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Identificagcdo molecular e relacdes filogenéticas despécies da ordem

Phallales

1. Resumo

Os fungos compdem um vasto grupo de organismos eucariotos heterotroficos
morfologicamente muito distintos e apesar dessa diversidadesd@iogeuco estudados.
A ordem Phallales compreende seis familias com maior abundéncia na floresta
Amazodnica. A ordem encontra-se delimitada principalmente com éascaracteres
morfolégicos, entretanto as relagbes entre as familias a@&olamuito conflitantes
resultando assim em um grande numero de sinonimias para a ordeie. d exposto
conduziu-se este trabalho com objetivo de estudar a diversidade daRirdkalese
auxiliar, dessa forma, a delimitagcdo desses organismos. Fotatadas oito espécies
na Amazonia Central. As analises moleculares foram feitas ltase no DNA
mitocondrial e nuclear, a partir destas obteve-se uma anlmgerfética em que foram
propostas algumas alteracdes a nivel de espécie, género iq, fantietanto ainda é
necessario mais trabalhos envolvendo o grupo, afim de ampliar a @geastdos taxa
subordinados neste, visando, desta forma contribuir para sua melhor delimitagao.

Palavras Chave:fungos, filogenia, floresta Amazdnica.

2. Introducgéo

Os fungos constituem um vasto grupo de organismos eucariotos hatmretrof
com morfologia e dimensdes muito distintas, variando desde fanicasscopicas até
formas macroscopicas. Apresentam um conjunto de caracterigtidpsias que
permitem sua diferenciacdo das plantas: sdo aclorofilados, predengabstancias
quitinosas (0 mesmo composto encontrado no exoesqueleto de insetos easusidc
invés de celulose na parede celular da maior parte das espéaiempacidade de
depositar glicogénio, caracteristicas comuns também em cahitaais (KENDRICK,
2001). Alem destas caracteristicas também apresentam outndiarfkzes, tais como
o modo de nutricdo que é absortivo, em geral utilizando uma grandeiddidersle

enzimas para quebrar estruturas complexas (que na maioria da&s n&zesao



degradadas por outros organismos) em substancias mais simpled| dddazao
(STAMETS, 2005).

No passado os fungos foram tratados como pertencendo ao Reino das Plantas
devido a semelhanga com os vegetais, como auséncia de locomocaseanmedtanca
morfolégica que os cogumelos compartiiham com as plantas. Os fungasaso f
tratados independentemente quando Whitaker (1969) propds o estabelecimento do
Reino Fungi, segregando os fungos das plantas. Embora por motivos historicos os
Fungos ainda sejam muitas vezes considerados uma subéarea deaB@éptégamas),
sabe-se com base em evidéncias morfoldgicas, bioquimicas eutams (estudos
genéticos), que os fungos sdo evolutivamente mais proximos dossadonque das

plantas.

O filo Basidiomycotaconstitui um vasto grupo de fungos, com mais de trinta mil
espécies (WEBSTER e WEBER, 2007), que possuem estruturas chabaai@dios
onde nucleos diploides produzem esporos (basidiésporos) haploides por meiose
(ALEXOPOULOS et al., 1996). Em nivel microscopico, os basidiomicptesuem
duas particularidades que caracterizam o filo: uma é a peedengrampos de conexao
que aparentemente ligam células adjacentes das hifas, e a outra é &maedagsporos,
que geralmente séo do tipo balistosporo (liberagcdo ativa), mas quénigoollem ser
do tipo estatismoporos (liberacdo passiva) como nos fungos gasterditlekI(@I TA
e CAPELARI, 1998; CARLILE et al., 2001).

Os fungos gasteroides (historicamente denomin&hsteromycetgs por sua
vez, podem ser caracterizados pela maturacdo dos basididésporos ddrdsiditona,
liberados por estatismosporia (ALEXOPOULOS et al.,, 1996). Nefs®yos, 0s
basidiosporos maturam dentro de um tecido chamado gleba, que possui cavidades
revestidas pelo himénio (ELLIS e ELLIS, 1990).

