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RESUMO

Laetiporus sulphureus ¢ um fungo poliporoide comestivel, coletado em diversos
continentes do mundo parasitando tanto arvores vivas como mortas entre
espécies de Pinus spp. (pinheiros), Quercus spp. (carvalhos) e Eucalyptus spp.
(eucaliptos). Em estudos moleculares recentes descobriu-se que muitos
espécimes que estavam sendo nomeados como L. sulphureus correspondiam a
um complexo de espécies filogenéticas. Este fungo também ¢é encontrado no
Brasil e os registros sobre ele na base de dados dos herbarios do pais
(SpeciesLink) mostram uma distribuicio ampla por todo o territorio. No
presente trabalho foram investigadas as relagdes de 25 espécimes depositados
em herbarios e 10 novas coletas feitas em Santa Catarina. Os dados foram
comparados com materiais de referéncia propostos em trabalhos anteriores de
filogenia do género utilizando-se de abordagens morfoldgicas, ecoldgicas e
moleculares. Observou-se que a espécie mais ocorrente no Brasil é L.
gilbertsonii, associado a area urbana e sempre em troncos de Eucalyptus spp.
cortados. A relacdo genética destes espécimes estudados e outros da mesma
espécie ja estudados no mundo concordou com hipoteses ja levantadas da

biogeografia de L. gilbertsonii.

Palavras-chave: fungos comestiveis, taxonomia, filogenia molecular.
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1 INTRODUCAO

Conhecido popularmente como “galinha do mato” (chicken of the
woods), Laetiporus sulphureus (Bull.: Fr.) Murrill (Polyporales,
Basidiomycota) ¢ um fungo comestivel encontrado em diversas partes
do mundo, principalmente na Europa e Estados Unidos, associado a
diferentes substratos, porém sempre degradando madeira (LINDNER;
BANIK, 2011).

O género Laetiporus foi proposto por Murrill (1904) como uma
combinagdo nova para o nome dado por Fries (1821), Polyporus
sulphureus (Bull.) Fr.. A espécie foi descrita macroscopicamente
apresentando basidioma em prateleira, imbricado (multiplex) e
cespitoso, com coloragdo varidvel entre o amarelo vivo e o laranja
avermelhado na parte superior do pileo, que ¢ imbricado e glabro. Ele
continua a descricdo do basidioma escrevendo que o himendforo
poroide tem a coloragdo amarela citrica, como enxofte.

Saccardo (1888) descreveu os esporos como hialinos, lisos, com
parede fina e ovoides, medindo de 7-8um x 4-5Sum. Burdsall e Banik
(2001) fizeram um estudo amplo da ocorréncia do género na América do
Norte e descreveram mais detalhadamente a microscopia, enfatizando o
sistema hifal dimitico presente nas hifas do contexto do basidioma, além
da podriddio do tipo marrom, em que o fungo digere apenas
hemicelulose e celulose das paredes das células vegetais, deixando a
lignina no substrato.

Laetiporus sulphureus pode atacar arvores vivas ou mortas, nas
raizes ou em partes mais altas do tronco principal do hospedeiro. O
aparecimento do fungo em florestas do hemisfério norte esta restrito a
arvores como o0 Quercus spp. (carvalhos), Eucalyptus spp. (eucaliptos) e
Pinus spp. (pinheiros). Os basidiomas surgem no final do verdo e no
outono (BANIK; BURDSALL, 2000).

Existem indicagdes de que L. sulphureus corresponda a um
complexo taxondmico que inclui vérias espécies que se assemelham
macroscopicamente. Algumas colegdes ja estdo sendo redeterminadas.
Burdsall et al. (BANIK; BURDSALL; VOLK, 1998) relacionaram
aspectos ecoldgicos com variagdes polimorficas em diversas coletas
identificadas como L. sulphureus nos Estados Unidos e evidenciaram a
existéncia de um complexo de espécies filogenéticas dentro do género.

Em 2012, Banik ¢ colaboradores adicionaram outras coletas as
analises para tentar explicar a historia evolutiva do género, ja que muitos
espécimes coletados em todo o mundo sdo identificados como
Laetiporus sulphureus (sensu lato) (BANIK et al., 2012). Os autores



concluiram que ha mais espécies de Laetiporus do que antes se sabia,
incluindo Laetiporus caribiensis Banik & D.L. Lindner. Uma nova
espécie também foi proposta a partir de coletas no Brasil. Laetiporus
squalidus R.M. Pires, Motato-Vasquez & Gugliotta (PIRES; MOTATO-
VASQUEZ; DE MELLO GUGLIOTTA, 2016). Neste mesmo trabalho,
ha um primeiro estudo da distribuicdo do género para o Brasil. Os
autores afirmaram que apenas L. persicinus (Berk. & M.A. Curtis) Gilb.
e L. gilbertsonii Burds. teriam registros para o pais.

O banco de dados dos herbarios do Brasil (SpeciesLink) contém 91
registros de materiais identificados como sendo do género Laetiporus.

A distribuicdo pan-americana de L. gilbertsonii (VASAITIS et al.,
2009) leva a crer que muitas das exsicatas atualmente identificadas
como L. sulphureus nos herbarios brasileiros na verdade seriam L.
gilbertsonii. A espécie estaria diretamente associada a Eucalyptus spp.

L. sulphureus é considerado de facil reconhecimento apenas pelas
caracteristicas macroscopicas do basidioma. Este fungo ¢é muito
apreciado por coletores de cogumelos em todo mundo por causa da sua
textura e sabor. David Arora (ARORA, 1986) inclui L. sulphureus em
uma lista, junto com outras trés espécies, que ele chama “a prova de
ingénuos”, por serem espécies comestiveis com caracteristicas
diagnosticas claras e pela auséncia de intoxicacdo por ingestdo. Apesar
da seguranga na identificacdo e consumo existem alguns registros de
intoxicagdo por L. sulphureus, geralmente decorrente da falta de
informagdo sobre o preparo ou reagdes alérgicas desconhecidas
(MILLER, 1981).

