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RESUMO GERAL

O género Cyathus Haller: Pers., junto com mais quatro géneros, formou, por muito tempo, um
grupo conhecido como “Bird’s nest fungi” devido a morfologia conica com estrutura lenticulares
em seu interior, lembrando ovos em seus ninhos. Os estudos morfoldgicos, durante muito tempo,
forneceram a base para as diferentes construgdes de classificagdo infragenérica e, como muitas
espécies se diferenciavam de forma ténue, isso gerava muita polémica. Sequéncias de DNA vém
sendo usadas para esclarecer melhor a historia evolutiva do grupo. No Brasil, o grupo ¢
pouquissimo estudado, de forma que mais trabalhos envolvendo a unido da taxonomia molecular
com a tradicional sdo necessarios para uma melhor compreensdo do género. Assim, o presente
trabalho teve como objetivos inferir a filogenia de espécimes de Cyathus oriundas do nordeste
brasileiro e, com a associa¢do dos caracteres morfologicos, propor uma classificacdo melhor para o
taxon. Para isso, foram examinadas 46 exsicatas, das quais seis eram do herbario JPB, cinco do
Herbario HUEFS e 37 do herbario de Fungos UFRN, sendo que este ultimo apresenta o maior
numero de exsicatas de Cyathus no Nordeste, somando um total de 19 espécies. Dos 46 espécimes,
33 foram utilizados para extracdo de DNA, resultando no sequenciamento da regido ITS de seis
espécies e da regido LSU de oito espécies. As arvores filogenéticas mostram que essas espécies se
encontram em clados separados das demais espécies oriundas de regides ndo tropicais, no entanto,
ndo altera a topologia geral dos principais clados sugeridos em trabalhos anteriores. De acordo com
os estudos taxondmicos tradicionais, temos duas espécies que constituem segundo registro para o
mundo: C. pedicelatus e C. setosus; uma primeira referencia para o Brasil de C. olivaceobrunneus,
e a primeira referéncia para o Nordeste de C. bekerleyanus. A andlise dos dados moleculares aponta
para a delimitagd@o de cinco novas espécies para a ciéncia. Todas as sequéncias de DNA geradas

foram depositadas no GenBank e sdo novas para o banco de dados.

Palavras-chave: fungos gasteroides, filogenia, classificacdo, herbarios, ITS rDNA, LSU rDNA.



ABSTRACT

The genus Cyathus Haller: Pers., together with other four genera, formed a group known as bird's
nest fungi due to their conic morphology with lenticular structures inside resembling bird’s eggs in
their nests. Morphological studies, for a long time, provided the basis to the different constructions
of infrageneric classification and, as many species differed weakly from one another, that generated
much controversy. DNA sequences have been used to better clarify the evolutionary history of the
group. In Brazil, the group is as yet poorly studied, hence, more work involving the union of the
traditional and molecular taxonomy is needed for better understanding of the genus. Therefore, this
work had the objectives of inferring the phylogeny of specimens of Cyathus from the Brazilian
Northeast and, in association with morphological characters, to propose a better classification for
the taxon. Forty six exsiccates were examined, being six from JPB herbarium, five from HUEFS
herbarium and 37 of UFRN-Fungos herbarium. The latter has the largest number of exsiccates of
this genus in the Northeast, totaling 19 species. Thirty-three specimens were chosen for DNA
extraction, resulting in the sequencing of the ITS region of six species and the LSU region of eight
species. The phylogenetic trees show that these species sampled in this work are positioned in
clades separated from those reported from non-tropical regions, however, this does not change the
general topology of the main clades suggested in the works published previously. According to the
traditional taxonomy studies we have two species that constitute the second record to the world, C.
pedicelatus and C. setosus; one first record to Brazil, C. olivaceobrunneus; and one first record to
the Northeast region of C. bekerleyanus. Analysis of the molecular data suggests five new species
to Science. All DNA sequences of the tropical species sampled were deposited in the GenBank and

are new records for the database.

Key-words: gasteroid fungi, phylogeny, classification, herbaria, ITS rDNA, LSU rDNA.
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1. INTRODUCAO

O género Cyathus faz parte da tradicional familia Nidulariaceae (Dring, 1973; Alexopoulos et
al., 1996) e conta atualmente com 45 espécies (Kirk et al., 2008). E caracterizado pela morfologia
conica dos basidiomas, em forma de sino ou vaso, na por¢do interna se encontram estruturas
lenticulares denominadas peridiolos, que abrigam a massa de esporos, conferindo um aspecto de
ovos no interior de ninhos, dai vem a denominagdo popular de fungos ninhos-de-passarinho
(Brodie, 1975). Seus basidiomas sdo pequenos, medindo de 6 a 7 mm, alguns atingem até 10 mm;
sua cor pode variar entre marrom-claro, branco, cinza, amarelo ou marrom-ferrugem (Brodie,
1975). O seu basidioma ¢ formado por trés camadas distintas, sendo a primeira fechada por uma
espécie de tampa, denominada de epifragma, o qual se rompe irregularmente (Lloyd, 1906; Brodie,
1975). Apresenta peridiolos lenticulares, escuros e cobertos, em algumas espécies, por uma tunica
fina presa a parede interna do peridio por um funiculo. Os basidiosporos sdo lisos, hialinos com
tamanho e forma variavel (Lloyd, 1906; Brodie, 1975).

A classificacdo infragenérica de Cyathus variou muito ao longo dos anos. O género Cyathus
foi estabelecido por Haller em 1768 sendo dividido em dois grupos infragenéricos: Eucyathus e
Olla; em seguida, Lloyd (1906) subdividiu o grupo Eucyathus em dois e o Olla em trés totalizando
cinco grupos. Na década de 70, Brodie publicou mais de 50 trabalhos e duas monografias onde
foram descritas 62 espécies e Cyathus foi subdividido em sete grupos: Striatus, Poeppigii, Olla,
Pallidus, Triplex, Gracilis e Stercoreus. Estes trabalhos sdo fundamentais para a identificacdo
morfologica dos espécimes deste género, no entanto, algumas situagcdes problematicas ocorrem em
funcdo dos limitados caracteres disponiveis e nem sempre ¢ possivel chegar a um consenso sobre a
espécie em questdo.

Sequéncias de DNA vém sendo usadas para indicar possiveis detalhes morfologicos
previamente ignorados por taxonomistas, visto que a mudanga de bases nitrogenadas do DNA pode
determinar mudangas na morfologia e essas informagdes acabam por proporcionar melhor
entendimento do processo evolutivo e, consequentemente, na sistematica (Pege & Homes, 1998). A
grande explosdo de estudos moleculares na taxonomia teve inicio na década de 90, com analises de
PCR- Polymerase Chain Reaction (White et al., 1992). Esse processo possibilitou analises de uma
pequena quantidade de células fungicas, de esporos Unicos e, em alguns casos, de material
herborizado (Carlile & Watkinson, 1994).

Trierveiler-Pereira & Baseia (2009a) mostraram que o género Cyathus ¢ pouco estudado no
Brasil, onde s6 tinham sido registrados exemplares nas regides da Amazonia, Sul e Sudeste, sem
qualquer registro do género para o nordeste brasileiro. Trierveiler-Pereira & Baseia (2009b)

revisaram o Herbario URM, constatando a presenca do tdxon pela primeira vez no nordeste
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brasileiro, no estado de Pernambuco. Atualmente, o Brasil conta com 14 espécies registradas de
Cyathus (Trierveiler-Pereira & Baseia, 2009a, 2009b).

Cyathus possui um importante papel ecologico na ciclagem de nutrientes nos ambientes
florestais (Lloyd, 1906; Brodie, 1975; Baseia & Milanez, 2001). Existem ainda muitas espécies,
com grande potencial na industria farmacéutica, das quais sdo obtidos diversos metabolitos (Johri et
al., 1972; Brodie, 1975; Ayer & Paice, 1976; Ayer et al., 1976, 1978, 1979). Um exemplo desses
metabolitos ¢ a cyathina, uma nova classe de diterpenoides, que apresenta uma evidente atividade
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bolores ¢ leveduras (Liu & Zhang, 2004).

O conhecimento da diversidade bioldgica € essencial para sua preservacdo. No caso dos
fungos, a falta de conhecimento ¢ alarmante: menos de 7% da diversidade sd3o conhecidos
(Hawksworth, 2001; Blackwell, 2011). Pesquisas sobre diversidade de fungos em biomas tropicais
tém proporcionado constantemente a descoberta de novas espécies. Estes estudos, no entanto, ainda
sdo preliminares sendo necessarios projetos que ampliem o conhecimento dos diversos biomas,
principalmente os menos estudados como o semi-arido brasileiro, e permita estabelecer uma boa
estratégia de conservacdo das areas protegidas.

Assim, trabalhando com a hipdtese de que a utilizagdo da ferramenta molecular somada aos
dados morfologicos resultara em uma melhor classificacdo para o género Cyathus, além de
possibilitar a compreensdo e delimitacdo dos caracteres informativos, temos como objetivo ampliar

o conhecimento do género Cyathus, utilizando ferramentas morfoldgicas e moleculares.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Caracteristicas Gerais de Nidulariaceae

O género Cyathus apresenta seus caracteres mais marcantes na forma do basidioma, que ¢ em
forma de vaso ou funil, em seu interior se encontram as estruturas lenticulares chamadas de
peridiolos, onde se encontram os esporos (Brodie, 1975). O ciclo de vida e a reproducdo sexuada
destes fungos condizem com o da maioria dos basidiomycetes em que ocorre somatogamia com
posterior fusdo dos nicleos sexualmente compativeis, seguida de meiose resultando na producao de
quatro nucleos haploides (Brodie, 1975). Este grupo apresenta um tipo de dispersdo caracteristico
chamado de “splash-cups”, pois seus peridiolos sdo dispersos através do impacto da gota de chuva
dentro do basidioma, arremessando os peridiolos que se prendem a vegetacdo do entorno pelo
corddo funicular (Martin, 1927). Brodie (1956) descreve a estrutura do corddo funicular como
sendo importante na filogenia da familia Nidulariaceae, ressaltando que os géneros mais ancestrais
(Nudularia, Micocalia e Nidula) nao teriam o corddo funicular, ¢ os mais recentes (Crucibulum e
Cyathus) o teriam.

A morfologia do basidioma maduro pode variar, exceto em Mycocalia e Nidularia, nas formas
de cupula, vaso ou ainda de um sino invertido (Brodie, 1975). Nas duas excecdes citadas, os
basidiomas sdo subcilindricos a globosos. Na taxonomia do género, varias caracteristicas t€ém sido
utilizadas no decorrer da historia na tentativa de descrever as diversas espécies que existem, no
entanto, algumas destas se mostraram mais efetivas na caracterizagdo do taxon e estas serdo

detalhadas a seguir.
2.1.1 Peridio

Em Cyathus a parede (peridio no senso stricto) ¢ distintamente formada por trés camadas
(Figura 1) (Brodie, 1975): exoperidio (a mais externa), mesoperidio (fica entre a camada mais
externa e a mais interna) e endoperidio (a mais interna). Na taxonomia as camadas que possuem
destaque sdo a externa e a interna. Estas podem variar na colorag@o: aqui o exoperidio e endoperidio
sdo observados quanto a coloracdo onde o castanho ¢ o mais comum, podendo variar para um tom
mais escuro, tendendo ao preto, ou para um tom mais claro, tendendo ao branco; revestimento: o
exoperidio ¢ frequentemente hirsuto ou tomentoso; e superficie: que pode apresentar uma série de
estrias longitudinais tanto no exoperidio (Figura 1) como no endoperidio (Figura 1). Esta tltima

caracteristica ¢ fundamental nas chaves artificiais de identificacao.
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Exoperidio Endoperidio

Mesoperidio

Peridiolos

Figura 1: Seccio de um Cyathus striatus modificado de Brodie (1975),
indicando localizagdo das trés paredes do peridio: endo, meso e exoperidio
mais a posicio dos peridiolos.

2.1.2. Boca
A abertura apical ¢ referida como boca que pode ser mais ou menos revoluta. Para descrigao
de espécimes, o que ¢ levado em consideragdo € a sua margem que pode assumir ao menos trés
caracteristicas (Brodie, 1975): glabro (Figura 2), quando a margem se apresenta lisa; fimbriado
(Figura 2), quando ¢ possivel observar fimbrias na margem; e setoso (Figura 3), quando observamos

na margem uma série de setas.
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Figura 2: Imagem retirada de Gomes & Péres-Silva (1988) mostrando espécies
com a boca glabra (espécie 4 C. bulleri e espécie 6 C. earley), e com boca estriada
(espécie 5 C.cheliensis).

Figura 3: Espécie com boca setosa Cyathus
setosus. (Desenho de Rhudson H. S. F. Cruz).

2.1.3. Epifragma

Uma fina membrana (Figura 4), denominada epifragma, que reveste a boca estd presente em
basidiomas jovens e, de acordo com Lloyd (1906), consiste em duas camadas: uma mais externa,
sendo peluda ou tomentosa e de mesma consisténcia do exoperidio; e outra mais interna, fina e
branca que se estica através da boca (como se fosse a tampa de um tambor). Esta membrana esta
ausente em Nidularia ¢ Mycocalia (Brodie, 1975). Em Crucibulum e Nidula, as duas camadas
persistem até o rompimento do epifragma enquanto que, em Cyathus, a camada tomentosa vai se

degradando, deixando a mais interna exposta (Lloyd, 1906) e, com o desenvolvimento do
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basidioma, o peridio se expande lateralmente de forma gradual até a completa ruptura do epifragma

(Brodie, 1975).

Figura 4: Basidioma fechado (seta) com epifragma
intacto mostrando a camada mais externa (marrom) e
a mais interna (branca). Foto de Iuri G. Baseia.

2.1.4. Peridiolos

Correspondem aos pequenos ‘ovos’ encontrados no interior dos basidiomas, que sdo os
esporangiolos , na literatura especifica, sdo encontrados sob a denominagdo de peridiolos (Lloyd,
1906). Sao lenticulares, circulares ou irregulares, normalmente com um ou dois milimetros de
diametro (raramente trés) (Brodie, 1975). Um peridiolo seccionado (Fig. 5) mostra em seu interior
uma série de complexas estruturasem cuja por¢ao central (geralmente esbranquigada) contém uma
massa de basididsporos imersa em um meio gelatinoso (Lloyd, 1906). A seccdo de um peridiolo
mostra ainda uma espessa camada escura que corresponde ao cortex, podendo ser de uma camada
(homogéneo), ou de duas camadas, das quais a mais externa tende a se separar da outra quando a
estrutura é cortada (Brodie, 1952). E preciso cautela ao analisar essa caracteristica, pois a presenca
da tlnica pode revelar uma falsa camada do cortex, levando o pesquisador a caracteriza-lo como de
cortex duplo (Brodie, 1952). A morfologia externa do peridiolo possui, ainda, outras estruturas

como o funiculo e a tinica.

