (UCs) de ambito Municipal, Estadual e Federal constantes no Cadastro Nacional
de Unidades de Conservacdo (MMA, 2015). As UCs foram filtradas de modo que apenas
areas com registro do hospedeiro fossem destacadas, selecionando-se nesta etapa 48 areas. A
busca por areas localizadas em regiGes de maior densidade demogréafica do hospedeiro, foi
realizada gerando-se um mapa de calor com estimador de densidade de Kermel (figura 1C),
considerando raio de influéncia de 5000 metros. O raio foi determinado de acordo com o
espécime registrado com menor precisdo geografica considerado neste estudo (dois graus
decimais), gerando entdo o valor estipulado (e.g. Braga-Neto 2013). Nesta etapa foram
selecionadas 13 areas (figura 1; citadas na integra). Adicionalmente foram considerados
registros disponiveis em artigos cientificos para confirmacdo da presenca do hospedeiro nos
locais selecionados.

Unidades de Conservacdo marcadas com asterisco (*) representam areas de
amostragem prioritarias para identificacdo da estrutura filogeografica de P. piptadeniae, as
demais areas serdo visitadas de acordo com a disponibilidade de tempo e recursos financeiros.
CERRADO. Distrito Federal. *(i) Parque Nacional (PARNA) de Brasilia, (i) Area de
Protecdo Ambiental (APA) da Bacia dos Ribeirbes do Gama e Cabeca de Veado, (iii) APA do
Planalto Central. MATA ATLANTICA. Santa Catarina. *(iv) Parque Estadual da Serra do
Tabuleiro; Parana. (v) APA de Guaraquegaba; S&o Paulo. *(vi) APA de Campinas, (vii)
APA ltupararanga, (viii) APA Piracicaba Juqueri-Mirim Area II; Rio de Janeiro. (ix)
PARNA do lItatiaia, *(X) APA da Bacia do Rio Sdo Jodo/Mico Ledo Dourado, (xi) APA

Macaé de Cima, (xii) APA de Petropolis, (xiii) Reserva Bioldgica do Tingua.
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Figura 1. Distribuicdo das areas de coleta. Circulos azuis representam registros individuais de Pi. gonoacantha.
Poligonos brancos indicam a localizagdo e identificacdo das areas de coleta selecionadas, em que: Distrito
Federal. *(i) Parque Nacional (PARNA) de Brasilia, (ii) Area de Protecio Ambiental (APA) da Bacia dos
Ribeirdes do Gama e Cabeca de Veado, (iii) APA do Planalto Central. Santa Catarina. *(iv) Parque Estadual da
Serra do Tabuleiro; Parand. (v) APA de Guaraquecaba; S&o Paulo. *(vi) APA de Campinas, (vii) APA
Itupararanga, (viii) APA Piracicaba Juqueri-Mirim Area I1; Rio de Janeiro. (ix) PARNA do Itatiaia, *(x) APA da
Bacia do Rio Séo Jodo/Mico Ledo Dourado, (xi) APA Macaé de Cima, (xii) APA de Petropolis, (xiii) Reserva
Bioldgica do Tingua.

4.2 Técnicas de coleta

Em campo os basidiomas serdo coletados e as amostras georeferenciadas com auxilio
de um aparelno de sistema de posicionamento global (GPS). Informacbes referentes
localizagdo geogréafica, condi¢bes do substrato/hospedeiro e demais informacdes pertinentes
serdo anotadas em planilha de campo. Todas as coletas devem ser registradas em fotografias
possibilitando sua disponibilizagdo no ato de tombo no herbario FLOR (UFSC). Fragmentos

do basidioma e amostras de folhas do hospedeiro para extragcdo de DNA e posteriores estudos



moleculares serdo coletados e envoltos em papel manteiga, identificados e acondicionados em

sacos pléasticos (tipo ziplock) contento silica.

4.3  Andlises moleculares
4.3.1 Extracdo de material genético

Serdo utilizadas sec¢des dos basidiomas coletados para extracdo de material genético.
A extracdo seguira o protocolo de Doyle & Doyle (1987) adaptado por Godes-Neto et al.
(2005) para fungos. No procedimento ¢é realizada a lise celular com proteinase-K, RNAase e
detergentes (CTAB) seguida de eliminacdo de proteinas e material celular com fenol e
cloroférmio seguida de precipitacdo do DNA com isopropanol. A propor¢do dos reagentes
podem variar de acordo com as caracteristicas dos diferentes espécimes. Todo o processo sera

realizado no Laboratério de Biologia Molecular do Departamento de Botanica da UFSC.

4.3.2 Amplificacdo e sequenciamento

A inferéncia dos haplétipos sera realizada nas regibes ITS e tefl-a. As regides de
interesse serdo amplificadas através de reacGes de PCR (Polymerase Chain Reaction) em
termociclador (Techne TC-3000). Serdo utilizados os primers ITS1 e ITS4 (Gardes & Bruns
1993) e teflF e tefIR (Morehouse et al. 2003). A confirmacdo do sucesso do processo de
amplificacdo sera realizada em eletroforese de gel de agarose 1% no Laboratério de Biologia
Molecular do Departamento de Boténica da UFSC.