Portanto, em pouco tempo, um género que era monoespecifico leva
questdes muito importantes sobre a taxonomia. Atualmente sdo
considerados 21 clados dentro do género Laetiporus (SONG; CUI,
2017), sendo que as espécies L. persicinus e L. squalidus ndo estdo
incluidas. Sugerem-se mais estudos para delimitar um novo género para
estes tdxons excedentes.

Levando isso em consideragdo, um outro debate possivel € sobre
tomadas de decisdes para a taxonomia, que dependem das mais de 30
defini¢des existentes para espécie (ENDERSBY, 2009). Este debate ¢é
muito sério, pois a partir dele serdo tomadas decisdes politicas
importantes em relacdo a conservacdo de espécies (GARNETT;
CHRISTIDIS, 2017; ISAAC, 2004).

Portanto, determinar como um ser vivo sera reconhecido ¢ muito
importante para evitar confusdo de identidade. Especialmente para um
fungo como Laetiporus, que desperta interesse por sua comestibilidade
e composicao nutricional (ALQUINI et al., 2004; DAVOLI et al., 2005;



ERICSSON; IVONNE, 2009; OLENNIKOV; TANKHAEVA;
AGAFONOVA, 2011; RAPIOR et al, 2000; WEBER; MUCCI,
DAVOLI, 2004), assim como a sua utilizagdo na industria com a
utilizagdo de suas enzimas e outros produtos do seu metabolismo para
testar tratamentos médicos e de biorremediacdo de ambientes (KANG et
al., 1982; KARTAL et al., 2004; LEAR et al., 2009; LEE et al., 2009;
LEON et al., 2004; OLENNIKOV et al., 2011; YOSHIKAWA et al.,
2001).

O interesse em L. sulphureus também se reflete na tentativa do seu
cultivo. Em toda literatura disponivel, existe apenas um estudo que
mostra  sucesso na obtencdo do basidioma deste fungo
(PLESZCZYNSKA et al., 2013).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Saber se os espécimes encontrados no Brasil estdo incluidos na atual
delimitagdo nomenclatural de Laetiporus sulphureus sensu stricto através de
ferramentas ecologicas, morfologicas e moleculares.

1.1.2 Objetivos Especificos

Revisar cole¢des dos herbarios brasileiros com nomes que correspondam a
Laetiporus sulphureus ou taxons relacionados;

Coletar, identificar espécimes, isolar culturas in vitro e criar um banco de
culturas de micélio dicariotico;

Descrever as caracteristicas morfologicas macroscopicas € microscopicas
dos espécimes coletados ou recebidos de empréstimo de herbarios;

Extrair, amplificar e sequenciar a regido ITS dos espécimes coletados e de
espécimes de herbario coletados em outras regides do pais;

Analisar as relagcdes entre os espécimes do Brasil e os materiais de
referéncia para a sequéncia da regido ITS do DNA ribossomal.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 METODOLOGIA

2.1.1 Coleta e preparacio de espécimes

Foram revisadas as cole¢des depositadas nos herbarios PACA,
HURB, ICN, URM, SP e FLOR, totalizando 15 espécimes. As coletas
foram feitas na regido de Floriandpolis, no Horto Florestal do Coérrego



Grande e no campus Trindade da Universidade Federal de Santa
Catarina. As coletas foram oportunistas e dois espécimes eram de outros
coletores. As coletas foram numeradas e desidratadas para preservacao.
Os basidiomas foram estudados de acordo com métodos tradicionais em
micologia (Largent 1986, Largent et al. 1977).

2.1.2 Isolamento de micélio dicariotico

A partir dos basidiomas foram feitas culturas em placas de Petri
utilizando os métodos convencionais de isolamento de fungos.

O isolamento de culturas foi feito em camara de fluxo laminar,
seguindo padrdes de esterilizacdo de laboratério. Um fragmento do
basidioma que ndo estava em contato direto com o ar foi retirado para
fazer o isolamento em placas de Petri com meio de cultura. O meio de
cultura utilizado foi o agar batata dextrose (BDA), sem antibidticos.

O acompanhamento do crescimento e a descrigdo de suas
caracteristicas seguiram as metodologias propostas por Nobles
(NOBLES, 1948) e Stalpers (STALPERS, 1978) para a identificagdo de
fungos através do crescimento do micélio dicaridtico.

O experimento consistiu em um acompanhamento feito durante 6
semanas de micélio cultivado em placas de Petri em condigdes
ambientais controladas. A cada semana, uma das placas foi retirada do
experimento para verificar e quantificar as medidas macroscopicas e
microscopicas das células fungicas e também as diferentes estruturas
que foram produzidas durante o crescimento do fungo.

As caracteristicas observadas receberam o codigo proposto nestes
trabalhos referenciados e as matrizes foram comparadas.

As amostras dos espécimes com culturas isoladas foram reservadas
para a manuten¢do em um banco de culturas vivas no Laboratorio de
Micologia da UFSC (Micolab).

2.1.3 Analise macro e micromorfolégica

A descrigdo macroscopica envolveu dados de cor, odor, dimensdes
e forma dos basidiomas, além de dados ecoldgicos. Depois de serem
descritos, os basidiomas foram desidratados em um secador de frutas
com circulagdo de ar com temperatura até 40 °C.