O funiculo ¢ formado por uma série de estruturas (Fig. 5) que confere a espécie a capacidade
de dispersdo. O primeiro estudo cientifico acerca da sua estrutura e funcéo foi realizado, de acordo
com Brodie (1956), pelos irmdos Tulasne. No entanto, ainda de acordo com Brodie (1956), eles ndo
conseguiram expor, apesar de todo o detalhamento estrutural fornecido no trabalho, a real func¢do
desta estrutura. Assim sendo, a importdncia do funiculo ou complexo funicular reside no

mecanismo de dispersdo (splash-cup) das espécies deste grupo (Brodie, 1956). Quando o peridiolo
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¢ expulso do basidioma, devido a pressdo da gota de chuva ao cair no interior do basidioma
cupulado, o funiculo (Fig. 5 ‘1, 2, 3’) se expande e, ao atingir um substrato (tronco, folha, etc),
prende-se através do hapeteron (Fig. 5 ‘A, B, C’) e, consequentemente, o corddo se estica todo e
enrola-se junto ao substrato (Brodie, 1956). Desta forma, o complexo funicular possui um papel

crucial no processo de disseminacao do peridiolo.

Basicamente, o complexo funicular consiste na por¢do (estipe ou corddo) que se prende a
parede interna do peridio até a base do peridiolo (Fig. 5 X D) (Brodie, 1975). Em Cyathus, existem
trés partes: 1) bainha (Fig.5 X E) — rede tubular de hifas largamente presa a parede interna do
peridio; 2) pega média (Fig. 5 X E-s) — corresponde a por¢do em que as hifas se unem intimamente
de tal forma que, em seu conjunto, perde a forma de cordao tornando-se mais espessa; 3) bolsa (Fig.

5 X G) — a peca média se expande até o topo onde as hifas estdo presas a parte superior do funiculo.

Figura 5: Funiculo ou Complexo Funicular (Extraido
de Brodie, 1956). A, B, C. Mostram as estapas de
quando o peridiolo é expandido, mostrando a
extensdo da peca média (m), a ruptura da bolsa (p) e
parte do hapeteron (h). D. Mostra o funiculo
extendido e ao final o hapteron; E. Mostra a bainha
(s) e a peca média; F. Mostra a insercio das hifas da
peca média com a bainha; G. Bolsa aberta
mostrando a inserciao das hifas do cordao funicular
(f) com a parte interna da bolsa; H. Detalhe das hifas
entrelacadas que formam a bolsa; I. Seccio do
peridiolo mostrando o funiculo (tinica ‘t’, cortex ‘c’,
cordio funicular ‘f’, hapteron ‘h’).

Na maioria das espécies, existe uma fina membrana que reveste os peridiolos, geralmente de

coloracdo esbranquicada, denominada de ‘tinica’ (Fig. 5 X I-t) (Lloyd, 1906). Em Crucibulum, a
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tlnica € mais espessa e quase sempre ¢ possivel visualiza-la quando desidratado (Brodie, 1975). Ja
no género Cyathus, objeto deste trabalho, ¢ bastante dificil sua visualizag¢do, principalmente em
espécimes desidratados. Além disso, ao seccionar o peridiolo ou o basidioma, frequentemente a

tunica se perde (Brodie, 1975).
2.1.5. Esporos

No interior dos peridiolos se localizam os basidiosporos unicelulares e pouco coloridos. Sua
forma varia de ovoide, esférica, elipsdide a ciatiforme (quando o esporo apresenta-se curvado). O
tamanho do esporo vai de 4 um em Cyathus microsporus podendo chegar até 50 um em C.
poeppigii (Brodie, 1975). E comum que ocorra uma variagio consideravel no tamanho de esporos e
até mesmo dos peridiolos, dependendo da espécie. Isso, geralmente, se da devido a maturagdo
diferenciada no interior dos peridiolos. Em algumas espécies, os basidiosporos podem apresentar
paredes delgadas ou espessas devido ao esporo ter a capacidade de continuar a se desenvolver
mesmo apos ter se separado do basidio. Esta variagdo na espessura da parede do esporo consiste em
critério de identificacdo ao nivel de espécie (Brodie, 1975).

Os basidiosporos podem apresentar estruturas conspicuas, discerniveis apenas ao
microscopio, como, por exemplo, o apiculo ilustrado por Brodie (1967). Na ultraestrutura da
superficie dos basidiosporos, a superficie ¢ lisa (Eckblad, 1971). Diferentes espécies podem ser
discernidas através da arquitetura da superficie dos esporos. No entanto, os resultados desses
estudos para o género nao sdo considerados relevantes, portanto, ndo se faz necessaria a
microscopia eletronica de varredura nessas espécies.

A natureza quimica da parede €, principalmente, quitinosa ou uma mistura de quitina e
hemicelulose (Brodie, 1975). A parede dos esporos pode ser delgada, se comparada com o seu
didmetro, como ocorre em C. olla (Batsch.) Pers., ou muito espessa, como em C. crassimurus e C.
stercoreus. Ao microscopio de luz, as paredes dos esporos de algumas espécies ddo a impressdo de
serem estriadas ou compostas por varias camadas. Espécies como C. olla apresentam esporos
pequenos, mas em grandes quantidades, enquanto que C. stercoreus apresenta uma pequena
quantidade de esporos, no entanto, sdo de tamanho relativamente maior (20-35 x 20-25 um). Além
disso, como relatado por Lloyd (1906), alguns peridiolos ndo possuem basidiosporos.

Comumente, quatro esporos sdo formados em cada basidio, como em C. striatus, no entanto,
também podem ser formados um dois ou até trés, dependendo da espécie e, em alguns espécimes de
C. stercoreus, esse numero pode chegar a oito (Martin, 1927). Como ¢ caracteristico dos fungos
gasterdides, Cyathus também ndo apresenta descarga ativa de esporos, apresentando basidiosporos

sésseis no basidio.
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A maturagdo procede com o colapso do basidio e sua posterior gelatinizacdo. Os tecidos de
lignina nas paredes dos peridiolos sdo também gelatinizados, empurrando os esporos para o centro
do peridiolo, que ficam submersos em uma matriz gelatinosa. Quando os esporos sdo liberados de
seus basidios, eles também ficam livres dos esterigmas. Os basidiosporos sdo geralmente
binucleados e a maturacdo ¢ resultado de divisdes mitdticas, porém, algumas espécies podem
apresentar um nuicleo em cada esporo e outras mais de dois, dependendo das divisdes nucleares. Em
todos os representantes do género, o micélio ¢ homocaridtico.

E comum que experiéncias com germinacio de fungos gasterdides nio tenham sucesso. O
género Cyathus, portanto, ndo foge a regra apresentando uma baixa porcentagem de germinacdo em
varios experimentos (Brodie, 1975). Algumas espécies cujos basidiomas sdo ingeridos por
herbivoros tém esporos que entram em um tipo de dorméncia, pois o trato digestivo ndo compde um
ambiente favoravel a germinagdo, embora essa teoria ainda ndo esteja comprovada

experimentalmente.

2.2. Classificacao

Talvez o primeiro tratamento critico que o género Cyathus tenha recebido seja em 1601 com o
botanico Clusius (Brodie, 1975). Registros anteriores a esta data at¢é o momento nido foram
encontrados e ¢ unanimidade entre os principais autores que trabalharam com este tixon que o
ponto de partida para estudo do género seja a partir de Clusius (White, 1902; Brodie, 1975). Nesta
época, ndo havia tantos niveis de classificacdo como conhecemos hoje e, basicamente, os seres
vivos se diferenciavam em Plantas e Animais, por isso o taxon era constantemente estudado por
botanicos que eventualmente os classificaram como fungos produtores de sementes (Brodie, 1975).
Estas idéias perduraram por um bom tempo, mesmo apés a publicacdo da grande obra de Linnaeus
(1735), que lancava formalmente, talvez, uma das primeiras classificagdes dos seres vivos, estando
os fungos (inclusive Cyathus) junto com as plantas.

A definicdo de ordem e familia comecou a ser discutida e interpretada com as obras de
Persoon (1801), estando Cyathus na ordem Sascocarpi, e Fries (1821), estando Cyathus na
subordem Nidulariaceae (Martinez, 1956). Posteriormente, Berkeley (1860) eleva a categoria de
subordem de Fries para ordem e logo em seguida Winter agrupa os gé€neros Nidularia, Cyathus,
Crucibulum e Sphaerobolus em uma familia (Martinez, 1956). Em 1889, Schroeter separa
Sphaerobolus criando a familia Sphaerobolaceae a qual Fischer (1900) a coloca na ordem
Plectobasidiinae deixando a ordem Nidulariineaec com uma unica familia (Martinez, 1956).

Em trabalhos como Coker & Couch (1928), Cunningham (1942), Bottomley (1948), Zeller

(1949) e varios outros colocam Nidulariaceae e Sphaerobolaceae em uma unica ordem Nidulariales.
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Durante muito tempo Cyathus pertenceu a ordem Nidulariales (Cunningham, 1944), a qual
compreendia duas familias: Sphaerobolaceae J. Schrét. ou “cannon balls” e Nidulariaceae Dumort,
também conhecidos como “Bird’s Nest Fungi” (Dring, 1973; Alexopoulos et al., 1996). No entanto,
a partir de trabalhos feitos com base em dados moleculares, essa ordem foi desconsiderada e suas
familias foram incorporadas em duas outras ordens (Zhao et al., 2007; Kirk et al.,2008; Zhao et al.,
2008). A familia Sphaerobolaceae foi rearranjada para a ordem Geastrales (Hosaka et al., 20006) e
Nidulariaceae para a ordem Agaricales Underw.

A familia Nidulariaceae fazia parte do grupo artificial dos fungos gasteroides por apresentar
liberacdo passiva dos esporos e desenvolvimento angiocarpico, no qual os esporos ficam no interior
do basidioma que permanece fechado durante toda a fase de desenvolvimento (Alexopoulos et al.,
1996). Até entdo, a familia Nidulariaceae apresentava cinco géneros (Tab. 1): Mycocalia Palmer,
Nidularia Fr., Nidula V.S. White, Crucibulum Tul. & C. Tul. e Cyathus. Também fazia parte desse

grupo o género Sphaerobolus Tode.

Tabela 1: Diferengas morfologicas entre os géneros da familia Nidulariaceae (Brodie, 1975).

Género Caracteristicas

Nidularia '] Peridio com apenas uma parede robusta formada por hifas espinhosas.
[0 Peridiolos claros

Mycocalia [ Peridio efémero podendo estar ausente composto por apenas uma parede,
[0 Peridiolos geralmente de cor castanho

Nidula [0 Forma de vaso ou funil,
[0 Peridio formado por apenas uma camada,
[0 Peridiolo ndo apresenta cordao funicular

Crucibulum [ Forma de vaso ou funil
[0 Peridio com apenas uma camada
[l Cordao funicular presente simples

Cyathus [ Forma de vaso ou funil
1 Peridio com trés camadas
71 Cordao funicular complexo com presenca do “hapteron”

Tulasne & Tulasne (1844) dividiram o género em duas se¢des: a se¢do Eucyathus, composta
pelas espécies que apresentavam plicagdes no endoperidio; e a se¢do Olla, com espécies que ndo as

apresentavam (Lloyd, 1906).
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Lloyd (1906), em sua monografia, divide o tixon em cinco grupos infragenéricos (Tabela 1),
dividindo, ainda, Fucyathus em duas subsecdes e Olla em trés. Brodie (1975) divide o género em
sete grupos infragenéricos: Olla, Pallidus, Triplex, Gracilis, Stercoreus, Poeppigii ¢ Striatus. A
classificagdo de Brodie tem sido a mais amplamente utilizada até os dias atuais, no entantose baseia
apenas em dados morfologicos, apesar de em seu livro abordar alguns aspectos ecologicos que nao
sdo utilizados na taxonomia. Em todas as classificacdes, a presenca ou auséncia de plicacdo ¢
caracteristica primaria na partigdo dos grupos, seguida de presenca ou auséncia de tinica nos
peridiolos, tipos de pélos e forma do corpo de frutificagdo (Lloyd, 1906; Brodie, 1975).

Segundo Zhao et al. (2007), existem discrepancias com este sistema de classificacdo, como,
por exemplo, no grupo “Olla”, no qual, supostamente, ndo deveria existir plicagdes, existe uma
forma (Cyathus olla f. anglicus (Lloyd) H.J. Brodie) que possui o ter¢o superior do endoperidio
distintamente sulcado (Lloyd,1906; Brodie, 1952). Brodie (1975), em uma nota sobre o holotipo de
C. hookeri Berk, registrou que um membro do grupo “Olla” apresentava corpo de frutificacdo
fracamente plicado internamente, demonstrando, assim, que a plicacdio do peridio é uma
caracteristica taxondmica questionavel, assim como os pélos do peridio, que sdo facilmente afetados
pela idade ou condigdes ambientais. A classificacdo mais atual foi proposta por Zhao et al. (2007),
na qual ¢ sugerida uma nova classificacdo infragenérica baseada nas relagdes filogenéticas geradas
a partir de sequéncias de rDNA e suportada pelos dados morfoldgicos. Nesta classificacdo, a

principal caracteristica para separar os clados ¢ o tamanho dos basidiosporos.