Alguns gasteroides sdo conhecidos como “puffballs”, “earthstargikhstrns”
e “bird’s nest fungi”. Apesar da diversidade morfolégica, os basaBoppssuem em
comum uma parede externa caracteristica, denominada peridicedfstura pode
apresentar uma a varias camadas e abrir de varias mategms que 0S esporos estao
maduros, ou se mantém fechada, com a liberagcdo dos esporos ocorrendo gaando est
parede se desintegra (MILLER e MILLER, 1988).



Atualmente, gasteromicetes passou a ser uma terminologiaowddaprde
significado taxondémico, por se tratar de um grupo polifilético, confanaieam varios
estudos recentes, utilizando ndo somente dados de morfologia compaatimb@n
dados de ontogenia e filogenia molecular (HIBBETT et al., 1997; KRUGESR.,
2001; BINDER e BRESINSKY 2002; HIBBETT, 2007; MATHENY et al. 2006;
HOSAKA et al,. 2006). Contudo, por questdes histdricas e didaticagesatedenérico
continua sendo utilizado. De acordo com Miller e Miller (1988), o deyasteromicetes
tem sua origem na combinacéo de duas palavras de origem‘gastg” (estbmago) e
“mycetes” (fungo). Assim os consideramos como “fungos-estbmamn”’base na sua

morfologia angiocarpica.

Hoje, ndo restam duvidas de que os gasteromicetes evoluiram deamanei
independente em diferentes linhagens dentro dos basidiomicetos. EsdatiZato de
que a morfologia convergente ndo deve, portanto ser considerada comeadegisi
sistematica uma vez que a forma dos basidiomas € vista como wawel mamoplasia
nos Homobasidiomycete@MONCALVO et al., 2002). Deste modo, 0s gasteromicetes
encontram-se atualmente desmembrados em varias ordeBasiiomycota como
Agaricales Clém, Boletales E.-J. Gilbert, Hysterangiales Hosaka e Castellano,
GeastralesHosaka e Castellano, Russulales Kreisel ex P.M. Kirk, P.AndPae
J.C.DavidPhallaleskE. Fisch. (KIRK et al., 2008). Este ultimo clado foi denominado de
subclassé’hallomycetidagoor Hosaka et al. (2006) com uma abordagem molecular, e
engloba as order?hallales GeastralesHysterangialese Gomphales

A ordemPhallalesFischer compreende os fungos conhecidos como stinkhorns e
lattice stinkhorns, por apresentarem gleba mucilaginosa que a@ies atrativos aos
agentes dispersores, que na maioria das vezes sao insetos (ALEBKOBGt al.,
1996). Com base em andlises de filogenia molecular, Hosaka(20@®) consideram
seis familias para a ordeffrappeaceagClaustulaceagClathraceaeProtophallaceage
Phallaceae e Lysuraceae Os representantes da ordem apresentam uma enorme
diversidade morfolégica e se caracterizam pelo peridio com due&s ecamadas,
inicialmente o peridio envolve completamente o receptaculo e a giabaaturidade
podera se romper (na maioria dos representantes) a partir do apice, o remabaseént
recebe a denominacao de receptaculo (CUNNINGHAM, 1942). Podemcainieinte
hipégeos tornando-se epigeos (desenvolvimento abaixo da terra e decitesra,

respectivamente) com a maturidade, permanecer hipdgeos, ou ainda pedem



totalmente epigeos. As familidgappeaceage Claustulaceaee Protophallaceaesdo
caracterizadas por ndo possuirem pseudoestipe, e muitos ndo pdsseEmncia, ou
seja, o peridio permanece fechado mesmo ap6s a maturacéo da giebapnfere um
corpo de frutificacéo oval a piriforme. O receptaculo pode variar dpsgudoestipe
oco com a gleba localizada no apice (@hallaceaee Lysuraceag a uma estrutura em
forma de gaiolaClathracea¢ formada por bragos que se intercruzam, onde localiza-se
a gleba (CUNNINGHAM, 1942). Em todas as espécies, a glebalafingea a
mucilaginosa, e apresenta odor forte. A gleba € a porcao feértil, sn@mcontram

basidios clavados e basididosporos em forma de bastonete (MILLER e MILLER, 1988).