As observagdes microscopicas foram feitas montando-se os cortes
feitos a mao livre em laminas com KOH (Hidréxido de Potassio) a 5%,



reagente de Melzer e floxina. A descricdo microscopica incluiu
dimensdo das hifas e dos basidiésporos e presenga e dimensdes de
outras estruturas microscopicas.

As estruturas microscopicas foram fotografadas com equipamento
digital e as medidas foram feitas com uma régua micrométrica acoplada
a ocular do microscopio.

2.1.4 Filogenia molecular de Laetiporus sulphureus s.l.

Quarenta fragmentos foram retirados de materiais herborizados e de
basidiomas coletados pelo autor (aprox. 10mg) foram armazenados em
tubos “Eppendorf” com silica para serem usados para fazer a extragdo
de DNA.

Para elucidar as relacdes filogenéticas entre as espécies de
Laetiporus e auxiliar na delimitacdo das espécies deste complexo para
os espécimes brasileiros foi utilizado apenas um marcador molecular, a
regido ITS (internal transcribed spacer) do DNA nuclear ribossomico.

A extracdo do DNA total dos materiais coletados e herborizados
seguiram o protocolo de Romano & Brasileiro (ROMANO, E.;
BRASILEIRO, 1998), adaptado para fungos. Para a amplificacdo das
regides ITS foram utilizados os pares de iniciadores ITS1 e ITS4
(DENTINGER; MARGARITESCU; MONCALVO, 2010).

As amostras amplificadas e purificadas foram encaminhadas para
sequenciamento no Centro de Pesquisas Renné Rachou na Fundagio
Oswaldo Cruz (Fiocruz) de Belo Horizonte/MG, no ambito do projeto
Identificagdo Molecular de Fungos do Brasil.

As sequéncias geradas foram analisadas e editadas manualmente
através do software Geneious v.10.3.1 (KEARSE et al., 2012). Foi
montada uma matriz com os dados gerados durante este trabalho e
sequéncias obtidas do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank)
geradas por Banik e colaboradores (BANIK et al., 2010b, 2012;
BANIK; BURDSALL; VOLK, 1998; BURDSALL; BANIK, 2001;
SONG; CUI, 2017). Junto a estas sequéncias foram realizados testes
filogenéticos utilizando o modelo proposto por Tamura-Nei para revelar
as distancias genéticas entre os espécimes. Todas as sequéncias geradas
neste trabalho serdo depositadas no GenBank.

Os procedimentos moleculares antes do sequenciamento foram
realizados no Laboratdério de Biologia Molecular do Departamento de
Botanica da UFSC. As amostras resultantes dos procedimentos de
extragdo, amplificacdo e purificagdo estdo armazenadas a -20°C.




2.2 RESULTADOS E DISCUSSOES
2.2.1 Estudo de espécimes de herbarios

Através da rede de herbarios “Species Link”, foram buscadas todas
as colegdes identificadas como Laetiporus e seus sindnimos
nomenclaturais.

Foram encontrados 91 registros sob o nome Laetiporus ou
sinénimos. Os registros estdo vinculados a herbarios brasileiros e
também a cole¢do de fungos brasileiros do Herbario de Nova lorque
(NYBG-BR). Dos 91 registros, 64 sdo coletas realizadas em territorio
brasileiro. Outros espécimes tém origem diversa, como Europa, Asia,
América do Norte, América Central e América do Sul (Argentina).

Destas 64 coletas feitas em territorio brasileiro, mais da metade
(53), concentram-se nas regioes Sul e Sudeste. Na divisdo por regides, o
segundo local com mais coletas de Laetiporus concentra-se na Regido
Norte (11), seguido pela regido Nordeste (6) e Centro Oeste (1). Duas
colecdes estdo registradas para o Brasil mas ndo tém informagéo sobre a
localidade especifica.
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Figura 1. Mapa de distribuiciio de Laetiporus spp. no Brasil. Mapa obtido
através do site splink.org.br. Marcacoes no mapa correspondem aos
herbarios onde estdo preservados os espécimes pesquisados.



Quinze espécimes dos Herbarios PACA, HURB, ICN, URM, SP
(siglas) foram recebidos como empréstimo e dez espécimes foram
obtidos do Herbario FLOR. A tabela 1 apresenta todos os materiais de

colegOes de herbarios estudados durante este trabalho.

Tabela 1. Exsicatas de Laetiporus spp. analisadas neste estudo.

Nome Numero de acesso | Localidade Hospedeiro
Polyporus PACAR5521 Cachoeirinha, | ---
sulphureus RS

Laetiporus PACA113980 Sao Leopoldo, | ---
sulphureus RS

Laetiporus sp.

PACA 111981

Sapiranga, RS

Laetiporus FLOR11800 Floriandpolis, | Em raiz tabular,

sulphureus SC espécie do
hospedeiro ndo
citada.

Nome (cont.) Numero de acesso | Localidade Hospedeiro

Laetiporus sp. FLOR45530 Vilhena, RO -

Laetiporus FLOR52949 Florianopolis, | ---

sulphureus SC

Laetiporus FLOR48163 Florianopolis, | ---

sulphureus SC

Laetiporus FLOR10262 Florianodpolis, | Em arvore viva,

sulphureus SC espécie do
hospedeiro ngao
citada.