2.3. Sistematica e Filogenia
2.3.1 Consideragdes Gerais

Um dos avangos mais importantes nas duas ultimas décadas tem sido a aplicacdo de dados de
acidos nucléicos a problemas de sistematica. Neste periodo, houve intimeras elucidacdes de
problemas sistematicos, visto que os dados moleculares t€ém provido uma poderosa ferramenta de
estudo da histéria evolutiva, de forma a possibilitar a reconstruc¢ao da filogenia dos maiores grupos
de organismos vivos (Futuyma, 1992; Graur & Li, 2000). O emprego de dados moleculares traz
uma série de vantagens sobre o estudo sistematico tradicional. Por exemplo, a partir de dados de
acidos nucléicos € possivel a comparagao de qualquer grupo de organismo devido a sua composigdo
semelhante. A mesma coisa ndo seria possivel com dados da filogenética cléssica, feita através de
dados morfolégicos (Nei & Kumar, 2000). Outro fator importante ¢ que mudangas evolucionarias
dos caracteres moleculares estdo associadas a um padrdo que, atrelado a modelos matematicos,

pode formular a mudanga e comparar os acidos nucléicos de organismos menos relacionados.
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O rapido crescimento das técnicas de sequénciamento de DNA, da teoria filogenética e da
bioinformatica tem levado os pesquisadores a rever a classificacdo de todos os ramos da arvore da
vida (Moncalvo et al., 2002). Para os fungos, o ritmo de descobertas sobre relacdes naturais
também tem sido enormemente acelerado pelas novas evidéncias a partir da sistematica molecular.
Os estudos moleculares demonstraram, por exemplo, que os Chytridiomycetes, Zygomycetes,
Glomeromycetes, Ascomycetes ¢ Basidiomycetes formam um grupo monofilético irmao do grupo
dos animais, enquanto que os Myxomycetes e Oomycetes, antes classificados como fungos, se
encontram fora do Reino Fungi, estando mais préximos dos Protoctistas (Moncalvo, 2002 Bruns et
al.,1992).

Estudos filogenéticos envolvendo rDNA apoiam a monofilia dos tédxons tradicionais de
Basidiomycetes, no entanto, também demonstram a diferenga de varios clados compostos por
membros de diferentes grupos tradicionais (Swann & Taylor,1993; Hibbett et al., 1997; Bruns et
al., 1998). Nos Homobasidiomycetes, os cogumelos lamelados parecem ter evoluido de
antepassados morfologicamente diversos (Moncalvo, 2002 apoud Hibbett et al., 1997; Thorn et al.,
2000; Hibbett & Thorn, 2000), formando o polifilético grupo Agaricales. Também tem sido
evidenciado que Gasteromycetes evoluiram a partir de antepassados sem lamelas ou poroides. Estas
conclusdes abrem caminho para a desconstrugdo de taxas artificiais, como os Gasteromicetos, ¢

redefin¢do de outros com contexto filogenético (Moncalvo et al., 2002).
2.3.2. Situacao atual de Cyathus com base em dados moleculares

No inicio desse século, com a introdugdo de andlises filogenéticas moleculares, ocorreram
grandes mudancas dentro do grupo dos Gasteromicetos. Hoje ndo restam davidas de que os
Gasteromicetos evoluiram de maneira independente em diferentes linhagens dentro de
Basidiomycetes. Estas mudangas comecaram com os trabalhos de Hibbett et al. (1992, 1997) onde
ele mostra que a dispersdo passiva dos esporos em Gasteromicetos era derivado de diversas perdas
do modo de descarga passiva, como consequéncia ocorreram formas diversas de corpo de
frutificagdo e mecanismos de dispersdo construidas de forma independente sugerindo ja a que nao
se tratava de um grupo monofilético.

O proximo trabalho relevante para os Gasteromicetos também feito por Hibbett er al (2002)
tratou da evolucdo do basidioma em holobasidiomycetes que ele divide em lamelados (cogumelos)
e ndo lamalados (puff balls) e mais uma vez a ideia de que os Gasteromicetos sdo monofiletico ¢
colocada a baixo quando ele sugere que a evolucdo morfologica tem sido marcada por formagao de
clados independentes. No mesmo ano Moncalvo (2002) langa um trabalho onde ele divide os
Gasteromicetos em trés clados diferentes, o clado gomphoid-phalloid, o clado Agaricaceae e o

Nidulariaceae.
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O trabalho publicado por Zhao (2004) ¢ o primeiro a trazer estudos moleculares apenas com o
género Cyathus, feito através de analises de RAPD realizadas em 43 amostras, em um total de 18
taxa, foram criada duas novas espécies para o género, no entanto, esses estudos ndo revelavam as
relagdes entre as espécies dentro do gé€nero. Trabalhos posteriores (Hibbett, 2006, 2007; Hosaka et
al.,2006) trouxeram sequéncias de Cyathus, ja alocando estas espécies na familia Agaricaceae com
a proposta de eliminagdo da familia Nidualariaceae. Assim os membros da ordem Nidualariales
passaram para familia Agaricaceae dentro da ordem Agaricales, com excecdo da familia
Sphaerobolaceae que foi inserida no clado Gomphoid Phalloide, junto com um diversificado grupo
de espécies incluindo Geastrum, Pseudocolus, Ramaria, entre outros (Hibbett et al., 1997;
Moncalvo et al., 2002; Geml et al., 2005).

Todos esses estudos baseados em dados moleculares que incluiram espécies de Cyathus
mostram que este género se encontra dentro do clado eugaricus, no trabalho de Matheny et
al. (2006) a familia Nidulariaceae representada pelas espécies Crucibulum laeve ¢ Cyathus striatus
aparece como grupo irmao de Cystodermataceae, mas sem um bom suporte de bootstrap. Estudos
filogenéticos realizados por Zhao et al. (2007) ultilizando as regides ITS e LSU feitos com
sequencias de 22 taxons, teve como objetivo reexaminar o género Cyathus com auxilio de dados
moleculares, e indicaram que trata-se de um género monofilético incluindo trés grupos infra-
genéricos suportados também por dados morfologicos. No entanto, este trabalho ndo incluiu
espécies oriundas da América do Sul, ficando restrito apenas a espécies de paises como China,
Jamaica, USA, Canadé, india, Hawaii e Tanzania. Portanto, fazem-se necessarios mais estudos
sobre este grupo de fungos nestas areas para que as relacdes filogenéticas sejam bem
compreendidas ao nivel mundial, podendo ainda ser observado se ocorrem mudangas significativas

nas sequéncias de DNA com relacdo a variagdes climaticas e espaciais.
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3.  MATERIAS E METODOS
3.1. Coleta, processamento e herborizacio dos espécimes.

As coletas foram realizadas nos meses considerados com uma alta taxa de pluviosidade,
margo a julho, de 2010 e 2011, nas seguintes regides: Parque Estadual Dunas de Natal no estado do
Rio Grande do Norte, Reserva Ecologica Charles Darwin, Parque Ecoldgico Dois Irmaos no estado
de Pernambuco, e uma coleta no estado da Paraiba na Reserva Ecologica Guaribas. Sempre no
periodo da manha e inicio de tarde seguindo a metodologia adaptada de Muller et al. (2004) que
inclui os seguintes procedimentos: coleta de material no campo e, quando possivel, fotografando-os,
como o material a ser examinado nao se degrada nem perde a cor facilmente ¢ depositado em
maletas de coleta; grupos que apresentam apenas basidiomas sem peridiolos, material velho ou
jovem em demasiado foram descartados, no entanto vale ressaltar a importancia de se obter o maior
numero de estagios de desenvolvimento em uma mesma amostra; geralmente parte do material do
entorno ¢ coletado e anotagdes como tipo de substrato, agregacdo e incidéncia de luz sdo anotados.

Ap0s as coletas as amostras foram devidamente etiquetadas com informagdes como nome do
coletor, data, local de coleta, substrato. O material foi enviado para o laboratorio de Taxonomia de
Fungos no Departamento de Micologia na UFPE, onde ocorreu o processo de secagem em um
desidratador elétrico a uma temperatura constante de 40°C por um tempo de aproximadamente de
24 horas. Apos a desidratagdo as amostras foram transferidas para sacos transparentes de plasticos
com ziper e armazenadas em ambiente seco e ventilado com o objetivo de evitar contato com outros
materias e umidade. O material foi colocado em caixas de papeldo com tamanho adequado com o

namero do tombamento e as devidas informacdes solicitadas pelo herbario.
3.2. Estudo dos espécimes

O material obtido, seja a partir de coleta ou mesmo de exsicatas obtidas nos herbarios do
Nordeste, foi analisado no Laboratorio de Biologia de Fungos do Departamento de Botanica,
Ecologia ¢ Zoologia da Universidade Federal do Rio Grande do Norte e, eventualmente, no
Laboratorio Didatico II do Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco. A
metodologia empregada seguiu os trabalhos de White (1902), Lloyd (1906), Brodie (1975, 1983),
Baseia & Milanez (2003) e Zhao et al., (2008).

A andlise detalhada dos caracteres com importancia taxondmica consiste em duas etapas: 1)
macroscopica, onde com o auxilio de microscopio estereoscopico observa-se o tamanho e coloragdo
dos basidiomas, da boca, da margem da boca, da regido basal, do interior e exterior (incluindo a

consisténcia de ambas as regides). Os peridiolos, que ¢ uma estrutura com importantes caracteres
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taxonOmicos, sdo analisados com relagdo as dimensdes, forma, cor e textura. Posteriomente, uma
seccdo longitudinal ¢ feita no peridiolo para verificar se 0 mesmo possui cortex duplo ou simples
(caracteristica utilizada na maioria das chaves). Ainda no peridiolo, uma estrutra utilizada em
muitos trabalhos, a tinica, que consiste em uma fina camada fortemente aderida ao cortex. Para sua
visualizagdo seguiu-se a metodologia proposta por Lloyd (1906) onde os peridiolos sdo
acondicionados em recipientes com agua por até 72 horas facilitando assim a separacdo da tunica
com o cortex e, entdo, caracteristicas como cor, espessura ¢ qualquer outra particularidade sdo
registradas. Todas as mensuragdes foram efetuadas utilizando régua milimetrada (assim sendo com
medigoes na ordem de 1 mm) ou utilizando-se de um paquimetro digital.

A analise microscopica consiste unicamente na analise dos esporos que caracteristicamente
do género ¢ liso e hialino, no entanto sua forma pode variar desde globoso até oval. O tamanho ¢
uma caracteristica importante para a segregacao de espécies (sendo por isso utilizado como critério
taxondmico). Para confeccionar uma ldmina de esporos tomou-se um ou mais peridiolos e
procedeu-se para a remocao de toda a camada externa (cortex e tunica) a regido himenial, mantendo
apenas a regido esbranquicada que foi macerada utilizando KOH a 3% ou élcool isopropilico. Em
seguida, a lamina ¢ montada com KOH ou com PVLG para laminas permanentes. As mensuragdes
foram efetudas seguindo a metodologia modificada de Zhao et al. (2008), onde sdo medidas as
dimensdes de tamanho e largura dos basidiomas e suas médias (L= média do comprimento dos
esporos, W=media da largura dos esporos e Qm= ¢ a média do quociente da largura e comprimento

do esporo).
3.3. Extracao do DNA Gendmico

Para trituracdo inicial foi utilizado nitrogénio liquido. Utilizando FastPrep, foi feita a
homogeneizagdo do basidioma em tubos de 2 mL contendo pérolas de vidro (0,25 g de 425-600um;
0,25 g de 150-212um — SIGMA; 2 unidades de 0,4 mm, lavadas com acido) e tampao CTAB (100
mM Tris-HCI pH 8, 1,4 M NaCl, 2% CTAB, 20 mM EDTA, 1% PVP) a 5,5 m/s por 40 s, por duas
vezes. Posteriormente, o produto pulverizado foi incubado a 65°C por 30 min. Apos a incubacdo, o
extrato bruto foi lavado com cloroféormio-alcool isoamilico (24:1, v/v), precipitado com
isopropanol, lavado com etanol 70% e, por ultimo, ressuspendido em agua ultrapura. Em algumas
espécies também foi usado fenol, resultando em produtos mais fortes € com maior porcentagem de
sucesso na PCR

O sucesso das extracgdes foi verificado através de eletroforese em gel de agarose 1%, usando
5 pL do produto da extragdo. Os géis foram corados com GelRed™ e visualizados sob luz UV,
quando também foram fotografados. O DNA foi armazenado em freezer (-20°C) até seu uso em

reacoes de PCR.
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3.4. Amplificacdo da Sequéncia- Alvo por PCR

As reacdes de amplificagdo de fragmentos do ITS rDNA foram realizadas a partir do DNA
gendmico extraido dos espécimes, em termociclador (TECHNE TC-512) contendo, em tubos de 0,2
mL, um volume reacional de 25 pL com os seguintes componentes: 2,5 pL do Tampao 10X de
PCR, 1,5 pL de MgCl, a 25 mM, 0,5 pLL de dNTPs a 2 mM, 1U de Taq Polimerase, 0,5 pL de cada
primer ITS1 e ITS4 para regido ITS (White et al., 1990) a 10 uM, e 5 pL. do DNA alvo diluido.
Um controle negativo, contendo todos os componentes exceto DNA, foi utilizado em cada
procedimento para detectar possiveis contaminagdes. O programa de amplificacdo da regido ITS
envolveu: 1 ciclo inicial de desnaturac@o por 5 min a 94°C; seguido de 40 ciclos de desnaturacdo a
92°C por 30 s, anelamento dos primers a 62°C por 30 s e extens@o a 72°C por 1 min; além de uma
extensdo final de 5 min a 72°C.

Para a regido LSU foram utilizados os primers LR0O7 e LR7 (White et al., 1990) com os
seguntes reagentes para um volume final de 25 pL: 2,5 pL 10x Tampao KCIl, 1,5 pL de dNTPs, 1.,0
uL MgCl2, 1,0 puL de cada primers, 0,2 pL de Taq Polimerase e aproximadamente 5 uL. do DNA
alvo diluido. O programa de amplificacdo desta regido inclui um ciclo de desnaturagdo inicial a
94°C por 1 min 25 s, seguido por 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 35 s, anelamento dos primers
a 55°C por 55 s, e extensdo a 72°C por 2 min, além de um ciclo de extensdo final a 72°C por 10 min.

Os produtos das reagdes de PCR (5 pL) foram visualizados em gel de agarose 1%, corado
com Gel Red, sob luz UV e fotografados. Os produtos de amplificacdo foram purificados com kit de
purificacdo (PureLink PCR Purification Kit, Invitrogen) e encaminhados para sequénciamento no

Centro de Estudos do Genoma Humano da USP.

3.5. Analise Filogenética

Os cromatogramas do sequenciamento foram analisados para auxiliar na edi¢do manual das
sequéncias. Apds a edigdo, todas as sequéncias foram utilizadas para busca das sequéncias mais
similares depositadas no GenBank, utilizando a ferramenta BLASTn. Os acessos que apresentaram
a maior porcentagem de identidade com as sequéncias em estudo, considerando a melhor
combinagdo de “score” e “e-value”, foram selecionadas para as andlises filogenéticas.