Apesar de as relagdes entre as familias estarermtgraente bem estabelecidas,
as relacdes entre os géneros dentro de cada familia ou aindaitaci@b taxonémica
entre os taxa, ainda sao conflitantes, o que resulta em um grande gignsaonimias
para a ordemPhallales Isso em parte se deve a dificuldade em separar
morfologicamente os taxa tanto em nivel de espécie quanto de género, devidcea escass
e plasticidade dos caracteres disponiveis para classificaga@itaica (BEGEROW et
al., 2010). Aliado a isso, o fato de possuirem frutificacdo efémeedifil preservacao

do material também influenciam na taxonomia e sisteméatica das espxssasordem.

As classificagBes prévias para esse grupo sdo horizontais aodmwerticais,
como afirma Dring (1980), ou seja, sao classificacdes que prantegs caracteristicas
estruturais, onde espécies sdo colocadas como proximamentengdasi devido a
determinadas semelhangas morfolédgicas. A luz de dados moleciaites, caracteres
morfolégicos mostram-se ser homoplasicos ou filogeneticamemteimi@mativos
(BEGEROW, 2007), e a evolucdo morfolégica convergente pareceesedifundida
entre fungos (HIBBETT et al, 2007). Assim, a filogenia molecptade ser utilizada
como uma importante ferramenta para auxiliar a sistematssesidungos, de forma
que uma classificacdo natural mais préxima da realidade parsatingida. De fato, o0s
altimos 20 anos foram marcados por avancos em metodologias quamfizes
processos de identificacdo de espécies e estabelecimento dehigv@iguicos em
fungos serem mais rapidos e confidveis, através da sistentaticabmica e
filogenética molecular (BEGEROW et al., 2010).

Para fungos onde a taxonomia alfa ainda encontra sérios problemasgé
caso dofPhallales a utilizacdo de ferramentas moleculares € de extreipartiamcia.



Isso possibilita estudos de revisdes taxondmicas, como tambémaagélo confiavel
de espécies proporciona posteriores estudos de ecologia e consensigécpam a
avaliacdo da biodiversidade (BEGEROW et al, 2010). E preciso lembesapesar de
dados moleculares estarem mais acessiveis, 0 Codigo de Nomra@nBlatanica ainda
exige a taxonomia morfologica nas descricbes de novos taxa, dequede devem

aliar os dois tipos complementando-se.



3. Justificativa

A falta de estudos e a consequente escassez de informacOea subodiota
em ambientes tropicais subestima a biodiversidade desse Reingecatisicomo um
dos mais diversos, com estimativas de diversidade que supera a thss Ws@lmente,
conhecemos aproximadamente oitenta mil espécies de fungos, o geigegaaa dois
por cento das estimativas do total existente. As florestascaispisegundo as

estimativas recentes, abrigam a maior parte da diversidade ainda destzonhe

Assim, faz-se necessario o desenvolvimento de estudos que visem o
conhecimento dos fungos em ambientes tropicais, em particular enenéesbde
dominio de floresta Amazdnica, principalmenteRbmllales que possuem sua maior
diversidade nesses ambientes. Ainda, o conhecimento da diversidade dpsr da
moleculares, possibilita a delimitacdo de taxons incertos, ofeleamenta molecular

torna-se fundamental.

Estudos como o presente proporcionardo iniciativas posteriores que envolvam
bioprospeccéo, uma vez que os fungos sintetizam bioprodutos muito inta®ssant
com potencial farmacoldgico. E consideravel a quantidade de meiats#itundarios
ja encontrados em fungos conhecidos, como antibioticos; aliado a isstengaex
diversidade biolégica inexplorada faz dos fungos um dos mais porFBESE2CUISOS
para biotecnologia.