Laetiporus FLORI11127 Florianopolis, | ---

sulphureus SC

Laetiporus FLORI11579 Florianopolis, | ---

sulphureus SC




Laetiporus FLOR11772 Florianopolis, | Eucalyptus sp.
sulphureus SC

Laetiporus HURB9802 Gandu, BA -

sulphureus

Laetiporus ICN6578 Porto Alegre, | Eucalyptus sp.
sulphureus RS

Laetiporus URM&4274 Recife, PE -

persicinus

Laetiporus URM&1365 Moreno, PE ---

sulphureus

Laetiporus URMT79688 Melgaco, PA -

persicinus

Laetiporus SP308005 Sao Paulo, SP | No solo.
persicinus

Nome (cont.) Numero de acesso | Localidade Hospedeiro
Laetiporus SP380153 Sao Paulo, SP | No solo.
persicinus

Laetiporus SP307884 Curitiba, PR Eucalyptus sp.
sulphureus

Laetiporus SP250696 Sdo Paulo, SP | Eucalyptus sp.
sulphureus

Laetiporus SP307821 Sdo Paulo, SP | Eucalyptus sp.
sulphureus

Laetiporus SP380156 Sao Paulo, SP | No solo.
persicinus

Apesar da grande quantidade de materiais depositados em herbarios
brasileiros sob o nome Laetiporus varios empréstimos ndo foram
conseguidos. Além disso, optou-se por ndo solicitar exsicatas muito



antigas, pois isto dificultaria os processos de obten¢cdo de DNA para o
sequenciamento da regido ITS.

Os materiais recebidos foram estudados e separados entre aqueles
que eram efetivamente pertencentes ao género Laetiporus e aqueles que
estavam identificados erroneamente. Em varios casos isso foi feito
através da observagdo macroscopica dos espécimes, pois 0s basidiomas
deste género, quando estdo secos, ficam com textura de isopor e sdo
muito leves e quebradicos como giz de calcario.

———

»

Figu 2. Exsicatas de Laetiporus sulphureus com identificacio
equivocada. URM 81365 (A e B), FLOR 11579 (C e D) e FLOR45530 (E
eF).

Além da identificagio equivocada de alguns materiais, outro
problema para resolver o que foi proposto para este trabalho foi a falta
de informagdes essenciais sobre o basidioma. Como pode ser observado
na Tabela 1, quase dois tercos dos materiais ndo tém a informacao sobre
o hospedeiro.

Para a exsicata de nimero FLOR45530, por exemplo, com a pouca
informacdo incluida com o espécime preservado, dependemos
exclusivamente de ferramentas da Biologia Molecular para tentar dar
um nome correto.
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Figura 3. Basidioma  identificado como Laetiporus sulphureus
(FLORS52949). Foram obtidas sequéncias de DNA deste espécime para
o estudo.

Além das exsicatas de Laetiporus sulphureus, foram pedidas
amostras de Laetiporus persicinus, que pode ser diferenciado por
apresentar uma coloragdo mais escura e¢ formar rosetas proximas as
raizes, o que ndo é observado em L. sulphureus. Basidiomas de L.
persicinus se assemelham na forma de crescimento a espécies do género
Phaeolus.

Laetiporus persicinus € discutido nos trabalhos de filogenia
molecular (BANIK et al., 2010b, 2012; BANIK; BURDSALL; VOLK,
1998; BURDSALL; BANIK, 2001; SONG; CUIL, 2017) como
possivelmente pertencente a outro género nao compartilhando da mesma
histdria evolutiva que as espécies de Laetiporus sensu stricto.

Os basidiomas secos de Laetiporus persicinus eram muito diferentes
na cor ¢ densidade daqueles identificados como Laetiporus sulphureus.
Infelizmente, ndo foram feitas coletas de L. persicinus para comparar
com os Laetiporus spp. coletados para este trabalho.

Microscopicamente L. persicinus sdo similares as espécies de
Laetiporus sulphureus s... O sistema hifal é dimitico, os esporos
elipsoides e hialinos, com tamanhos muito proximos aqueles observados
em L. sulphureus s.l.

Dentre as amostras de empréstimo apenas de FLOR52949 obteve-se
sequéncias da regido ITS de boa qualidade para analise filogenética. O
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baixo sucesso provavelmente esta relacionado ao estado de preservagao,
manutencdo ou a forma de desidratacdo dos espécimes de herbario.

2.2.2  Coletas para Santa Catarina

Foram realizadas 15 coletas de Laetiporus em Santa Catarina
durante o periodo deste trabalho. Quatorze espécimes foram coletados
na cidade de Florianopolis e um foi proveniente de Blumenau.

A tabela 2 apresenta os dados das coletas feitas durante o periodo
deste trabalho.

Tabela 2. Coletas de Laetiporus feitas durante o trabalho. (a: material
cultivado para estudo de micélio somatico; b: extracio de DNA; c:
espécime perdido.)

Numero de coletor Localidade Hospedeiro

MARI1276/16 *° Floriandpolis Eucalyptus sp.
MAR1277/16 *° Florianopolis Eucalyptus sp.
MAR1279/16*" Floriandpolis Eucalyptus sp.
MAR1280/16*" Floriandpolis Eucalyptus sp.
MAR1281/16*" Florianopolis Eucalyptus sp.
MAR1282/16*" Floriandpolis Eucalyptus sp.
MAR1283/16*" Florianopolis Eucalyptus sp.
CATO133°" Florianopolis Eucalyptus sp.
CATO156" Florianopolis Eucalyptus sp.
CATO158 " Florianopolis Eucalyptus sp.
CATO157° Florianopolis Eucalyptus sp.
CATO182 Floriandpolis Eucalyptus sp.
DS1682° Blumenau Tibouchina sp.
DS1327 ¢ Urubici Drimys sp.
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Apenas um dos espécimes estudados foi coletado em Tibouchina sp.
Aulbl., hospedeiro nativo. Infelizmente ndo foi possivel obter
sequéncias de ITS para incluir nas analises. Outro espécime foi coletado
em Drymis sp. Miers, também nativo (Drechsler-Santos, comunicagdo
pessoal), porém o espécime esta perdido.