As sequéncias experimentais foram alinhadas em conjunto com as recuperadas da base de
dados, utilizando o programa Clustal X (Larkin et al, 2007). Os alinhamentos foram,
posteriormente, editados manualmente, utilizando o programa BioEdit (Hall, 1999) e realinhados no
Clustal X. As analises filogenéticas foram realizadas com o programa PAUP* 4.0B10
(Swofford, 2004). Buscas heuristicas no conjunto de dados ITS e LSU e na combinagdo destes dois

foram realizadas seguindo quatro critérios de otimizacdo: maxima verossimilhanca e analise
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bayesiana (Huelsenbeck & Ronquist, 2001; Huelsenbeck et al., 2001). Para maxima parcimoénia,
foram limitadas 5000 arvores com 1000 repeticdes. A escolha do melhor modelo de substituicao foi
feita com o programa Modeltest, sendo o mesmo modelo utilizado tanto para as analises Baysianas
como para a maxima verossimilhanga.

A Probabilidade Posterior Bayesiana (PP) foi calculada com o MrBayes 3.0B4
(Huelsenbeck & Ronquist 2001). Um milhdo de geragdes foram executadas por quatro Cadeias
Markovianas e amostradas a cada 100 geragdes, resultando em 10.000 arvores. As primeiras 2.000
arvores foram descartadas como parte da fase “burn-in”, e as restantes foram usadas para calcular a
probabilidade posterior. As arvores foram visualizadas no TreeView e exportadas para programas
graficos. Para concatenar as regides ITS e LSU foi ultilizado a rotina CONCAT do Phyutility
(Smith, S. A. & Dunn, C. W. ,2008).
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4. REVISAO DO GENERO CYATHUS (BASIDIOMYCOTA) EM HERBARIOS DO NORDESTE
BRASILEIRO!

RESUMO: Quarenta e seis exsicatas depositadas nos herbarios JPB, HUEFS e UFRN foram
estudadas e identificadas, totalizando treze espécies: Cyathus badius, C. berkeleyanus, C.
crassimurus, C. earlei, C. gracilis, C. helenae, C. intermedius C. limbatus, C. montagnei, C.
olivaceus-bruneus, C. pallidus, C. pedicellatus, C. poeppigii, C. setosus, C. striatus e C. triplex.
Cyathus pedicelatus constitui o segundo registro mundial e C. setosus o primeiro registro para o
Brasil. Foram feitas descri¢des, comentarios taxonomicos e ilustragcdes detalhadas do material

estudado.

INTRODUCAO:

O género Cyathus (Haller, 1768) faz parte da familia Nidulariaceae (Dring, 1973;
Alexopoulos et al., 1996) e conta atualmente com 45 espécies (Kirk et al., 2008). E caracterizado
pela morfologia do basidioma em forma de sino ou vaso que, em seu interior, se encontram
estruturas que variam de globosas a subglobosas denominadas peridiolos, sendo, por isso,
conhecidos como “ninhos de passarinho” (Brodie, 1975).

A classificagdo infragenérica deste grupo de fungos variou muito ao longo dos anos.
Cyathus foi estabelecido por Haller em 1768, sendo dividido em dois grupos: Eucyathus ¢ Olla. Em
seguida, Lloyd (1906) subdividiu o grupo Eucyathus em dois e o Olla em trés, totalizando cinco
grupos. Na década de 70, Brodie publicou mais de 50 trabalhos e duas monografias onde foram
descritas 62 espécies, sendo Cyathus subdividido em sete grupos: Striatus, Poeppigii, Olla,
Pallidus, Triplex, Gracilis e Stercoreus (Brodie, 1975). Estes trabalhos sdo fundamentais para a
identificacdo dos espécimes deste taxon. No entanto, por se basear unicamente em caracteres
morfologicos, algumas situacdes problematicas ocorrem e nem sempre ¢ possivel chegar a um
consenso sobre a que espécie o exemplar analisado pertence.

Trierveiler-Pereira & Baseia (2009a) mostraram que o género Cyathus é pouco estudado no
Brasil, onde s6 havia sido registrado nas regides da Amazonia, Sul e Sudeste, ndo havendo, assim,
qualquer registro do género para o nordeste brasileiro. De acordo com Trierveiler-Pereira & Baseia
(2009b) os primeiros registros do género para a regido nordeste foram feitos em 1948 pelo Prof
Chaves Batista e colaboradores para o estado de Pernambuco. Atualmente, temos o registro de 14

espécies de Cyathus para o pais (Trierveiler-Pereira & Baseia, 2009a, 2009b).

1 Trabalho em preparacéo para submissio para publicagdo como: Silva, M. A.; Barbosa, M. M. B.; Cruz, R. H. S. F.;
Malosso, E.; Baseia, I. G. 2012. Revisdo do Género Cyathus (Basidiomycota) em herbarios do Nordeste Brasileiro.
Revista : Nova Hedwigia.
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Este trabalho teve como principal objetivo a revisdo do género Cyathus nos herbarios JPB,
HUEFS e UFRN-Fungos, além da inclusdo de novos registros no Herbario URM, incluindo no
estudo todas as espécies deste género depositadas nos herbarios do Nordeste, aumentando, assim, o

conhecimento sobre sua diversidade.

MATERIAIS E METODOS

O estudo dos espécimes foi realizado nos laboratérios de Taxonomia de Fungos da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte e na Universidade Federal de Pernambuco. Foram
feitas andlises macroscopicas com auxilio de lupa onde foram observadas caracteristicas como
tamanho e cor do basidioma, auséncia ou presencga da base micelial, largura e composi¢ao da boca,
presenga ou auséncia de estipe, quando presente foi medido, tamanho do tomento. Quanto aos
peridiolos, foram observados forma, cor e comprimento, caracteristicas peculiares de cada um
também foram descritas. As cores foram padronizadas segundo Kornerup & Wanscher (1978).

As analises microscopicas, como tamanho e cor dos basidiosporos foram feitas com auxilio
do microscopio Optico As laminas foram montadas com KOH a 3% e realizadas medig¢des do
comprimento (L= lenght) e largura (W= width) do esporo, formato e espessura da parede. Com os
dados, foi calculado o Qm, que ¢ a média da razdo entre o comprimento e a largura dos

basidiosporos (Zhao et al., 2008).

RESULTADOS

Foram examinadas 46 exsicatas, das quais seis eram do Herbario JPB, cinco do Herbario
HUEFS e 37 do Herbario de Fungos UFRN sendo, portanto, o tltimo o que apresenta maior niimero
de exsicatas desse género no Nordeste. Esses herbarios apresentam espécimes de quatro estados do
Nordeste sendo eles Ceara, Paraiba, Pernambuco ¢ Rio Grande do Norte, ¢ um espécime da regidao
Sul (Rio Grande do Sul). Segundo as fichas dos herbarios, a maioria dos espécimes ocorre sobre
madeira em decomposi¢do, existindo ainda em folhas em decomposicdo, em sementes e em fezes de
animais. A espécie com maior numero de espécimes ¢ C. pedicellatus, com sete amostras, seguida

de C. berkeleyanus, com cinco amostras.
Cyathus badius Kobayasi, Bot. Mag., Tokyo 51: 755 (1937) Fig. 6

Basidioma infundibuliforme, 8-10 mm de altura, 5-8 mm de largura na boca, ndo expandido
na parte superior ¢ ndo se afunila abruptamente na base, basidiomas jovens possuem margem
recurvada para dentro, preso ao substrato por um conspicuo e felpudo embasamento, de 3-5 mm de
didmetro, de mesma coloracdo do peridio marrom (6E4), felpudo, lanoso, nao plicado. Margem

minutamente fimbriada, com tomentos de 0,25 mm de comprimento, marrom (6F4). Superficie
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interna lisa, laranja escuro (5B2) a cinza (5F1), podendo apresentar discretas estrias longitudinais,
sem contrastar com o exterior. Peridiolos em niimero de 11 ou mais por basidioma, de coloragao
cinza escuro (1C1) a negro (6F3), 2,0-2,25 mm x 2-2,5 mm. Tunica presente, delgada, hialino
amarelada, com cortex claramente simples com alguns espécimes sub-homogéneos. Esporos lisos e
hialinos, ovoéides a elipticos sendo alguns subglobosos, 9-11 x 13-19 pm (Q,=1,65; L=17,06 um;
W=10,33 um; n=30), com paredes espessadas de 1,9-2,5 um.

Habitat e distribuicdo: Ocorrendo em areas totalmente sombreadas, sobre galhos e troncos em

decomposicao. Encontrado no Japao (Brodie, 1975).
Material Examinado:

Brasil. Rio Grande do Norte: Municipio de Natal, PEDN, 18/VII/2009, Barbosa, M.M.B;
Cruz, R.H.S.F. UFRN-Fungos 1318.

Comentarios: Pertence ao grupo ‘olla’ proposto por Brodie (1975) e se caracteriza principalmente
pelo peridio ndo hirsuto com aspecto lanoso além da coloragdo marrom claro. A espécie que mais se
aproxima ¢ C. africanus Brodie, cujos esporos sdo menores (8,5 x 6,5 um) e distintamente
apiculados. Além destas caracteristicas C. badius ndo possui o peculiar padrdo de tufos de pélos
encontrados em C. africanus. Outra espécie ¢ C. earlei Lloyd que se diferencia pela presenca de

cortex duplo.

Cyathus berkeleyanus (Tul. & C. Tul.) Lloyd, The Nidulariaceae or ‘bird‘s nest fungi’: 19 (1906)
Fig. 07

Basidioma campanulado a infundibuliforme, ndo expandido ao nivel da boca, afunilando-se
abruptamente na base, basidioma de 5,7-8,4 mm de altura 4,2-7,7 mm de diametro de boca, preso a
um substrato por um embasamento pequeno ¢ conspicuo, com a mesma colora¢do do exoperidio
dark brown (8F4), com tomentos longos de 0,4-0,5 mm de comprimento arranjados em tufos
irregulares e flexiveis, conspicuamente plicado. Margem distintamente plicada com tomentos de
0,5-0,75mm de comprimento. Superficie interna conspicuamente plicada, com brilho inexistente
ndo contrastando com o exterior, com coloracdo de mahgany (brown)(8E7), ndo apresentando
estipe. Peridiolos em niimero de aproximadamente 11-12 por basidioma de formato angular 1,75-
2,1mm de largura e 2,26mm de comprimento, apresentando-se com cor negra. Tunica presente, fina
¢ hialina, cortex simples. Esporos lisos ¢ hialinos de formato eliptico, ndo apresentando pedicelo, 5-
7,62 um x 8,89-13,97 um (Q,=1,59; L=10,54 um; W=6,73 um; n=30), com paredes que variam de

delgadas e levemente espessadas de 1-2,54 pm.
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Habitat e distribuicfo: Solitario em arvores em decomposicdo ou em floresta de galeria, a espécie
em questdo foi encontrada no solo. Conhecida na Jamaica (White, 1902), Africa do Sul (Bottomley,
1948), india (Brodie & Dennis, 1954), China (Liu, 1984) e México (Gémez & Pérez-Silva, 1988).
No Brasil foi citado para os estados do Rio de Janeiro (Lloyd 1906, Bononi et al. 1984, Sao Paulo
(Baseia & Milanez, 2001) e Parana (de Meijer 2006).

Material Examinado: Brasil. Rio Grande do Sul: Municipio de Santa Maria, Morro do Elefante,
23/V1/2006, Cortez, V.G., UFRN-Fungos 1244; Brasil. Pernambuco: Municipio de Igarassu,
Reserva Ecologica Charles Darwin, 04/1V/2003, Baseia, I. G., UFRN-Fungos 161.

Comentarios: Tulasne & Tulasne (1844) consideraram esta espécie uma variedade de C.
microsporus, porém White (1902) e Lloyd (1906) afirmaram que estas espécies eram distintas
(Brodie, 1975). Macroscopicamente, C. berkeleyanus se semelha a pequenos espécimes de C
limbatus ou C. poeppigii se diferenciando pela presenga da tinica; microscopicamente, C.
berkeleyanus apresenta basidiosporos pequenos em comparagao a estas espécies (Baseia & Milanez,

2001). Este é o primeiro registro para o Nordeste Brasileiro.
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Figura 6: Cyathus badius. A. Basidioma; B. Sec¢do do peridiolos; C. Basidiosporos.

Cyathus crassimurus Brodie H.J. 1971 Canad. J. Bot. 49(9) Fig.8

Basidioma infundibuliform a raramente campanulado, 8-11 mm de altura, 4-6 mm de largura
na boca, ndo expandido na parte superior, ndo afunilado na base, embasamento concolor e
conspicuo, coloragdo do peridio dark brown, hirsuto com pelos curtos e arranjados em pequenos

tufos irregulares, rigidos, exoperidio levemente estriado. Margem minutamente fimbriada, com
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tomentos de 0,15mm de comprimento. Superficie interna estriada de coloragdo mouse grey nao
contrastando com o exterior. Peridiolos em niimero de aproximadamente 13 por basidioma, de
coloracdo olive brown (4F3), com formato de circular a irregular medindo 1,9-1,6mm de

comprimento e 1,4-1,7mm de largura. Tunica presente, espessa de cor amarelada, com cortex

Figura 7: Cyathus berkeleyanus. A. Basidioma; B. Sec¢do do peridiolos; C. Basidiosporos

simples. Esporos elipticos, bastante numerosos, ndo apresentando apiculo, 7-17 pm x 12-22 pm

(Qm=1,5; L=16,92 pm; W=9,42 um; n=30), com paredes espessadas de 2,5-3,5 pm.

Habitat e distribuicdo: O primeiro registro foi feito no Havai por Brodie (1968). Mais
recentemente foi relatada no trabalho de Zhou, et al (2004), tendo distribui¢do na China ¢ U.S.A

Material Examinado: Brasil. Pernambuco: Municipio de Igarassu, Reserva Ecologica Charles

Darwin, 28/V/2010, Silva, M. A; F. Wartchow, URM xxx.