4. Obijetivos
Objetivo Geral

Integrar espécies amazonicas a filogenia molecular da oRfeitales com
sequéncias diagnésticas padrdes e DNA barcodes e com este conjdatimsleinferir

sobre a classificacéo e evolucdo de clados deste grupo.
Objetivos especificos:

» Caracterizar molecularmente (por DNA Barcode) as espédaeesordem
Phallalescoletadas em periodos chuvosos na Amazénia Central.

* Resolver clados da atual filogenia molecular FEleallales integrando as
espécies amazonicas com as espécies conhecidas, delimitaidonageis

hierarquicos na classificagdo da ordem, que atualmente estéo incertos.



5. Metodologia

Coleta, processamento e herborizacdo dos espécimes

- Periodo e areas de coletas

Espécimes ja coletados e depositados no herbario INPA-Fungosuiiiiaatos
para as analises iniciais. Coletas adicionais foram rdakzao periodo chuvoso onde
sdo encontrados o maior numero de frutificacbes de basidiomicetodo da

dependéncia da agua para liberacdo de esporos.

As areas de coleta se concentraram na Amazoénia Centraleas proximas a
Manaus. Com a finalidade de aumentar a representatividade deesspegianalises,
empréstimos de exsicatas foram realizados em diferentes riberb@acionais,
verificando a disponibilidade no INCT Herbario Virtual da Flora e dasgbs
(http://inct.splink.org.br/) e em herbarios ndo cadastrados neste amtados, assim
como em herbarios internacionais. Todas as coletas realizadaspnegto foram
autorizadas pelo Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodivergidatigio)
através do registro feito por meio do Sistema de Autorizagénfoemacdo em
Biodiversidade (SISBio), tendo como numeros de registro: 37506-1, 43426-1 e 38853.

- Estudo e identificacdo dos espécimes

O estudo dos espécimes foi realizado no Laboratério de alunos dacBotani
INPA. Para a analise das microestruturas foram utilizadossedpios e lupas, e foi
seguida a metodologia tradicional para taxonomia deste grupo, ou seja, para@ioonfec
das laminas o material foi cortado a méao livre, com auxilichdena de barbear e
manipulado com estiletes. Para observagdo das microestruturas dionbasioram
feitos cortes transversais, a lupa, e com ajuda de dois estleteamadas foram
separadas e colocadas sobre laminas distintas, contendo KOHiffodié»potassio) a
5 %. Em seguida as hifas foram separadas com o estileteatdéeldo tornar-se quase
homogéneo, sendo finalmente observadas ao microscépio. Para a obtenrgédidas
microscopicas foram feitas 25 medidas de cada uma das mnrigctoes e anotados 0s

valores extremos.



Analises Moleculares
- Extragéo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada com material herborizaffesco, seguindo o
protocolo de Cabral et al. (2012) que emprega o detergente CTAB 2%. Oolwrotoc
consiste em macerar 0,15g do material (qualquer parte do corpotifleaftdo) com
micropistilos, com 500ul de tampéao CTAB 2% (CTAB, NaCl 5M, TrStdM, EDTA
500mM, B-mercaptoetanol) previamente aquecido e incubar as amostrésrém-
maria durante 30 min a 65°C. Em seguida, € realizada a extrag@Adadicionando
cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) e centrifugando a 10000 g por 10 min. égxz#s
fase, adiciona-se isopropanol 60% para precipitacdo do DNA, seguientdéugacao
a 11000 g por 20 min, e lavagem final com etanol 70%. O etanol é entadakbsce
espera-se 0 DNA secar. O DNA foi ressuspendido apés seaamebOul de agua
DNAse Free. ApOs a extracdo, o DNA foi quantificado em eggfetbmetro em

comprimento de onda de 260 nm.
- Escolha dos primers para amplificacdo por PCR

Para amplificacdo das regibes para andlise de filogeniacuhmie foram
utilizados os primers: LROR-LR5 (VIGALYS, 1990) para regido deADNossomico
(nuc-LSU-28S); e ATP6-1 e ATP6-2 (KRETZER e BRUNS, 1999) para regiao do DNA
mitocondrial que codifica a subunidade 6 da ATPase, 0s mesmos prnaensusados

para as reacdes de sequenciamento. As sequéncias de cada primer estda 0h. Tabe

Tabela 1 Sequéncias dos primers utilizados

Primer Sequéncia 5’-3’