¥
- -

)

ﬁv :

Figura 4. Espécimes encontrados em arvores nativas. A, registro da
coleta DS1327 feita em Mata Nebular, crescendo sobre possivelmente uma
arvore do género Drimys viva. Foto de E.R. Drechsler-Santos. B, Laetiporus
sp. (DS1682) crescendo sobre Tibouchina sp. Foto de F. Bittencourt. C,
Laetiporus sp. (DS1682). Superficie superior e inferor do basidioma. Foto
de F. Bittencourt. D, Arvore hospedeira do espécime DS1682.

2.2.2.1 Anotacdes das coletas de Laetiporus sp. de Santa
Catarina
Todas as coletas realizadas no estado de Santa Catarina e que foram
estudadas para este trabalho foram feitas em areas urbanas das
localidades mencionadas no item anterior. O espécime DS1682 foi o
unico encontrado em hospedeiro diferente dos demais (neste, em
Tibouchina sp.). O basidioma coletado estava imaturo e ndo foram
observados basidios e basidiésporos neste material. As outras
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caracteristicas encontradas coincidem com a caracterizagdo de L.
sulphureus sensu lato.

Caracteristicas macroscopicas. Os espécimes coletados
apresentavam basidiomas com tamanho entre 10cm e 25cm de diametro
com formato flabeliforme (em forma de leque). Apresentavam um
pequeno estipe (entre 0,5 ¢ 2cm de comprimento e de 1 até 4cm de
largura) por onde se sustentavam no substrato. Os basidiomas estavam
dispostos em prateleira sobre o hospedeiro (multiplex) variando em
numero, de solitarios a até seis espordforos por conjunto. Em um mesmo
tronco podem ser encontrados mais de um conjunto destas prateleiras.
Os troncos onde foram encontrados basidiomas para este estudo
apresentavam padrdo de decomposi¢do do tipo podriddo marrom, em
que a madeira fica com aspecto cubico e ndo fibroso de coloracdo
escura.

Ainda sobre a macromorfologia dos basidiomas, eles apresentavam
coloragdo que variava do laranja vivo a tons mais palidos desta mesma
cor. Também parte superior com zonagdes concéntricas de cores entre o
amarelo e o laranja, além de serem levemente ondulados radialmente
nesta superficie. O himenoforo dos espécimes coletados tinha coloracio
amarelo citrico, variando em coloragdes mais palidas de amarelo. Os
poros eram de redondos a levemente angulados e pequenos,
apresentando um dissipimento levemente engrossado e cobriam a
superficie inferior dos basidiomas a uma taxa de 4 poros/mm. A camada
de tubos formada nestes basidiomas tinham em média Smm de
comprimento.
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Figura 5 Sequéncia do desenvolv1ment0 do basidioma do espécime
CATO156. A, Primeiro dia de visualizaciio do espécime. Em primeiro
plano, madeira com caracteristicas de estar sofrendo de podridio marrom
(padrio cubico). B, Segundo dia de visualizacdo do espécime. C, Sexto de
visualizacido do espécime, O espécime foi coletado neste dia
(26/10/2016). D, Algumas caracteristicas macroscépicas do espécime
CATO156. Superficie do pileo de cor alaranjada e zonada radialmente
acompanhando o formato de leque. Pequeno estipe em que se adere ao
hospedeiro. Himeno6foro amarelo citrico. Contexto de branco a salmonado.

Caractetristicas microscépicas. Os basidiomas apresentavam
sistema hifal dimitico, com hifas esqueleto-ligadoras ramificadas de
parede grossa (até lum de espessura) com limen de didmetro que
variava entre 3um e Spum; e hifas generativas hialinas com septo simples
e diametro variando entre 2um e 3um. As hifas esqueleto-ligadoras
eram mais abundantes na regido do contexto e ausentes no himénio,
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enquanto as hifas generativas eram abundantes na regido do himénio e
também foram encontradas no contexto.

Em espécimes maduros, observaram-se, no himénio, basidios
clavados e sem fibula (22-24um x 5-7um), tetraesterigmados (média
3um). Os basididsporos tinham formato de elipsoide a subgloboso (5,5-
7um x 3,5-5um), eram lisos, hialinos e inamiloides. Ndo apresentavam
cistidios no himénio. Muitas coletas ndo estavam maduras e ndo foram
observadas as células sexuais (basidios e basidiésporos) durante os
estudos microscopicos.

Figura 6. Observacgao de caracteristicas microscopicas do espécime
CATO156. A, visualizagio do estado hifal dimitico de Laetiporus spp.
Nesta lamina, vemos hifas generativas (tons castanhos) formando os tubos,
concentrando-se nas regides do himénio e hifas esqueletais (tons pretos)
com paredes grossas e presentes no contexto do basidioma. Barra=350pm.
B, detalhe de um fragmento de uma hifa esqueleto-ligadora ramificada,
caracteristica do género Laetiporus. Barra=10pm. C, detalhe do himénio
e basidio tetrasporado (seta). Barra=10pm. D, detalhe dos esporos
elipsoides e hialinos. Barra=10pm.
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Outras anotacdes feitas sobre as novas coletas para o estado de
Santa Catarina sdo relacionadas a sazonalidade do aparecimento dos
basidiomas. Em um mesmo hospedeiro, os basidiomas poderiam ser
produzidos durante o periodo entre o verdo e o outono mais de uma vez.
Sobre o desenvolvimento do basidioma, também se observou a sincronia
entre individuos que cresciam em hospedeiros diferentes, chamando
atencdo para a observacdo de estimulos ambientais que sinalizam ao
fungo o momento de produzir e dispersar esporos.