Comentarios: Esta espécie pode ser confundida com C. pallidus por causa da cor do basidioma
amarelo palido, no entanto, C. pallidus apresenta parede de peridium fina e ndo plicada diferente do
que acontece no C. crassimurus. Segundo Brodie (1971) esta espécie ¢ mais relacionada com C.
intermedius devido a semelhanga do tamanho dos esporos ¢ a camada tnica do cortex, no entanto,
seu trabalho com cultura destas espécies indicam que os micélios dicaridticos se apresentam

diferentes. Esta ¢ a primeira referencia para a América do Sul.

Cyathus earlei Lloyd, in Mycol. Writ. (7): 26 (1906) Fig. 9
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Basidioma campanulado, 6-8 mm de altura, 4-6 mm de largura na boca, ndo expandido na
parte superior, ndo afunilado na base, embasamento conspicuo de 4-5mm de diametro, da mesma
coloracdo do peridio violet brown (10F5), hirsuto com tomentos irregulares de 6-7mm de
comprimento arranjados em pequenos tufos irregulares, rigidos, exoperidio liso. Margem
minutamente fimbriada, com tomentos de 0,15mm de comprimento. Superficie interna fracamente
estriada a lisa de coloracdo greyish brown (8E3) a greyish brown (8F2), levemente brilhante, mas
ndo contrastando com o exterior. Peridiolos em niimero de aproximadamente 14 por basidioma, de
coloracdo olive brown (4F3), com formato de circular a irregular medindo 1,7-2,2mm de
comprimento € 1,5-1,9mm de largura. Tunica presente, delgada e hialina de cor amarelada, com
cortex de duplo a subhomgénio. Esporos ovoides a elipticos, bastante numerosos, ndao apresentando
apiculo, 10-12,5 ym x 14-22,5 um (Q,=1,58; L=18,17 um; W=11,58 um; n=30), com paredes
espessadas de 3-3,75 pm.

Habitat e distribuicdo: Ocorrendo em areas totalmente sombreadas, sobre galhos e troncos em
decomposicdo. A amostra foi encontrada em sementes em decomposicdo. E uma espécie tropical e

subtropical encontrada em Cuba, Porto Rico, México e Havai (Brodie, 1975).

Material Examinado: Brasil. Rio Grande do Norte: Municipio de Natal, PEDN, 10/VII/2004,
Baseia, 1.G; Lacerda, P.P.T, UFRN-Fungos 2.

Comentarios: Lloyd entendia que C. earlei estava relacionado com o C. olla, no entanto o primeiro
apresenta uma cor marrom e parede do peridio fina, com superficie interna prateada e com esporos
com maiores dimensdes (Brodie, 1975). O C. earlei apresenta um basidioma campanulado

diferente do C. olla.
Cyathus gracilis H.J. Brodie, Can. J. Bot. 51 (7): 1393 (1973) Fig. 10

Basidioma infundibuliforme, 8-12 mm de altura, 7-9 mm de largura na boca, expandido na parte
superior afunilando-se abruptamente na base, fortemente preso ao substrato por um firme e grande
embasamento, de 4-6 mm de didmetro, de mesma coloragdo do peridio, brown(6ES5) a marrom
escuro (6F6), hirsuto, com pélos longos, de 0,5-1,0 mm de comprimento, arranjados em pequenos e
estreitados tufos irregulares sendo alguns direcionados para baixo, rigidos, exoperidio fracamente
ou ndo plicado. Margem minutamente fimbriada, com tomentos de 0,25 mm de comprimento,
marrom (6F4). Superficie interna lisa ou fracamente estriada, de coloragdo gray (5C2) a dark gray
(5E1), levemente brilhante, mas ndo contrastando com o exterior. Peridiolos em niimero de 10 ou
mais por basidioma, de coloracdo gray (1F2) a dark (6F3), 2,0-2,5 mm de diametro. Tunica

presente, delgada, hialino amarelada, com cortex distintamente duplo.
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Figura 9: Cyathus earlei. A. Basidioma; B. Sec¢do do peridiolos; C. Basidiosporos.

Esporos lisos e hialinos, subglobosos a elipticos, bastante numerosos, podendo apresentar
um discreto apiculo, 8-12 um x 15-19 um (Q,=1,62; L=16,85 pm; W=10,40 um; n=25), com
paredes espessadas de 2,2-2,86 pm.

Habitat: Ocorrendo em areas totalmente sombreadas, sobre galhos e troncos em decomposigao.

Encontrado nas Ilhas Filipinas (Brodie, 1975).

Material Examinado: Brasil. Rio Grande do Norte: Municipio de Natal, PEDN, 26/VI1/2009,
Barbosa, MMB; Oliveira, JJS. UFRN-Fungos 1437; 19/IV/2010, Barbosa, MMB; Cruz, RHSF.
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UFRN-Fungos 1438; 13/VI1/2010, Barbosa, MMB; Cruz, RHSF. UFRN-Fungos 1439; 26/V1/2009,
Barbosa, MMB; Oliveira, JJS. UFRN-Fungos 1440; 13/VII/2010, Barbosa, MMB; Cruz, RHSF.
URM 82757; 13/V11/2010, Barbosa, MMB; Cruz, RHSF. URM 82758.

Comentarios: Pertencente ao grupo gracilis (Brodie, 1975), se caracteriza principalmente pelo
peridio distintamente delgado na base por vezes formando um longo pedicelo. Foi registrado
unicamente para as Ilhas Filipinas representando, também, um novo registro para o continente
americano. Lembra macroscopicamente a espécie C. intfermedius (Mont.) Tul. & C. Tul. Porém esta

possui cortex simples enquanto que C. gracilis possui um cortex duplo.

Cyathus helenae H. J. Brodie, in Can. J. Bot. 44: 1235 (1966) Fig. 11

Basidioma infundibuliforme, 8-11mm de comprimento, 4-8mm de abertura de mesma cor do
peridio brown (7E7) , estriado, lanoso com pélos longos de 0,4-0,7mm de comprimento. Margem da
boca finamente fimbriada com tomentos de 0,4mm de comprimento. Superficie interna
conspicuamente plicada com coloracdo de dark brown (7F5) a greyish brown (7F3), apresentando
brilho fraco sem contrastar com o exterior. Apresenta poucos peridiolos por basidioma,
aproximadamente 4, brownish grey (SE2), com formato circular a irregular de aproximadamente
2,0mm de tamanho e 1,7-2,0mm de largura. Tnica presente hialina e delgada, cortex distintamente
simples. Esporos elipticos, lisos e hialinos ndo apresentando apiculo, 9-14 pm x 13,97-20,32 pm

(Qm=1,60; L=18,25 pm; W=11,47 um; n=30), com paredes espessadas de 2-3,81 pm.

Habitat e distribuicdo: Cresce no solo ou troncos em decomposi¢c@o. Foi coletado pela primeira

vez por Brodie (1965) no Canada.

Material Examinado: Brasil. Rio Grande do Norte: Municipio de Natal, PEDN,09/VII/2004,
Barbosa, MMB; Lacerda, P.P.T; Baseia, [.G., UFRN-Fungos 475;

Comentarios: A morfologia do C. helenae se assemelha muito ao C. striatus, no entanto apresenta
caracteristicas como presenca de plicagdes menores, no entanto marcadas, ¢ a organizacdo do

tomento, diferente do C. striatus ndo apresenta formagao de setas definidas se arranjando em tufos.



Silva, Maria Aparecida/ Relagdes Filogenéticas de Cyathus 38

2 mm

A C

1 mm
I
‘f’ i

Figura 11: Cyathus helenae. A. Basidioma; B. Secg¢do do peridiolos; C. Basidiosporos.

Cyathus intermedius Tulasne L.-R. et al. 1844 Ann. Sci. Nat. Bot. 1 Fig. 12

Basidioma infundibuliforme, 7-8 mm de altura, 4-6mm de largura de boca, ndo expandido na boca,
ndo afunilando na base, embasamento conspicuo da mesma cor do basidioma, epifragma rigido da
mesma cor do basidioma. Colorag@o do peridio shell pink (8F3), hirsute, com pelos longos de 0,50-
0,7 mm de comprimento arranjado em tufos irregulars e flexiveis, exoperidio liso. Margem da boca
distintamente fimbriada com pelos de até 0,52 mm de comprimento. Superficie interna lisa de
coloracdo greyish brown (9F3) com brilho inesistente ndo contrastando com o exterior. Peridiolos

em numero de 9 ou mais por basidioma de coloragdo grey (2F1), 1,8-1,9mm de largura e 1,9-2,3
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mm de comprimento. Tlnica presente com coloragdo amarelada, cortex simples. Esporos hialinos

com formato subglogoso e apiculo ausente.

Habitat e distribuicdo: Segundo Gomes & Peres (1988) esta espécie apresenta distribuicdo
pantropical, tendo seu primeiro registro feito por Brodie (1975) na Venezuela, para o Brasil o

primeiro registro ¢ feito por Trierveiler-Pereira & Baseia (2009).

Material examinado: Brasil. Paraiba: Municipio Mamanguape, Reserva Guaribas, 25/V/2011,

Silva, M. A.; L. H. Cavalcante, M. M. B. Barbosa; R. F. Melo. URM xxx

Comentario: Assemelha-se as espécies C. olla, C. colensoi e C. hookeri. Diferencia-se do primeiro
por ndo apresentar dilatagdo na boca e tamanho de peridiolos que no C. olla é bem maior do que da
espécie em questdo. Diferencia-se do C. colensoi por apresentar basidioma levemente menor (6-
7mm de altura e 5-6mm de largura) , além de apresentar esporos elipsoides. C. hookeri apresenta
esporos bem menores variando de 8 x 6-8 um além de apresentar basidiomas maiores que os do C.

intermedius.
Cyathus limbatus Tul. & C. Tul., Ann. Sci. Nat., Bot., sér. 3 1: 78 (1844) Fig. 13

Basidioma campanulado, 8-9 mm de altura, 5-7mm de largura na boca, expandindo na boca
e ndo afunilando na base, fortemente preso no substrato por um grande embasamento da mesma cor
do peridio, no entanto, em alguns casos como os basidiomas se encontram muito proéximos, nao ¢é
possivel medir separadamente, epifragma ndo visualizado, coloracdo do peridio dark brown (7F4)
hirsuto, com pelos longos, de 0,5-0,7mm de comprimento arranjados em tufos irregulares, flexiveis,
exoperidio fracamente plicado. Margem da boca marcadamente fimbriada com pelos de até 0,5mm
de comprimento. Superficie interna finamente estriada de coloracdo grey (7F1) ndo contrastando
com o exterior. Peridiolos em numero de 8 ou mais por basidioma de coloracdo olive gray (1F2),
2,1-1,7mm de largura e 2,3-4mm de altura. Tunica ndo visualizada, cortex duplo. Esporos lisos e
hialinos, elipticos a ovoides, ndo apresentando apiculo, 17-20 x 9-11um (Qm=1,61; L=17,82 um;

W=11,07 um; n=30), com paredes espessas de 2-2,5 pm.

Habitat e distribuicdo: Ocorre em areas sombreadas, sobre madeira ou troncos em decomposigao.
Amplamente distribuido em paises de clima quente, ocorrendo em abundancia (Brodie, 1975). No
Brasil ¢ conhecida nos estados de Amazonas (Berkeley & Cooke, 1876), Sdo Paulo (Bononi et al.,
1981; Baseia & Milanez, 2001), Parana (Meijer, 2006) e Pernambuco (Trierveiler-Pereira & Baseia,
2009).
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Material examinado:_Brasil. Rio Grande do Norte: Municipio Natal, PEDN, 07/VI1/2009, Cruz,
R,H.S.F; Oliveira J.J.S; Concertino, M.I.LM UFRN-Fungos 1122; 19/VIII/2005, Baseia, [.G;
Lacerda .P.P.T, UFRN-Fungos 1123; 10/VII/2004, Baseia, 1.G; Lacerda P.P.T UFRN-Fungos 03;
Brasil. Pernambuco: Municipio de Buique, Vale do Catimbau 16/I1V/2009, Oliveira, J.J.S UFRN-
Fungos 1035; 04/1V/2003, UFRN- Fungos 160.

Comentario: Em geral essa espécie lembra muito C. poeppigii, mas o basidioma de C. /[imbatus ¢é
usualmente mais amplo que sua a sua altura, além de apresentar uma cor mais clara. As plicacoes
ndo sdo tdo marcadas como as do C. poeppigii e ndo se apresentam tdo grosseiras (Brodie, 1975).

Uma caracteristica marcante desta espécie € possuir um conspicuo embasamento

Figura 12: Cyathus intermedius. A. Basidioma; B. Secg¢do do peridiolos; C. Basidiosporos.

Cyathus montagnei Tul. & C. Tul. , Annis Sci. Nat., Bot., sér. 3 1: 70 (1844) Fig. 14

Peridio infundibuliforme, 7-9 mm de altura, 5-7mm largura de boca, embasamento ndo
visualizado, hirsuto, com pelos longos 0,5-0,8mm de comprimento, arranjado em tufos, exoperidio
sutilmente marcado de cor eye brown (7F6) a dark brow (7E6). Margem da boca fimbriada, com
pelos de 0,5mm de comprimentos, da mesma cor da superficie do peridio. Superficie interna
estriada com estrias de aproximadamente 0,5mm de comprimento, com coloracdo de light brown
(7D3), ndo brilhante e ndo contrastando com o exterior. Peridiolos em niimero de 10 a 11 por
basidioma, de coloracdo greyish (7E3) a brown (7F3), com largura de 1,8-2,3mm e comprimento
1,8-3 mm de comprimento no formato de irregular a circular. Tnica presente de cor amarronzada,
com cortex simples a sub-homogéneo. Esporos lisos e hialinos, elipticos a ovoides, nao
apresentando apiculo, 10-12,7 x 15,24-19,05 pm (Q=1,57; L=17,44 pm; W=11,15 pm; n=30),

com paredes espessadas de 2-2,5 pm.
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Figura 13: Cyathus limbatus. A. Basidioma; B. Sec¢do do peridiolos; C. Basidiosporos

Cyathus montagnei Tul. & C. Tul. , Annis Sci. Nat., Bot., sér. 3 1: 70 (1844) Fig. 14

Habitat e distribuiciio: Encontrado sobre galhos e troncos em decomposicdo. Esta espécie, por
muito tempo, fora conhecida apenas no Brasil, sendo postariormente encontrada na India e América
Central (Brodie,1975), Venezuela (Wolf 1949), Congo (Dissing & Lange (1962), Filipinas e
Tailandia (Brodie 1954), México (Gomez & Pérez-Silva 1988), Tanzania (Calonge ef al. (1998). No
Brasil apresenta os seguintes registros: na Amazonia Hennings (1904), Lloyd (1906), no Rio
Grande do Sul Rick (1961), em Sao Paulo Baseia & Milanez (2001) e na regido Nordeste
Trievailer-Pereira & Baseia (2009).