LROR ACC CGC TGA ACT TAAGC

LR5 TCC TGA GGG AAACTT CG
ATPG6-1 ATT AAT TSW CCW TTA GAW CAATT
ATP6-2 TAA TTC TAN WGC ATC TTT AAT RTA

- Reacdes de PCR

As amplificacdes das regides foram realizadas conformansasicbes dos
fornecedores das enzimas, considerando as caracteristicafiaspdeitemperatura de
anelamento dos primers escolhidos. Os programas utilizados pargriaer estao

especificados na Tabela 2.



As reac0Oes foram realizadas em volume final de 20ul, contend@a@péo 10x
(Buffer A, 1,5 mM MgC} — kapabiosystems), 0,5 pul de dNTPs (10uM/ul), 0,8 pl de
primers foward e reverse (10uM/ul), 1 ul da amostra de D2bAd/ul), 0,08 ul Taq

DNA Polimerase (5 U/ul), completando com agua para o volume final.

Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 1,5% conado ¢
brometo de etideo, visualizado sob luz ultravioleta e fotodocumentadossynb&a
Transluminador (Bioagency), utilizando-se 3ul do produto de PCR e lping&d de
corrida (Azul de Bromofenol).

Tabela 2 Programas de amplificacdo para cada regido

Regiéo Desnaturacgéo . Extenséo
. . Ciclagem :
Ciclo inicial Final

nuc-LSU 95°C por 5’ 30x [1’a 94°C; 30" a 45°C; 2" a 72°(] 5'ar2qC

5x [35” a 94°C; 55" a 37°C; 1’ a 72°C]
ATP6 95°C por2’ | 30x[35”a94°C;55”a45°C;1’a | 5 a72°C
72°C]

- Purificacéo dos produtos de PCR e sequenciamento

A adequada purificacdo de produtos de PCR é essencial para garentioa
qualidade da sequéncia gerada. Para a purificacdo de produtos derB@Ritilizadas
as enzimas Ex0SAP-IT, Affymetrix, seguindo as instru¢cdes dasededores. O
sequenciamento dos fragmentos de PCR foi feito em reacao alaskamando os kits
de sequenciamento da Applied Biosystems ABI PRISM® BigDye™ Tetariycle
Sequencing Ready Reaction Kit versao 3.1, utilizando as recomendag¢des do Kit.

- Analises filogenéticas

A andlise das sequéncias obtidas foram realizadas conmzag#di de softwares
especificos para gerar as arvores filogenéticas, disponiveisenaetnpara download
gratuito. Para visualizacdo do eletroferograma foi utilizado @@as Pro v. 1.5. Para
montar a sequéncia consenso, 0 programa Geneious (BIOMATTERS -
http://www.geneious.com) foi utilizado, observando-se os parametros deageatias

sequéncias.



Cada sequéncia consenso foi entdo submetida a busca por dadédano
GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/), através da ferramenta BLASASi(BLocal
Alignment Search Tool), para observar se as sequéncias geradespa@adem as
regides desejadas, através da similaridade com outras sequiapmagadas no banco
de dados. Sequéncias de 28S e ATP6 de espécies dasPRhd#alesforam retiradas
do GenBank para as analises filogenéticas. As espéciesdatiizamo grupo externo
foram escolhidas baseadas em estudos anteriores (HOSAKA20048). Assim, tanto
as sequéncias geradas, quanto as sequéncias retiradas do GenBaskloratidas ao
alinhamento para identificacdo de posicdées homologas, no prograstalXiv.2.0.9
(LARKIN et al., 2007), com as condi¢bes default do programa. A edig@nhual do
alinhamento foi realizada com o programa BioEdit (HALL, 1999).