Estas novas coletas (Tabela 2) mostraram como estes fungos podem
estar limitados a certas areas. Os basidiomas encontrados durante este
projeto estavam localizados em uma area restrita com raio de 1km no
maximo. Em outras areas com Eucalyptus spp., como plantagdes, por
exemplo, ndo encontramos nenhum representante do género Laetiporus.

Um dos fatores que podem ter contribuido para isso ¢ que como
coletor, estava em constante observagdo nestas areas onde foram
coletados os basidiomas (Universidade Federal de Santa Catarina).
Porém, podemos considerar que ele esteja presente em areas urbanizadas
em que havia sido plantado os Eucalyptus spp., mas que agora estavam
sendo cortados.

2.2.3 Isolamento de micélio somatico

Foram feitos cultivos de micélio dicaridtico a partir de basidiomas
frescos de 8 amostras. O crescimento em placas de petri de 9mm foi
acompanhado por seis semanas, seguindo a metodologia de Stalpers
(1978) e Nobles (1948) para identificacdo de fungos a partir do cultivo
do micélio somatico.

Caracteristicas macroscopicas. Micélio ténue no inicio do
crescimento, ficando com aspecto algodonoso, sendo mais alto do centro
para a extremidade da placa. Coloragdo branca, tornando-se amarelo
clara em placas mais antigas (mais de seis semanas). Odor adocicado,
mas ndo muito forte. Colonizagdo total da placa atingida no final da
segunda semana apds a inoculagdo. Placas muito velhas (mais de seis
semanas depois da inoculagdo) apresentaram mudanga da coloragdo do
seu fundo, tornando-se castanho escuras.
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Figura 7. Estudo de culturas de micélio dicariético dos espécimes
MAR1281, CATO133 e MAR1282. Na parte superior placas de petri com
uma semana de crescimento. Na parte inferior, placas de petri com duas
semanas de crescimento.

Caracteristicas microscopicas. As culturas apresentavam hifas
generativas de septo simples (didmetro variando entre 4 e 12pm, mais
abundantes no micélio aéreo. Apos o crescimento do micélio sobre toda
a placa (2 semanas apds a inoculagdo), foram observados conidioforos
ramificados e abundantes, carregando conidios terminais redondos (10-
11pm de didmetro). Clamidosporos redondos e ovais também foram
observados a partir da segunda semana apds a inoculagdo (22-24pm x
20-24pum). Imersos nas hifas também foram medidos cristais cibicos
com lados variando entre 3 e Spum.

x|

L TR D)
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Figura 8. Observacao das caracteristicas microscopicas das culturas de
Laetiporus sp.. A, clamidésporo em uma cultura de duas semanas de
crescimento Barra=30pm. B, conidiéforos e conidios terminais.
Barra=30pm.
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As culturas isoladas foram mantidas em meio liquido através do
método Castellani (1967) para preservacdo na micoteca viva do
Laboratorio de Micologia.

A taxa de crescimento foi uniforme para todas as culturas estudadas
(MAR1276/16, MARI1277/16, MARI1278/16, MARI1279/16,
MARI1280/16, MAR1281/16, MAR1282/16 ¢ MARI1283/16) e as
mesmas estruturas microscopicas foram observadas, coincidindo com a
descricdo de Stalpers (1978) para a espécie. Neves (1998) e Neves e
Loguercio Leite (1999) estudaram L. sulphureus em cultivo obtendo
resultados similares que, assim como as culturas estudadas neste
trabalho, corroboram com a identificagdo de L. sulphureus sugerida pela
chave de identificacdo proposta por Stalpers (1978). O problema ¢é que
esta proposta foi feita décadas antes de Laetiporus ser dividido em
diversas espécies e clados ainda a serem determinados.

Possivelmente este sera um problema para trabalhos de
identificagdo através de cultivos dicaridticos como os propostos por
Stalpers (1978) e Nobles (1948). Para as espécies do género Laetiporus,
as mesmas consideragdes sobre a similaridade morfologica dos
basidiomas deverdo ser levadas em consideragdo para o estudo do
micélio somatico.

2.2.4 Analise de Neighbor-Joining (NJ) dos espécimes do
Brasil

Quarenta espécimes (25 de empréstimo e 14 de coletas deste
trabalho) tiveram amostras retiradas para estudo molecular. Apesar da
obtencdo de resultados positivos nas etapas de extracdo do DNA e
amplificagdo da regido ITS, apenas seis apresentaram sequéncias de boa
qualidade  (>80%). Foram elas: MARI1276/6, MARI1277/16,
MARI1278/16, MAR1281/16, MAR1283/16 ¢ FLOR52949.

Ao realizar a pesquisa de similaridade das sequéncias na plataforma
BLAST (NCBI), todas as sequéncias resultantes deste trabalho
concordaram (> 99%) com Laetiporus gilbertsonii.

As figuras 9 a 13 apresentam o resultado de analises filogenéticas
feitas incluindo as sequéncias obtidas durante este trabalho para testar o
posicionamento delas em relagdo a dados obtidos do GenBank (NCBI).

Para as andlises utilizamos sequéncias representativas dos clados
sugeridos por Banik e Lindner (2011), sendo eles L. cincinnatus
(Morgan) Burds., Banik & T.J. Volk, L. conifericola Burds. & Banik, L.



19

gilbertsonii Burds., L. huroniensis Burds. & Banik, L. sulphureus clado
E e Laetiporus sp. clado J (este ultimo ja conhecido como L. caribensis
Banik & D.L. Lindner (Banik, 2012)).

Como a similaridade entre a sequéncia consenso de L. gilbertsonii e
as obtidas no estudo tinham taxas maiores que 99%, sabiamos a
identidade de nossos materiais e por isso tentamos testar a arvore
filogenética utilizando um grupo externo diferente daquele usado pelos
autores acima citados.