Material Examinado: Brasil. Pernambuco: Buique, Vale do Catimbau, 30/X1/2006 Baseia, 1.G.,
UFRN-Fungos 1112.

Comentarios:_Esta espécie se assemelha com C. helenae e C. striatus. Diferencia-se do primeiro
por apresentar maiores dimensdes do basidioma e uma cor mais escura e do segundo por ndo
apresentar uma boca do tipo setosa, caracteristica marcante da espécie. E caracterizado por

apresentar exoperidio e endoperidio marcadamente plicados.
Cyathus olivaceobrunneus Tai & Hung,Sci. Rep. Tsing. Hua Univ., Ser. B 3(2): 161(1948) Fig. 15

Basidioma infundibuliforme, 5-9 mm de altura, 2-5mm de largura de boca, expandido na
boca e afunilando na base, fortemente preso ao substrato por um grande e firme embasamento de 3-

5 mm de didmetro, com peridio de coloragdo fawn (7E4) hirsuto, com tufos irregulares de textura
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flexivel, distintamente plicado. Margem lisa. Superficie interna conspicuamente plicada com brilho
platina, ndo contrastando com o exterior com cor de brownish beige (6E2) a brownish grey (6F2).
Peridiolos em numero de 11 por basidioma, de coloragdo black (6F3), 1,0-2,0 mm de largura ¢ 1,8-
2,0mm de comprimento. Tunica presente, delgada e hialina, com cortex sub-homogéneo a duplo.
Esporos ndo abundantes, liso, hialinos e elipticos, em alguns apresentam apiculo, 9-14 pm x 13,97-

20,32 um (Qn,=1,60; L=18,25 um; W=11,47 um; n=30).

Habitat e distribuicdo: Encontrado em tronco morto ou em musgos. Foi encontrado pela primeira

vez na China (Tai & Hung, 1948), depois foi descrito no México (Gomes & Pérez-Silva, 1988).

Material Examinado: Brasil. Pernambuco: Municipio de Buiqui, Vale do Catimbau, 17/VII/2009,
Oliveira, JJS. UFRN-Fungos 1038

Comentarios: Essa espécie se diferencia do C. limbatus por apresentar peridiolos de pequenas
dimensoes (1-2 mm de comprimento) e a forma eliptica dos esporos. Também se diferencia de C.
intermedius por apresentar margem do peridio distintamente lisa. Segundo Brodie (1975), essa
espécie pode ser sinonima de C. poeppigii, no entanto necessita de mais estudos que evidenciem a
real importancia das diferengas morfoldgicas, como auséncia de plicacdo na boca e forma dos

esporos, entre estas espécies. Este ¢ o primeiro registro para o Brasil.
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Figura 14: Cyathus montagnei. A. Basidioma; B. Sec¢do do peridiolos; C.
Basidiosporos.
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Cyathus pallidus Berk. & M. A. Curtis, J. Linn. Soc., Bot. 10(no. 46): 346[no. 517] (1868) [1869] Fig. 15

Basidioma campanulado de 3-6 mm de altura, 3-5 mm de largura de boca, expandido na boca e
afunilando-se na base, ndo apresentando pedicelo, embasamento ndo visualizado, exoperidio de
coloracdo somalis (7ES), hirsuto, com pelos longos de 0,5-lmm de comprimento, arranjado em
tufos irregulares de textura flexivel, ndo apresentando plicacdo. Margem da boca lisa. Superficie
interna lisa ou fracamente estriada, de coloragdo reddish grey (7B2), apresentando brilho fraco nao
contrastando com o exterior. Peridiolos em numero de aproximadamente 8-9 por basidioma, de
coloracao greyish brown (7F3), apresentando forma angular a irregular de 1,4-1,7mm de largura e
1,5-2,2mm de comprimento. Tunica indistinta, apresentando cortex simples. Esporos lisos e
hialinos, subglobosos a eliticos e, em alguns casos ovoides, ndo apresentando apiculo, 5-6,35 x

6,35-10,16 um (Qn=1,46; L=7,92 um; W=5,45 pm; n=30), com paredes delgadas de 1-1,27 um.

Habitat e distribuicdo: Gregario em solo ou madeira submersa. Registros da espécie sdo
conhecidos para Porto Rico (White, 1902), América do Sul (Bottomley, 1948), Indias Ocidentais
(Brodie & Dennis, 1954), Argentina (Martinez, 1954), China (Liu, 1984) e México (Goémez &
Pérez-Silva, 1988). O primeiro registro para o Brasil foi feito por Lloyd (1906), sendo depois
registrada para as regides Sudeste (Baseia & Milanez, 2001) e Nordeste (Trierveiler-Pereira &

Baseia, 2009).

Material Examinado: Brasil. Rio Grande do Norte: Municipio Baia Formosa, RPPN Mata
Estrela, 24/1V/2004, Baseia, I. G. UFRN-Fungos 118.

Comentarios: De acordo com Brodie (1975), esta espécie ¢ muito varidvel em relagdo a cor e
tamanho, variacdes estas também observadas em cultura. Loyd (1906) considerou que as espécies
C. intermedius, C. triplex ¢ C. pallidus fomavam um complexo, no entanto, Brodie (1975?) acredita

que as duas ultimas divergem muito da primeira formando grupos distintos.
Cyathus pedicellatus H. J. Brodie, Can. J. Bot. 56 (7):732 (1976) Fig. 16

Peridio infundibuliforme, 7-11mm de altura, 4-8mm de largura na boca, expandido na parte
superior afunilando-se abruptamente na base em alguns casos formando um pedicelo que pode
variar de discreto a bem visivel, preso no substrato por um embasamento conspicuo de 4-7mm de
diametro, da mesma colora¢do do peridio somalis (7E5), hirsuto, com pelos longos de 0,5-1,0mm
de comprimento arranjado em tufos irregulares, exoperidio fracamente plicado(0,8mm). Margem
marcadamente fimbriada com tomentos de aproximadamente 0,5mm de comprimento. Superficie

interna fortemente estriada, de coloragdo greyish brown (7E3) a grey (7F1), ndo brilhante e nao
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contrastando com o exterior. Peridiolos em nimero de 12 ou mais por basidioma, de coloragdo
greyish brown (8F3), 3,0-2,5mm de didmetro. Tunica presente, delgada e amarelada, com cortex
claramente duplo. Esporos lisos e hialinos elipticos, ndo apresentando apiculo 15-24 um x 11,43-

19,5 pm (Q=1,68; L=17,61 pum; W=10,54 um; n=30), com paredes espessadas de 1-2,54pum.

Habitat e distribuicdo: Ocorre em areas totalmente sombreadas, sobre galhos e troncos em

decomposicao. O tnico registro foi feito por Brodie (1978) na Colombia.

Material Examinado: Brasil. Rio Grande do Norte: Municipio de Natal, PEDN, 10/VII/2004,
Baseia, 1.G; Lacerda, P.P.T, UFRN-Fungos 31, UFRN-Fungos477; 10/VII/2004, Baseia, 1.G;
Lacerda, P.PT; Barbosa, M.M.B, UFRN-Fungos 476; Brasil. Pernambuco: Municipio de Buique,
Vale do Catimbau, trilha Pedra da Solteira, 08/XII/2006, Gibertoni, T.B. UFRN-Fungos 406;
08/X11/2006, Gibertoni, T.B. UFRN-Fungos1290; 08/XI1/2006, Gibertoni, T.B. UFRN-
Fungos1292; 11/X11/2006, Gibertoni, T.B. UFRN-Fungos 397.

Comentarios: Cyathus pedicellatus ¢ uma espécie que difere das demais por apresentar seu
basidioma ligado a um conspicuo embasamento através de um pedicelo de cor escura e textura
firme. Pode ser confundido com C. gracilis por apresentar similar estrutura do basidioma (cor,
tamanho e arranjo do pelos), no entanto, o C. pedicellatus apresenta-se fracamente estriado
internamente, possui tamanho dos basidiosporos menores além de possuir uma tinica conspicua
diferente do C. gracilis (Brodie, 1975). Esta ¢ a primeira citagdo para o Brasil e segunda referencia

mundial da espécie.

Figura 15: Cyathus pallidus. A. Basidioma; B. Secgdo do peridiolos; C. Basidiosporos.
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Figura 16: Cyathus pedicellatus. A. Basidioma; B. Sec¢do do peridiolos; C. Basidiosporos.

Cyathus poeppigii Tul. & C. Tul., Ann. Sci. Nat., Bot., sér. 3 1: 77 (1844) Fig. 17

Peridio infundibulifome, 7-10mm de altura, 4-6mm de largura de boca, expandido na parte
superior ¢ afunilando-se na base, preso ao substrato por um embasamento da mesma coloragdo do
peridio brown (5F7) a dark brown (5F8), hirsuto, com pelos longos de 0,8-1 mm de comprimento
arranjados em tufos irregulares, o exoperidio apresenta estrias. Margem conspicuamente fimbriada
com tomentos de 0,5mm de comprimento, brown (5F7). Superficie interna conspicuamente plicada,
de coloracdo brownish gray (5F2), ndo contrastando com o exterior. Aproximadamente 11
peridiolos por basidioma com cor gray (4F1) com forma de irregular a angular medindo 1,8-2,0 mm
de comprimento e 1,2-1,8 mm de largura. Tunica presente, delgada e hialina de cor amarelada, com
cortex distintamente duplo. Esporos lisos e hialinos com formato eliptico a ovoide bastante
numerosos nao apresentando apiculo, 29-34 x 19-21,um (Qm=1,64; L=34,21; W=24,04; n=30) com
paredes espacadas de 1,5 pm.

Habitat e distribui¢ao: Ocorre em areas sombreadas, sobre madeira ou troncos em decomposi¢ao,
a amostra em questdo foi encontrada em madeira em decomposicdo de palmeiras. Uma das mais
bem distribuidas espécies nos tropicos crescendo em grandes massas aglomeradas de madeira podre
(Brodie, 1975). Encontrado em praticamente todos os paises tropicais: Oeste da India, América do
Sul, Ilhas Havaianas, Asia, Africa, China, entre outros (Brodie, 1975). No Brasil, a espécie foi

encontrada em Santa Catarina (Hennings, 1904), Rio Grande do Sul (Rick, 1961), Sao Paulo
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(Bononi et al., 1981; Baseia & Milanez, 2001), Parana (de Meijer, 2006) e Pernambuco
(Trierveiler-Pereira & Baseia, 2009b).

Material examinado: Brasil. Pernambuco: Municipio de Buique,Vale do Catimbau, Goto, B.T.

(UFRN-Fungos 415).

Comentario: Em Cyathus poeppigii os esporos apresentam morfologia variavel e sdo quase sempre
grandes, em algumas areas, notadamente indias Ocidentais, sio consideravelmente menores quando
comparados a outras regides (Brodie, 1975). A amostra em questdo poderia ser confundida com C.
helenae, contudo ndo apresenta cortex simples ¢ o tamanho dos esporos ¢ menor. O mesmo
acontece com a espécie de C. limbatus, como citado por Brodie (1975), também se distingue pelo

tamanho menor dos esporos.
Cyathus setosus H.J. Brodie, Can. J. Bot. 45(1): 1 (1967) Fig. 18

Basidioma campanulado, 8-11mm de altura, 5-8mm de largura de boca, expandido na boca,
em alguns casos, afunilando na base, apresenta embasamento pequeno da mesma cor do peridio,
dark brown (8E4), hirsuto, com pélos longos de 0,7-0,9mm de comprimento, arranjados em tufos
irregulares , exoperidio incompiscuamente estriado. Margem finamente setosa, com tomentos de 0,7
a 0,9mm de comprimento. Superficie interna lisa de coloragdo grey (9El), platina, mas nao
contrastando com o exterior. Peridiolos em numero de 7 a 8 por basidioma, de coloragdo dark
brown (9F4), de formato de circular a angular com tamanho de 1,5-2,5 mm de didmetro. Ttnica
indistinta, com cortex distintamente duplo. Esporo lisos e hialinos, elipticos sem apiculo, 5-8,9 um

x 11,4-17,8 um (Q,=1,66; L=15,83 pm; W=9,73 um; n=30), com paredes espessadas de 1-2,5 pm.

Habitat e distribuicdo: Encontrada no solo ou troncos em decomposi¢do. Foi coletado pela
primeira vez na Jamaica (Brodie, 1975), mais tarde foram identificadas espécies em Santa Lucia,

Trindade, Guadalupe, México e Bolivia.

Material Examinado: Brasil. Rio Grande do Norte: Municipio de Natal, PEDN, 22/VI1/2005,
Silva, B.D.B.; Leite, A. G.; Baseia, [.G. UFRN-Fungos 402; Brasil. Pernambuco: Municipio
Igarassu, Usina Sao José 08/VIIl/2003, Gibertoni, T.B., UFRN-Fungos 402.

Comentarios: Nenhuma outra espécie de Cyathus apresenta setas tdo conspicuas que, aliado a cor
escura do basidioma, tornam essa espécie unica no género. E facilmente diferenciada do C. triplex
por sua cor escura ¢ seus longos pélos do peridio, além da auséncia de tinica (Brodie, 1975). Esta é

a primeira referencia da espécie no Brasil.
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Figura 17: Cyathus poeppigii.. A. Basidioma; B. Sec¢do do peridiolos; C. Basidiosporos.

Figura 18: Cyathus setosus. A.Basidioma; B. Sec¢do do peridiolos; C. Basidiosporos.

Cyathus striatus (Huds.) Willd., in F1. Berol. Prodr.: 399 (1787) Fig. 19

Peridio infundibuliforme, 7-9mm de altura, 4-6mm de largura na boca, expandido na parte
superior ¢ afunilando-se abruptamente na base, embasamento ndo observado (amostra sem
substrato), com peridio estriado, de cor redish brown (9F7) hirsuto com pelos longos arranjados em
tufos direcionados para cima. Margem distintamente fimbriada, com tomentos de 0,48-0,5mm de
comprimentos. Superficie interna estriada de coloracdo grey (8F1) levemente brilhante, ndo

contrastando com o exterior. Aproximadamente 10 peridiolos por basidioma, de coloracdo brownish
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grey (7E2), com largura de 1,8-2 mm e comprimento de 2,0-2,5mm. Tunica presente, delgada,
hialina, coértex simples. Esporos se apresentam lisos e hialinos, elipticos e bem numerosos nao
apresentando apiculo, 5-12,7 um x 12,7-19,5 um (Q,=1,69; L=16,85 um; W=10,33 pum; n=30),

com paredes espessadas de 1-2,5 pm.