O primeiro passo para construcdo das arvores filogenétieasescolha do
modelo de substituicdes que melhor se aplica aos dados, que sadautibz métodos
de reconstrucdo. O MrModelTest (NYLANDER, 2004), uma versao modifidada
utilizado para analise Bayesiana, pois apresenta o resultallmemde comando para
o MrBayes.

Para construgdo das arvores foi utilizada a analise Bayeaisanés do
programa MrBayes (HUELSENBECK e RONQUIST, 2001). As sequérfoiasn
concatenadas com o script concat.jar (SMITH e DUNN, 2008), aposothasdo
modelo ter sido feita para cada gene em separado. No MrBayesdas fdsam
particionados, com cada particdo correspondendo a uma regido génicaseaom
respectivo modelo de substituicdo escolhido pelo MrModelTest. Fgeradas 2
milhdes de geracbes em duas corridas, com quatro cadeiasAsadaiores foram
amostradas a cada 1000 ciclos, com o quarto inicial descartado diaesafidurn
in=25%). Os valores de suporte foram obtidos pela distribuicdo das picduids
posteriores (PP).

Para visualizacao e edicdo dos dendogramas, foi utilizadoe¥iére (PAGE,
1996) e FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).



6. Resultados

Ao todo foram coletadas 21 espécimes, compreendendo 8 espéRieslldies
da Amazoénia Central. Todas foram incluidas na arvore filogenética.

O DNA extraido foi de boa qualidade, variando em quantidades de ee?Caad
89 ng/ul. As regides ATP6 e nuc-LSU foram amplificadas e seqoascom sucesso,
gerando sequéncias de até 650 pb para ATP6 e 900 pb para nuc-LS¥,etaqu
esperado. A comparacdo das sequéncias obtidas neste trabalho conGesbaiok
realizada através da ferramenta Blast confirmou que aoregiuenciada era a de
interesse. Apoés, as sequéncias do Genbank obtidas pelo blast foradagaestas e as
sequéncias geradas no presente trabalho foram alinhadas e ediadasdo dois
blocos de alinhamento, um da regido ATP6 e outro da regido nuc-LSUblBaddoi
submetido ao teste do modelo evolutivo; para ambos 0s genes, 0 modelaesithi
MrModelTest foi oGeneral Time Reversibl®s dois blocos foram entdo concatenados
para formar uma Unica matriz de dados, composta pelos dois gendanetidas a
andlise bayesiana no MrBayes com as condi¢cdes de corrida seglondka et al.
(2006).

A arvore filogenética obtida corresponde a encontrada em Hosaka(2006)
nas posi¢cdes das familias, com clados bem definidos e bem supovaldoss(de
probabilidade posterior de no minimo 0.68). Os principais clados correspondem as
familias Trappeaceage Claustulaceag Clathraceae Phallaceag Lysuraceae e
ProtophallaceaeNa analise Bayesiana, 20.000 arvores foram obtidas, porém 25% delas
foram descartadas em um periodo llenin, como indicado por Huelsenbeck e
Ronquist (2001). A Figura 01 corresponde a arvore consenso calculadarestante

das arvores.
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Figura 1 Arvore filogenética da ordemhallales obtida por analise Bayesiana. Em vermelho os
espécimes coletados para este trabalho. Os nimeso®s séo valores de probabilidade posterior.



7. Discussao

A arvore filogenética reconstruida mostrou topologia semelhareexigtente
definida por Hosaka et al. (2006). Porém, com a insercdo de espaw@eénicas,
algumas diferencas podem ser observadas.