Ao observar a diferenga macroscopica de L. persicinus, optamos por
considera-lo como representante de grupo externo para comparagdes
(Figs. 9, 10 e 13) entre as sequéncias dentro do género, considerando-o
um género a parte de Laetiporus.

Também testamos um numero menor de sequéncias usando como
grupo externo taxons ja utilizados em trabalhos anteriores sobre o
género como Phaeolus schweinitzii (Fr.) Pat. (PIRES; MOTATO-
VASQUEZ; DE MELLO GUGLIOTTA, 2016) (Fig. 11) e Wolfiporia
dilatohypha Ryvarden & Gilb.(LINDNER; BANIK, 2008b) (Fig. 12).

Na filogenia apresentada por Banik (2008) o autor apresenta uma
hipoétese sobre o posicionamento do género dentro do grande clado dos
fungos poliporoides.. Esta hipdtese sugere que L. persicinus e L.
portentosus nao estariam tdo proximos do clado central das espécies do
género e que W. dilatohypha seria grupo irmao do clado de Laetiporus
Spp.

O reflexo do distanciamento de L. persicinus com as outras espécies
do género ficaram evidentes na distancia representada nos ramos da
arvore gerada (Fig. 9).
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Figura 9. Arvore de Neighbor-Joining gerada com todas as sequéncias de
Laetiporus spp. disponiveis no GenBank (NCBI). As estrelas indicam
valores maiores que 0,05 para NJ. (Grupo externo: Laetiporus persicinus)

A partir da andlise da primeira arvore gerada (Fig. 9), editamos
alguns dados, diminuindo a quantidade de sequéncias a serem
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analisadas, porém, mantendo os clados sugeridos por Banik e Lindner

(LINDNER; BANIK, 2011).
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indicam valores maiores que 0,05 para NJ. (Grupo externo: Laetiporus

persicinus)

Nesta versdo mais enxuta (Fig.10), L. gilbertsonii mostra-se
monofilético, e com a distribuicdo dentro deste clado muito mais
informativa. Dentro dele ha uma divisdo clara entre os espécimes,
formando dois subgrupos, um deles para espécimes da América do Sul

(na figura, A) e outro para a

América do Norte (B).

Apenas uma das novas coletas acaba formando um polifiletismo nas
relagdes internas do clado (seta).
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Figura 11. Arvore de Neighbor-Joining com as mesmas entradas que a
anterior com mudanca de grupo externo para comparacio de
relacionamentos dentro do género. (Grupo externo: Phaeolus schweinitzii)

*

1

Outra arvore mais enxuta foi criada utilizando Phaeolus
schweinitizii como grupo externo (Fig. 11). O monofiletismo do clado L.
gilbertsonii foi mantido e apenas algumas relagdes entre espécimes dos
subgrupos (A e B) se alteraram. A coleta MAR1283 (seta) permaneceu
em sua posi¢do intermedidria na topologia da arvore, tornando as
relagdes internas dentro do clado polifiléticas.
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Figura 12. Arvore de Neighbor-Joining com as mesmas entradas que a
anterior com mudanca de grupo externo para comparacio de

relacionamentos dentro do género. (Grupo externo: Wolfiporia dilatohypha)

Por fim, utilizamos como grupo externo outro tdxon muito comum
nas analises filogenéticas sobre o género, W. dilatohypha (Fig. 12).
Todas as relagdes permaneceram as mesmas dentro do clado L.
gilbertsonii. Para o género, esta arvore ficou mais bem definida em
relagdo ao monofiletismo. Somente nesta arvore o clado L. cincinnatus
(seta vermelha) ficou em uma posi¢do que concorda com os trabalhos de
Banik e Lindner (2011), assim como outros clados de Laetiporus
distribuidos no hemisfério Norte (América do Norte, Europa e Asia).

Estes resultados concordam com as analises de Cui e Song (SONG;
CUI, 2017) que propdem uma hipdtese da biogeografia para o género.
Neste trabalho os autores discutem a possibilidade de que L. gilbertsonii
tem como centro de dispersdo os Estados Unidos seguido de migragdo
para o Sul do continente americano. A formacgao de clados distintos (na
figura, A e B) entre as duas partes do continente pode ser o indicativo
para a diferenciacdo entre as populacdes pertencentes a esta espécie.
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Assim como nas outras analises, a coleta MAR1283 (seta) também
ndo se retine com o subgrupo da América do Sul. Porém, neste teste, o
espécime ndo cria um polifiletismo nas relacdes de dentro do clado, mas
mostra uma historia de divergéncia mais recente do que os grandes
subgrupos (A e B) em L. gilbertsonii.

I0{065950 , Laetiporus gilbertsonii, USA: California, Santa Cruz, Santz Cru...
AN269785 , Laetiporus gilbertsonii, USA:California

AB472638 , Lastiporus gilbertsonii, USA: Cregon, Marion Co.

bz}

EL 402550, Lastiporus gilbertsonii, USA

@

EL 402549, Laetiporus gilbertsonii, USA

17}

AB&72636 , Lastiporus gilbersonii, USA
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MAR1283 Laetiporus gilbertsonii et
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AB47263€ , Lastiporus gilbertsonii var. pallidus, USA: F erida, Wakulla Co...
AB47264C , Lactiporus gilbertsonii var. pallidus,, USA
JNG34769 , Laetiporus gilbertsonii, A-gentina
KP765239, Laetiporus gilbatsonii, Brazil
L MAR1281 Laetiporus gilbertsonii
KP765237, Laetiporus gilbertsonii, Brazil
MAR1277 Laetiporus gilbertsonii