O material resultante sera purificado de acordo com protocolo com Polietilenoglicol
(PEG) e os fragmentos de DNA resultantes serdo sequenciados através do método Sanger em
sequenciador automatico na plataforma René Rachou, Friocruz, Belo Horizonte/MG no
ambito do projeto Barcoding Brasil. A verificacdo da qualidade das sequéncias, assim como

sua edigdo serd realizada no software Geneious® v.6 (Kearse et al. 2012).

4.3.3 Curadoria dos dados

As sequéncias geradas serdo submetidas ao algoritmo de alinhamento MAFFT v. 7
(Katoh & Standley, 2013) e curadas com o software online GBlocks v. 6 (Castresana, 2000).
As matrizes finais serdo conferidas e editadas manualmente com a utilizagdo do software
MEGA v.6 (Tamura et al., 2013).
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4.4 Analises estatisticas
4.4.1 Anélise genética das populacBes

Os dados serdo obtidos pela separacdo das sequéncias heterozigdticas geradas de cada
espécime. A separacdo das sequéncias e reconstrucdo dos haplotipos serd realizada no
software DnaSP v.5 (Librado &Rozas, 2009). Sera utilizado o método de reconstrucao
estatistico PHASE (Stephens et al., 2001; Stephens & Donelly, 2003). Para calcular os indices
de diversidade genética (numero de haplotipos, diversidade de nucleotideos e diversidade de
hapl6tipos) sera utilizado o software Arlequin v. 3.5.1.3 (Excoffier & Lischer 2010). A
construcdo das redes de haplotipos sera realizada através do software TCS (Clement et al.
2000).

4.4.2 Analises espaciais

A caracterizacdo da estrutura filogeogréafica de P. piptadeniae sera realizada através de
trés abordagens. Primeiro, os padrdo de isolamento por distancia sera testado pela correlacdo
da matriz de distancia genética pareada (Fst) entre todos os locais de coleta com a distancia
geogréfica através da Matriz de Correspondéncia de Mantel, este serd realizado no software
IBD v. 1.52 (Bohonak 2002). Segundo, a Analise Espacial de Variancia Molecular sera
realizada no software SAMOVA v. 1.0 (Dupanloup et al. 2002), a técnica visa identificar
grupos homogéneos dentro das populagfes amostrais e maximiza sua diferenca em relacdo as
demais. Terceiro, sera aplicado o Algoritmo de Maxima Diferenca de Monmonier
(Monmonier 1973) através do software AIS (Miller 2005). A primeira técnica € voltada a
identificacdo do cenario historico atuante diretamente sobre a distribuicdo dos genes, as
seguintes visam identificar particdes geogréaficas entre e dentre as popula¢ées amostrais (Kidd
& Ritchie 2006).

5 Resultados esperados

Com a execucgdo deste projeto espera-se produzir:

e Um mapa da distribuicdo de P. piptadeniae com populagdes caracterizadas a
partir dos haplétipos encontrados;

e Uma rede de fluxo génico estabelecida entre as populagbes com as barreiras
definidas;



e Pelo pioneirismo do estudo espera-se ainda que esse sirva como base para
trabalhos filogeograficos com outras espécies de macrofungos da América do
Sul.



6 Cronograma

6.1 Fisico

2015 2016

Atividade 345 6 7 8 91011221 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 1 2

Revisdo bibliografica

Entrega do projeto

Apresentacédo do projeto

Disciplinas

Amostragem de campo

Extracdo, amplificacdo
e sequenciamento DNA

Elaboracéo e entrega relatorio

Tratamento dos dados

Participagdo em evento
cientifico (congresso)

Redacdo da dissertacdo

Defesa da dissertacéo




6.2 Financeiro

Quantidade Valorun.R$  Total R$
CUSTEIO
Extrag,ao qe [_)NA (reagentfes: CT_AB, f(?r)ol, 50 500 950.00
cloroférmio, isopropanol, alcool isoamilico e etanol)
Amplificagéo (tag polimerase, primers, dntp) 200 5.00 1000.00
Sequenciamento 500 15.00 7500.00
Expedicdes de coleta de carro 1 700.00 700.00
Passagens aéreas (antecipadas) 2 160.00 320.00
Subtotal 9770.00
CAPITAL
GPS 1 1200.00 1200.00
Microscdpio 1 3500.00 3500.00
Camera fotografica 1 1000.00 1000.00
Centrifuga 1 1500.00 1500.00
Banho Maria 1 1000.00 1000.00
Termociclador 1 23000.00 23000.00
Pipetas (10 pL, 100 pL, 1000puL) 3 600.00 1800.00
Material plastico 1 500.00 500.00
Cuba, fonte Eletroforese 1 4000.00 4000.00
Transiluminador 1 6500.00 6500.00
Banho seco 1 700.00 700.00
Vortex 1 730.00 730.00
Vidraria 1 500.00 500.00
Subtotal 45930.00
TOTAL GERAL 55700.00
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