FamiliaPhallaceae

Descrita por Corda (1842)Phallaceae é uma familia bem definida e
compreende os fungatinkhorns que recebem esse nome por exalarem odor fétido do
basidioma maduro (ALEXOPOULOS et al.,, 1996). De uma forma gerajéosros
dessa familia compartilham caracteres como o corpo de frgiicaomo um estipe
cilindrico Unico, oco e com cavidades, com a gleba cobrindo a supextteima do
apice, que pode ser modificada ou com pileo campanulado; peridio com ttéas a
camadas, esporos elipticos cobertos por mucilagem. A difereng@ @ntgéneros
consiste em detalhes peculiares, como a presenca de um indugkctgophora
presenca de uma caliptra no apice leajahya, auséncia de indusio eRhallus gleba
formando uma constricdo perto do apice do estipe Stameliomycese o apice
modificado emMutinus Cunningham (1942) considerava sete génddastyophora,
Itajahya, Phallus, Mutinus, Staheliomyces, Aporophallus e Floccomuthaugntanto,
Kreisel (1996) sinonimizou o0s géneroBictyophora, Aporophallus, Itajahya,
Echinophalluse EndophallufZANG E PETERSEN, 1989), incluindo-os éthallus

Com a inclusdo de alguns representantes Neotropicais da feindiceae
pode-se observar na Figura 01 a formacdo de um clado composto peeeses
Staheliomyces cinctus Xylophallus xylogenysjue forma um grupo irmdo das outras
espécies incluidas na familidhallaceae Estas duas espécies compdem géneros
monotipicos, ou seja, géneros com uma Unica espécie, e para ambos s exsren regi
na América Central e norte da América do Sul. Apresentanctessdiicas bem
peculiares e diferentes dos outros géneros da farSieneliomycegpossui a gleba
localizada em uma constricdo perto do apice e pseudoestipe perfkrgdia 03);
enguantoXylophallusndo possui poro no apice, possui tamanho diminuto (até 1,5 cm),
o pileo é continuo com o pseudoestipe, 0 qual é composto por cavidades alveolares
(Figura 02). Devido a essas caracteristicas distintas e a divergécmidérada na arvore

filogenética, pode-se sugerir que o clado formado por esses doisggéappde uma



nova familia na ordenfPhallales porém mais espécimes precisam ser analisados e

adicionados na arvore para dar maior robustez e consequentemente maior certeza.

Figura 2 Basidiomas da espéigllophallus xylogenug-oto: Tiara S. Cabral.

Outro clado bem suportado € do gérehallus.Esse género € o mais diverso da
familia, possuindo cerca de 18 espécies (KIRK et al., 2008), combulisiio
pantropical. Kreisel (1996) sinonimizou varios outros géneros da farofiendo
secoes e subsecdes dentro do géRbedlus Uma dessas secdes corresponde ao antigo
géneroDictyophora caracterizado principalmente pela presenca do indusio (MILLER e
MILLER, 1988). Na arvore filogenética obtida no presente trehglode-se observar
gue as espécies que possuem indi&al{us cinnabarinus, Phallus indusiatus, Phallus
merulinus, Phallus atrovolvaty$ormam um grupo polifilético, indicando que o indusio
surgiu pelo menos duas vezes durante a evolucédo dentro do Béa#us (Figura 01).

Isso corrobora a hipdtese de Kreisel ao sinonimizar o g&ietgophoracomPhallus
baseado na suposicdo de que o indUsio ndo € um carater suficiensepzaer 0s
géneros. Kreisel (1996) também criou a seGlutriavia baseado na espédihallus
merulinus (= Clautriavia meruling, para agrupar as espécies com receptaculo
merulioide, ou seja, receptaculo com superficie granulosa. Na Figurpode-se
observar um clado formado por espécies tropicais com receptaculiomer(@Phallus



merulinus Phallus atrovolvatus porém outras espécies que estdo na secédo nao foram
analisadas no trabalho. Apesar disso, esses resultados podem indicarcayder
“receptaculo com superficie merulidéide” surgiu apenas uma vez duraet®lucao

dentro do género, podendo servir de carater diagnostico para definir £kagéavia.

Baseado na espédimjahya galericulata Kreisel (1996) criou a secatjahya
dentro do génerBhalluspara agrupar as espécies que possuem caliptra no pileo (Figura
03). Cabral et al. (2012) observaram que a espd@dius roseug= Itajahya rosea se
agrupava separado @&hallus concluindo entédo que tratava-se de um género separado,
que tinha como carater diagnostico a presenca de caliptra. &sséafbém foi
observado por Trierveiler-Pereira et al. (2014), e no preseatialto corroboramos

essa hipétese.