MAR1276 Laetiporus gilbertsonii

— MAR1278 Laetiporus gilbertsonii

* KP765240, Laetiporus gilbertsonii, Brazil

FLOR52949 Laetiporus gilbertsonii

EU402580, Laetiporus persicinus, USA
JO686188 , Laetiporus persic nus
0.06

Figura 13. Arvore de Neighbor-Joining criada para ver a relacio entre
espécimes dentro do clado para Laetiporus gilbertsonii. (Grupo externo:
Laetiporus persicinus)

Por fim, também realizamos um teste de relacionamento apenas
entre as sequéncias dentro do clado L. gilbertsonii (Fig. 23). Apesar de
ndo ser tdo informativa sobre a distribuicdo geografica como a arvore
anteriormente discutida, por causa do seu grande parafiletismo para este
caractere, a relacdo de MARI1283 (seta) com espécimes identificados
como L. gilbertsonii var. pallidus pode ser interessante. Entre todas as
coletas com prefixo MAR, feitas todas no mesmo dia, na mesma
localidade, esta tem uma aparéncia mais clara, tanto da parte superior do
pileo alaranjado como no himendforo amarelo citrico.
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A variagdo de certas caracteristicas, especialmente em relacdo a cor
jé foram discutidas em trabalhos prévios sobre o género (BANIK et al.,
2010a, 2012; BANIK; BURDSALL, 2000; BANIK; BURDSALL;
VOLK, 1998; BURDSALL; BANIK, 2001; LINDNER; BANIK,
2008b).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho conseguiu realizar uma revisdo de material de
herbario, indicando novas identificagdes para aqueles materiais com
informacgdes completas de hospedeiro. Todos os espécimes identificados
como L. sulphureus e que estavam em FEucalyptus spp. foram
redeterminados em L. gilbertsonii.

Alguns espécimes ndo apresentavam caracteristicas morfologicas
para Laetiporus. Estes materiais serdo analisados e se uma nova
identificagdo for alcangada, elas serdo informadas ao herbario de
origem.

Os estudos de materiais de cole¢cdes mostraram a importancia de
um deposito com a maior quantidade de informagdes possiveis sobre um
fungo. O hospedeiro ou substrato em que eles crescem ¢ essencial para
uma identificacdo correta. Mesmo com ferramentas modernas como as
da biologia molecular, ainda dependemos destas informagdes
extremamente importantes. Sem elas, fica impossivel dizer algo sobre
um organismo utilizando apenas materiais desidratados guardados
nestas colegoes.

As coletas feitas em Santa Catarina também contribuiram com
informacdes interessantes sobre o fungo estudado. Laetiporus
gilbertsonii parece ser uma espécie muito comum em ambientes
urbanizados. A periodicidade e sincronia no aparecimento dos
basidiomas também foi outro fator surpreendente. Se em um tronco
comegava a surgir o basidioma, bastava buscar outros hospedeiros ja
conhecidos para encontrar mais basidiomas se formando.

Além disso, duas coletas ainda devem ser estudadas pois foram
encontradas em arvores nativas como hospedeiros. Como a definigdo
entre espécies dentro do género Laetiporus tem uma relagdo muito
grande com os hospedeiros em que os espécimes sdo encontrados, estas
coletas levantam questdes importantes. Uma delas € a possibilidade de
existirem novas espécies para a ciéncia, ou até mesmo uma invasio
bioldgica em que o fungo esteja mudando de hospedeiro, se adaptando
as condigoes locais.

O estudo de culturas foi muito importante para a estruturagdo de
uma cole¢do de culturas vivas mais organizada no laboratério de
micologia. A possibilidade de acompanhar o crescimento da fase
somatica do fungo levantou importantes questdes sobre como ¢é
importante conhecer todo o ciclo de vida de um fungo e nido delegar
apenas ao estudo das estruturas reprodutivas para fins taxondmicos.
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As culturas cultivadas para este trabalho tiveram as mesmas
caracteristicas propostas na chave de identificagdo de Stalpers (1978) e
Nobles (1948). Porém, estes estudos foram feitos antes da modificacio
da circunscri¢do do género. Laetiporus era um género monoespecifico e,
portanto, para abarcar toda a diferenca hoje reconhecida entre as
espécies seriam necessarios novos estudos comparativos para construir
uma chave de identificacdo mais correta.

O objetivo principal deste trabalho era elucidar a distribuicao do
género com base nos registros para o Brasil. Como o problema deste
género ¢ a sua diferenciacdo entre espécies através de caracteres
morfologicos, esperava-se resolver o problema com as técnicas de
biologia molecular através da sequéncia de codigo de barras de fungos, a
regido ITS.

Além do problema inerente em relacdo a delimitacdo das espécies
de Laetiporus, faltaram informagdes essenciais sobre o hospedeiro em
que foram coletados os espécimes encontrados no Brasil.

As sequéncias obtidas possibilitaram levantar hipoteses sobre o
posicionamento de coletas de Florianopolis e de um material
herborizado de L. gilbertsonii frente a espécimes do mundo todo.

As analises corroboram com a hipotese de que L. gilbertsonii teve
origem nos Estados Unidos e suas populagdes se espalharam pelo
continente americano.

Outros dados devem ser levantados e mais coletas devem ser
realizadas para que conclusdes mais robustas possam ser delineadas.
Durante esse trabalho os procedimentos de sequenciamento foram um
obstaculo e possivelmente com uma melhora nos protocolos esse
problema possa ser superado em trabalhos futuros. Da mesma forma, o
baixo sucesso da obtencdo de sequéncias de espécimes herborizados
pode ser melhorado com o desenvolvimento de outros protocolos. Néo
houve tempo habil durante esse trabalho para repetir os procedimentos
de biologia molecular.
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