Habitat e distribuicdo: Em grupos sobre troncos em decomposicdo ou em folhas em florestas de
galeria. Foi encontrado na América, Europa e Asia (Brodie, 1975). No Brasil foi registrada em
Santa Catarina (Hennings, 1904), Rio Grande do Sul (Rick, 1961), Sao Paulo (Bononi ef al., 1981;
Baseia & Milanez, 2001), Parana (de Meijer, 2006), e Nordeste (Trierveiler-Pereira & Baseia,
2009).

Material Examinado: Brasil. Ceara: Municipio de Vigosa, 05/111/2005, Aratjo, R.S., UFRN-
Fungos 994; Brasil. Paraiba: Municipio de Mamanguape, Reserva Ecologica Guaribas,
17/VIII/1988, Silva, J. V. B.; Sousa, M. A., JPB 7611; Brasil. Paraiba: Municipio de Mamanguape,
Reserva Ecologica Guaribas, 17/VIII/1989, Silva, J. V. B., JPB 7611.

Comentarios: Esta espécie ¢ caracterizada por apresentar um basidioma hirsuto com superficie
interna estriada e levemente brilhante (Baseia & Milanez, 2001). Microscopicamente apresenta
esporos ovoides caracteristica importante na identifica¢do, contudo Brodie (1975) observou que
ocorre uma grande variagdo no tamanho dos esporos dependendo da area onde se encontram. Lloyd
(1906) caracterizou duas formas da espécie: uma européia com cor escura e tinica pronunciada, e

uma forma norte-americana, apresentando cor palida e com tunica delgada.
Cyathus triplex Lloyd, Mycol. Writ.(7): 23 (1906) Fig. 20

Basidioma campanulado a infundibuliforme, 6-9mm de altura, 4-6mm de boca, expandido
na parte superior e afunilando-se na base com pedicelo ausente, apresenta embasamento conspicuo
de at¢ 6mm de didmetro, eye brown (7F6), hirsuto com finas mechas de at¢ 0,3mm de
comprimento, exoperidio fracamente ou ndo plicado. Margem claramente fimbriada. Superficie
interna lisa ou fracamente estriada, com coloragdo dark brown (7F7), prateada brilhante, ndo
contrastando com o exterior. Peridiolos circulares a irregulares de coloracdo brownish grey (8F2)
com comprimento de 2,3-2,8mm e largura de 1,9-2,1mm. Tunica presentem membranosa bronze,
com cortex distintamente duplo. Esporos lisos, hialinos e elipticos, sem presenca de apiculo, 19-25

um x 22,5-35 um (Qn=1,52; L=32,54 um; W=20,83 um; n=30), com paredes espessas de 4-5 pm.
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Habitat e distribuiciio: Encontrado sobre galhos e troncos em decomposic¢do. Foi registrado na
Florida, Venezuela, Hawaii, Ilhas Filipinas e Tailandia (Brodie, 1975). No Brasil foi registrado para

Sao Paulo (Baseia & Milanez 2001) e Nordeste ( Trierveiler-Pereira & Baseia 2009).

Material Examinado: Brasil. Paraiba: Municipio de Jodo Pessoa, Campus I da UFPB, 8/V/1985,
Araujo, V.L.F., JPB 9329; Brasil. Paraiba: Municipio de Jodo Pessoa, Campus [ da UFPB,
8/VIII/1995, Baseia, 1. G., JPB 13224; Brasil. Paraiba: Municipio de Jodo Pessoa, Campus I da
UFPB, 16/V1/1994, Oliveira, 1. C., JPB 16372; Brasil. Paraiba: Municipio de Jodo Pessoa, Campus
I da UFPB, 8/VIII/1995, Baseia, 1. G., JPB 13220; Brasil. Paraiba: Municipio de Jodo Pessoa,
Campus I da UFPB, 08/V/1991, Oliveira, 1. C., JPB 17594.

Comentarios: Apresentam corpos, a pesar de ja estd bem antigo, apresentam cor escura, com
interior prateado contrastando com o interior. Brodie (1975) acredita que essa espécie possa ndo
estar dentro do grupo Palidus por causa da cor ¢ do aspecto do tomento. Outras caracteristicas que
tornam esta hipdtese mais forte € o cortex apresentar duas camadas e os esporos serem elipsoides e

apresentarem grandes dimensoes.

e T 1 LA TR B ks BAC TN N
AN

Figura 19: Cyathus striatus. A. Basidioma; B. Secgdo do peridiolos; C. Basidiosporos.
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Figura 20: Cyathus triplex. A. Basidioma; B. Secg¢do do peridiolos; C. Basidiosporos.

Consideracoes Finais

Registros no MycoBank e Index Fungorum mostram que houve um relativo aumento no
numero de espécies conhecidas de Cyathus no mundo, no entanto, ndo aparecem as citadas para o
Nordeste brasileiro, apenas para as regioes Sul, Suldeste e Amazonica.

A revisdo feita no herbario URM por Trierveiler & Baseia (2009) mostrou que apenas nesse
herbario existiam oito espécies, o que equivale a 80% das espécies de Cyathus encontradas em todo
o Brasil. Um fato que vale ser ressaltado ¢ que existiam, nesse herbario, espécies depositadas desde
1945 que so6 foram identificadas e publicadas neste trabalho. Além das espécies do herbario URM,
ainda existem mais duas espécies publicadas no estado de Bahia por Trierveiler & Bezerra (2009), e
duas recentemente citadas para o estado da Paraiba (Trierveiler, 2011).

Na presente revisdo dos Herbarios UFRN-Fungos, UHEFS e UFPB, foram encontradas 46
exsicatas, com um total de 16 espécies, sendo que destas, uma ¢ segunda citacdo para o mundo (C.
pedicellatus), primeira citagdo para America do Sul (C. crassimurus), duas novas referéncias para o
Brasil (C. olivaceus-bruneus, C. setosus) e uma nova referéncia para o Nordeste (C. berkeleyanus).
Isso indica que o Nordeste do Brasil possui quase 30% do nimero de espécies de Cyathus
encontrada no mundo ¢ a mesma quantidade de espécies encontradas no, mostrando que mesmo

com os trabalhos ja feitos ainda temos muito a fazer nesta area tanto no Brasil quanto no Nordeste.
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5. FILOGENIA DAS ESPECIES DE CYATHUS (BASIDIOMYCOTA), COM A
INCLUSAO DE REPRESENTANTES DO NORDESTE BRASILEIRO’,

RESUMO: As relagdes filogenéticas de espécies de Cyathus com sequencias disponiveis no
GenBank somadas a nove espécies do género Cyathus oriundas do Nordeste foi investigada usando
os métodos de Maxima Parcimoénia e analise bayesiana utilizando sequencias de DNA ribossomal
das regides ITS e LSU. Foram analisadas 33 amostras de trés herbarios: Herbario Padre Camille
Torrend-URM da UFPE, o Herbario de Fungos — UFRN da UFRN e o Herbario Estadual de Feira
de Santana — HUEFS. Os resultados demonstram que os novos grupos criados por Zhao (2007) se
sustentam, no entanto a inclusdo de sequencias de espécies oriundas do Nordeste sugere dois novos
clados. Os conjuntos de dados moleculares ¢ morfoldgicos ddo suporte para o estabelecimento de

cinco novas espécies de Cyathus € um novo registro para o Brasil.
PALAVRAS-CHAVE: herbarios, morfologia, taxonomia, ITS, LSU.
INTRODUCAO:

Os géneros Cyathus, Crucibulum, Nidula, Nidularia e Mycocalia formam um grupo de
fungos chamados de “fungos ninho de passarinho” devido a estrutura dos basidiomas apresentarem
forma de sino ou vaso onde, em seu interior, se encontram estruturas lenticulares conhecidas como
preidiolos. Distingue-se dos outros géneros por apresentar um basidioma formado por trés camadas,
peridiolos negros além do corddo funicular complexo (Brodie, 1975). O género Cyathus através de
estudos moleculares envolvendo sequencias de rDNA foi alocado no clado de eugaricos (Hibbett et
al., 1997; Hibbett & Thorn, 2001; Moncalvo et al., 2002). O trabalho feito por Mahteny (2006), que
tratou de Agaricales incluiu Cyathus striatus e Crucibulum leave e concluiu que a familia

Nidulariaceae ¢ um grupo irmao de Cystodermataceae.

Os trabalhos mais importantes envolvendo filogenia molecular do género foram realizados
por Zhao e colaboradores, sendo que o primeiro foi feito através de analises de RAPD de 43
amostras de Cyathus, em um total de 18 taxa. Neste trabalho foram criadas duas novas espécies para
o género (Zhao et al. , 2004), no entanto, esses estudos ndo revelaram as relagcdes entre as espécies
dentro do género. Zhao et al. (2007) reexaminou o género Cyathus com auxilio de dados
morfologicos e moleculares, através do sequenciamento das regides ITS e LSU. Como resultado,
uma nova classificagdo infragenérica com apenas trés grupos foi proposta. No entanto, este trabalho

ndo incluiu espécimes da America do Sul, permanecendo a necessidade de mais estudos sobre este

2 Trabalho em preparagdo para submissido para publicagdo como: Silva, M. A.; Barbosa, M. M. B.; Cruz, R. H. S. F.;
Baseia, I. G.; Malosso, E. 2012. Filogenia das espécies de Cyathus (Basidiomycota), com a inclusdo de Espécies do
Nordeste Brasileiro.
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grupo de fungos nestas areas para que as relacdes filogenéticas sejam bem compreendidas ao nivel
mundial. Além disso, seria importante observar se ocorrem mudancas significativas nas sequéncias
de DNA com relagdo a variagdes climaticas e espaciais. Este trabalho tem com principal objetivo

determinar relagoes filogenéticas no género Cyathus, utilizando dados morfologicos e moleculares.

MATERIAIS E METODOS

Amostras de Fungos: Foram utilizadas 33 amostras oriundas de trés diferentes herbarios da regido
nordeste, o Herbario Padre Camille Torrend-URM da UFPE, o Herbario de Fungos — UFRN da
UFRN e o Herbario Estadual de Feira de Santana — HUEFS e também oriundas de coletés feitas no
estado de Pernambuco na reserva Ecoldgica Charles Darwin seguindo o protocolo de Muller et al.,
2004. Cada espécime foi examinado morfologicamente, seguindo o protocolo modificado de Brodie

(1975), antes de um fragmento ser retirado para extracao.

Extrac¢do de DNA, PCR e sequenciamento: o DNA, tanto de material herborizado quanto de
material fresco, foi extraido seguindo o protocolo de extracdo de Doyle & Doyle (1987),
modificado por Goées-Neto et al. (2005), utilizando CTAB 2%. As reagdes de amplificagdo de
fragmentos do ITS rDNA foram realizadas a partir do DNA gendmico extraido dos espécimes, em
termociclador (TECHNE TC-512) contendo, em tubos de 0,2 mL, um volume reacional de 25 puL
com os seguintes componentes: 2,5 pL. do Tampao 10X de PCR, 1,5 uL. de MgCl, a 25 mM, 0,5 pul
de dNTPs a 2 mM, 1U de Taq Polimerase, 0,5 pL de cada primer ITS1 e ITS4 para regido ITS
(White et al., 1990) a 10 uM, e 5 pL. do DNA alvo diluido. O programa de amplificacdo da regido
ITS envolveu: 1 ciclo inicial de desnaturacdo por 5 min a 94°C; seguido de 40 ciclos de
desnaturagdo a 92°C por 30 s, anelamento dos primers a 62°C por 30 s e extensdo a 72°C por 1
min; além de uma extensao final de 5 min a 72°C.

Para a regido LSU foram utilizados os primers LR07 e LR7 (White et al., 1990) com os
seguntes reagentes para um volume final de 25 pL: 2,5 pLL 10x Tampao KCI, 1,5 ul. de dNTPs, 1.,0
uL MgCl2, 1,0 uL de cada primers, 0,2 ul. de Taq Polimerase e aproximadamente 5 pL. do DNA
alvo diluido. O programa de amplificagdo desta regido inclui um ciclo de desnaturagdo inicial a
94°C por 1 min 25 s, seguido por 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 35 s, anelamento dos primers
a 55°C por 55 s, e extensdo a 72°C por 2 min, além de um ciclo de extensdo final a 72°C por 10 min.

Os produtos das reagdes de PCR (5 pL) foram visualizados em gel de agarose 1%, corado
com Gel Red, sob luz UV e fotografados. Os produtos de amplificacdo foram purificados com kit de
purificacdo (PureLink PCR Purification Kit, Invitrogen) e encaminhados para sequénciamento no
Centro de Estudos do Genoma Humano da USP.

Alinhamento das Sequéncias e Analises Filogenéticas: Os cromatogramas do

sequénciamento foram avaliados e as sequencias foram editadas. Apos a edi¢do, todas as sequéncias
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foram analisadas, via BLASTn, para busca de fragmentos de DNA similares depositados no
GenBank. Os acessos que apresentaram a maior porcentagem de identidade com as sequéncias em
estudo, considerando a melhor combinacdo de “score” e “e-value”, foram selecionadas para as
analises filogenéticas.

As analises filogenéticas foram realizadas com o programa PAUP* 4.0B10
(Swofford, 2004) e¢ MrBayes 3.0B4 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001). Buscas heuristicas no
conjunto de dados ITS e LSU e na combinagdo destes foram realizadas seguindo os seguintes
métodos: maxima verossimilhanca e analise bayesiana (Huelsenbeck & Ronquist, 2001;
Huelsenbeck et al., 2001). Para maxima verossimilhanga, foram limitadas 5000 arvores com 1000
repeticdes. Para concatenar os dados foi ultilizado a rotina CONCAT do Phyutility (Smith, S. A. &
Dunn, C. W, 2008). A escolha do melhor modelo de substituicio tanto para maxima
verossimilhanga como para Bayesian foi feita com o Modeltest. Um milhdo de geragdes foram
executadas por quatro Cadeias Markovianas e amostradas a cada 100 geracgdes, resultando em
10.000 arvores. As primeiras 2.000 arvores foram descartadas como parte da fase “burn-in”, e as
restantes foram usadas para calcular a probabilidade posterior. As arvores foram visualizadas no

TreeView e exportadas para programas graficos.