Cabecga

Caliptra \

Constricdo formada
pela gleba

=m0 0SS

Sy X

%ﬁ o2'm ”/
O oy —

66a8's
[ °.b

#2'9

Figura 3A. Phallus indusiatusB. Itajahya galericulataC. Staheliomyces cinctus. Adaptado de Miller e
Miller, 1988.

A familia Lysuraceaefoi reconhecida por Corda (1842), mas varios autores
subsequentes trataram como pertencendo a faBikdhraceae (DRING, 1980;
JULICH, 1981). Hosaka et al. (2006) com base em dados moleculares, airaeguar

0os membros da antiga familiaysuraceaede fato formavam um clado separado de



Clathraceae de modo que redefiniram entdo a familia novameuysuraceaesngloba

espécies com estipe alongado, com a gleba dividida por suturas no receptaculo.

A espécieAseroé arachnoideéFigura 04) foi coletada na Amazénia brasileira
no presente trabalho, e o géné&seroépertence a famili€lathraceae O género foi
inicialmente proposto para acomodar a espécieubra (LABILLARDIERE, 1806).
Desde entdo foram descritas outras espégiesrachnoidea(FISCHER, 1890)A.
coccinea(2007) eA. floriformis (2005), sendo esta ultima transferida para o género
Abrachium devido a auséncia de bracos (CABRAL et al., 2012). Esse género pode ser
morfologicamente caracterizado pelo basidioma que emerge de umea hrainca,
consistindo em um estipe cilindrico com bracos na margem do redeptivergindo
com pontas livres, e a gleba localizada na superficie superior dodtiscbracos, ou
nos dois (Dring, 1980). Na arvore filogenética deste trabalho, a espéer@é
arachnoidease agrupa na famillaysuraceagao invés d€lathraceaecomo esperado.
Recentemente, Trierveiler-Pereira et al. (2014) também obasrvasse fato e
realocaram a espécie para o gérgrsurus de forma que atualmente essa espécie €
consideradd.ysurus arachnoideudNo presente trabalho também pode-se verificar que
uma segunda espécie do género, obtida da colecdo do herbario de Tyttdagital
Institute (TMI), denominadAseroé coccinetambém se agrupa na familigsuraceae
e portanto deve ser transferida de género.

Figura 4A. Aseroé arachnoided. esporos em microscopia 6tica. Foto: Tiara S. Cabra



8. Conclusao

O presente trabalho demonstra a importancia da inclusédo déesspéaeco ou
nao representadas na filogenia de um grupo, principalmente pagrasgomde a
taxonomia alfa ainda € problematica. No caso Rloallales incluindo-se as espécies
Neotropicais, pode-se observar alteracbes em nivel de espéci® gumsivelmente

familia, os dados aqui relatados sugerem que:

O clado formado poftaheliomyces cinctus Xylophallus xylogenysdevido
caracteristicas distintas e a divergéncia encontrada vaeafilogenética,
compde uma nova familia na ordem Phallales.

* Na secao Dictyophora (antigo généatyophorg a presenca do indusio era
considerada como sendo uma caracteristica diagnodstica do géreerélisa
filogenética mostra que as espécies que possuem essa tsieatirmam um
grupo polifilético, indicando assim que a presenca do indusio apareceu pel
menos duas vezes durante a evolucéo, corroborando com a hipotese de Kreisel.

* Na secdo Clautriavia (antigo géne@autriavia) a presenca do receptaculo
merulioide poderia, de fato, servir de carater diagndstico para o género.

* A espécieAseroé coccinegue pertencia a familia Clathraceae de acordo com

analises morfoldgicas, nas analises filogenéticas se agrupa na faysilraceae

e, portanto deve ser realocada.

Porém, todos esses resultados somente serdo confirmados com uma maior

amostragem de espécimes e a adicao na arvore para uma maior robustez dos dados.
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