RESULTADOS

Foi feita extragdo de 33 espécimes de Cyathus onde, das 19 espécies encontradas, destas nove
espécies obtiveram sucesso nos processos de amplificacdo e seqiienciamento, sendo seis espécies
seqilienciadas com a regido ITS e oito com a regido LSU. A busca por sequéncias similares de
espécies no GenBank resultou em 14 acessos para a regido ITS (Tabela 2) com identidade variando
de 84 a 88% quando comparadas as nossas espécies com as sequéncias das espécies oriundas do

nordeste, ¢ 9 acessos com a identidade variando de 92 a 95% para a regido LSU (Tabela 3).

Tabela 2: Fungos do género Cyathus oriundos de herbarios, identificados
por morfologia e com a sequéncia da regido ITS comparada, a partir do
BLASTn, com os dados depositados no GenBank.

Max ident | Maxident | Max ident | Max ident
Sp.nov.1 | Sp.nov.2 | Sp.nov.3 | Sp.nov.5

Nome no GenBank

C. africanus (DQ463347.1) 89 82 88 80
C. anulatus (DQ463351.1) g5 83 91 77
C. berkeleyanu (DQ463355.1) 86 82 87 0
C. colensoi (DQ463344.1) 90 82 88 0
C. gansuensis(DQ463348.1) 90 84 86 0

C. hookeri (DQ463346.1) 90 82 88 80
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C. intermedius’ 97 84 97 0
C. jiayuguanensis(DQ463341.1) 90 82 88 79
C. olla (DQ463345.1) 89 82 88 0
C. pallidus (DQ463356.1) 91 81 87 0
C. poeppigii’ 97 0 97 79
C. renweii (DQ463352.1) 95 82 91 0
C. setosus(DQ463349.1) 92 82 89 78
C. Stercoreus(EU784193.1) 97 85 99 0

*Espécie depositada em herbario do Nordeste. # Espécie coletada neste trabalho.

Tabela 3: Fungos do género Cyathus oriundos de herbarios, identificados por
morfologia e com a sequéncia parcial do LSU rDNA comparada, a partir do BLASTn,
com os dados depositados no GenBank.

Nome no GenBank Max ident | Maxident | Max ident | Max ident | Max ident

Sp.nov.1 | Sp.nov.2 | Sp.nov.3 | Sp.nov.4 | Sp.nov.5
C. africanus (DQ463330.1) 90 97 86 97 97
C. gansuensis (DQ463335.1) 90 96 86 97 97
C. griseocarpus (DQ463324.1) 90 97 86 98 97
C. helenae (DQ463334.1) 89 97 86 97 98
C. intermedius” 92 98 86 99 98
C. olla (DQ463326.1) 90 97 86 98 97
C. pallidus (DQ463336.1) 90 96 86 97 97
C. pedicellatus* 92 99 86 97 929
C. poeppigii* 92 99 86 98 929
C. renweii (DQ463336.1) 89 97 86 97 98
C. setosus (DQ463331.1) 90 97 86 98 97
C.limbatus" 87 90 86 91 %0

*Espécie depositada em herbario do Nordeste. # Espécie coletada neste trabalho.

Filogenia com base nos dados das sequéncias de ITS: Seis espécies foram sequenciadas com os
primers da regido ITS que quando alinhadas as 14 do GenBank formaram um conjunto de dados
com um total de 545 caracteres dos quais 225 sdo constantes, 142 foram parcimonia informativos e
225 foram ambiguos, sendo eliminados da analise. O melhor modelo para maxima verossimilhanga
e para a analise Baysiana proposto pelo Modeltest 3.7 foi o TVM+G, tendo a arvore resultante uma

pontuacdo de desprobabilidade (-InL) igual a 3119.4089.

A reconstrucdo filogenética das espécies do género Cyathus foi feita a partir de métodos de
andlise bayesiana e verossimilhanga, que apresentaram valores de Bootstrap e Probabilidade
Posterior sempre acima de 50%. Com essa construgdo pode-se observar que as espécies estudadas
estdo separadas em dois clados. O primeiro ¢ constituido pelas espécies Cyathus sp nova 1

(Barbosa, 2010) e Cyathus intermedius e o segundo representado pelas demais espécies, sendo
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ainda dividido em dois ramos distintos. Um ramo com as espécies Cyathus sp. nova 2 (Barbosa, ,
2010) e Cyathus sp. nova 5 (Apéndice A) e o outro ramo com Cyathus sp. nova 3 (Barbosa, 2010) e

C. poeppigii Todos os ramos possuindo alto valor estatistico, sempre acima de 98% PP.

Marasmius oreades
Cyathus sp. nov. 2

Cyathus sp. nov. 5

1.00
0.92

0.99

067
—— Cyathus poeppigii

0.80
0.53

Cyathus stercoreus

1.00
1.00

Cyathus sp. nov. 3

- Cyathus jiayuguanensis

Cyathus colensoi
1.00
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— Cyathus africanus
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0.76
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Cyathus setosus
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0.76
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1.00
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Figura 22: Reconstruc@o filogenética de espécies de Cyathus obtitda a partir do alinhamento
em 545 sitios relativos as regides ITS. Os valores de Bootstrap(BS) foram obtidos a partir de
1000 repetigoes. Valores de Probabilidade Posterior(PP) (em %) foram gerados a partir dos

métodos de analise bayesiana e somente valores acima de 50% sao apresentados. Um exemplar
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de Marasmius oreades foi usado como grupo externo. Valores de suporte da anélise Bayesiana
e de Bootstrap (PP/BS) sdo mostrados nos nos. As seis espécies sequenciadas aparecem

circuladas.

Filogenia com base nos dados das sequéncias de LSU: Nove espécies diferentes tiveram a regido
LSU parcialmente sequenciada. Assim como na constru¢do das arvores com sequéncias de ITS,
também foram usadas espécies vindas do GenBank para constru¢do da arvore. O conjunto de dados
utilizados foi de 761 caracterizados quais 490 foram constantes, sendo 184 ambiguos e, portanto,
eliminados da analise e apenas 87 foram parcimonia informativos. Para verossimilhanga, o modelo

selecionado foi GTR+G e a arvore resultante teve uma desprobabilidade de 2708.0703.

As arvores construidas a partir de sequéncias parciais da regido LSU com espécies oriundas
do Nordeste apresentaram politomia entre as espécies Cyathus sp. nova 1 e Cyathus sp. nova 3,
indicando que, provavelmente, para essa regido espécifica do DNA, estas espécies apresentam uma
posicao basal em relacdo as demais. O restante das espécies se encontram divididas em dois clados
principais, sendo o primeiro formado pelas espécies Cyathus sp. nova 2 e as espécies Cyathsu sp.
nova 5, C. pedicellatus e C. poeppigii que formam uma politomia, indicando que para essa regido
do DNA estas espécies sdo idénticas ou que ndo existe variagdo suficiente para separa-las. O
segundo clado ¢ formado por C. intermedius, Cyathus sp. nova 4 (Barbosa, M. M. B., 2010) ¢ C.

limbatus. Todos os ramos possuem altos valores de PP, sempre acima de 98%.

Na topologia da Figura 21 também ¢ observada a formacgdo de trés clados distintos, no
entanto, ha uma maior separagao deste clado em relagdo ao grupo Pallidum, que se separou em dois
subgrupos sendo que um deles, com exceg¢do do C. setosus, ¢ composto por espécies oriundas do
Nordeste. Duas espécies apresentaram ramos muito longos, constituindo um grupo separado dos
demais, no entanto, apresenta um baixo valor de BS (0.70). E importante ressaltar que as espécies
de C. poeppigii, C. pedicelatus ¢ Cyathus sp. nova 5 sdo similares nesta analise , no entanto,
apresentam morfologia distinta, € necessario o sequenciamento de mais espécies para confirmar os

resultados.

Filogenia com base nos dados das sequéncias de ITS+ LSU: Para a construcdo das arvores com
dados combinados de ITS e LSU rDNA foi utilizado o programa CONCAT que foi usado com a
finalidade de concatenar duas sequencias formando uma unica, assim o programa MrBayes
consegue ver os dois blocos (ITS e LSU) de sequencias como uma unica (Figura 22) que foram
usadas com o intuito de observar como as espécies deste trabalho se distribuiriam dentro dos grupos

propostos por Zhao, 2007.
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Figura 23: Reconstrugao filogenética de espécies de Cyathus obtida a partir do alinhamento
em 761 sitios relativos a regido LSU. Os valores de Bootstrap(BS) foram obtidos a partir de
1000 repetigdes. Valores de Probabilidade Posterior(PP) (em %) foram gerados a partir dos
métodos de andlise bayesiana e somente valores acima de 50% sdo apresentados. Um
exemplar de Marasmius oreades foi usado como grupo externo. Valores de suporte da analise
Bayesiana e de Bootstrap (PP/BS) sdo mostrados nos noés. As nove espécies sequenciadas

aparecem circuladas.

Na topologia gerada pelas sequéncias das espécies do Nordeste do Brasil, em combinagao

com as sequéncias do GenBank, nota-se a formacao dos trés grupos, como proposto por Zhao et al.
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(2007), nos quais se posicionam parte das espécies estudadas, como C. poeppigii, C. pedicellatus,
Cyathus sp. nova 3 e Cyathus sp. nova 5 que estdo no grupo Striatum, no entanto, este grupo,
formado pelas espécies do Nordeste, apresenta a mesma disposicdo das demais arvores ficando
separadas das espécies ja existente. E mais um grupo formado por trés espécies C. intermédius, C.
limbatus e Cyathus sp. nova 4 com suporte de 100% PP; essas espécies apresentam basidiosporos
de tamanho intermediario entre 11 um e 20 pm de comprimento e apresenta fraca ou nenhuma

plicacao.

Esta topologia mostra que Cytahus sp. nova 1, que se encontra em uma regiao mais basal, ¢
caracterizada por apresentar basidiosporos menores que 15 pm sendo os Unicos a apresentar
apiculo. A partir de Cyathus sp. nova 3, caracterizada por apresentar superficie interna brilhante e
habito de crescimento sobre esterco, observa-se uma ramificacdo mais interna e as demais espécies

formam dois grupos distintos bem suportados.

O primeiro grupo, com 99% de PP, é composto por C. intermedius, Cyathus sp. nova 4 ¢ C.
limbatus, que sdo espécies que apresentam basidioporos menores que 20 um de tamanho além de
ndo apresentarem sua base fortemente afinalada, como acontece no segundo grupo. O segundo
grupo, representado pelas espécies C. poeppigii, C. pedicelatus, Cytahus sp. nova 2 e Cyathus sp.
nova 5, com 100% de PP, ¢é caracterizado por apresentar a base do basidioma constricta em alguns
casos, formando um conspicuo pedicelo. Cyathus sp. nova 2 se diferencia das demais por apresentar
cortex simples enquanto as demais apresentam cortex duplo. As demais espécies do segundo grupo
sdo distinguiveis pela auséncia (C. poeppigii) ou presenca (C. pedicelatus, C. sp nova 5) de

pedicelo.
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Figura 24: Valores de Probabilidade Posterior(PP) (em %) foram gerados a partir dos
métodos de andlise bayesiana e somente valores acima de 50% sao apresentados. Um
exemplar de Marasmius oreades foi usado como grupo externo. Valores de suporte da
analise Bayesiana (PP) sdo mostrados nos nos. As nove espécies sequenciadas aparecem

circuladas.
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DISCUSSAO

As andlises deste trabalho foram feitas com duas regides do rDNA (ITS e LSU). A regido
ITS ¢ caracterizada por ser muito varidvel, importante caracteristica para distingdo de espécies. A
regido LSU ¢ caracterizada por apresentar uma baixa taxa de variabilidade, o que ndo a impede de
ser utilizada para separar espécies. A topologia feita com sequencias da regido ITS (Figura 20)
mostrou que as espécies oriundas do Nordeste formam dois grupos distintos separados dos demais
grupos apresentados no trabalho de Zhao (2007). O primeiro formado pelas espécies Cyathus sp.
nova 2, Cyathus sp. nova 5, C. poeppigii e Cyathus sp. nova 3 que se agrupa junto a C. stercoreus
confirmando os dados morfologicos. O C. poeppigii e C. stercoreus fazem parte do grupo Striatum,
no entanto nestas analises sdo separadas das demais espécies do seu grupo se juntando ao grupo das
espécies do Nordeste. O segundo grupo formado pelas espécies Cyathus sp. nova 1, C. intermedius
e C. setosus que nos outros trabalhos aparece sem grupo definido.

A topologia formada pelo sequencimanto da regido LSU assim como na regido ITS formou
dois grupos suportados com altos valores de PP e apresentam algumas variagdes. O primeiro caso ¢
que as espécies Cyathus sp. nova 3 e Cyathus sp. nova 1 apresentaram posigdes basais em relagdo
as demais e as espécies C. poeppigii, C. pedicellatus e Cyathus sp. nova 5 sao consideradas como
iguais, no entanto caracteristicas morfologicas mostram que sdo trés espécies diferentes, portanto
pode-se inferir que esta regido ndo ¢ ideal para separar estas espécies.

A teoria de que o LSU ndo ¢ a regido ideal para separar as espécies C. poeppigii, C.
pedicellatus e Cyathus sp. nova 5 foi constatada na topologia da Figura 22, que apresenta dados
concatenados de ITS e LSU. Os dois grupos formados nas topologias anteriores também se repete
nesta construgdo, no entanto separando estas espécies. As variagdes das posigdes das Cyathus sp.
nova 1 e Cyathus sp. nova 3 nas topologias pode ser explicada pelo fato de que existe pouca
variedade de sequencias no GenBank e que estas sequencias portanto ndo possuem uma identidade
significativa com as espécies oriundas do Nordeste.

Este estudo comparava que a principal caracteristica usada para separar os grupos foi o
tamanho e a forma dos esporos, concordando com a ideia de Zhao et al. (2007), os esporos menores
que 20 um faziam parte do Grupo II e as espécies com esporos maiores que 20 um estariam no
Grupo I. Nao foi notada a auséncia ou presenga de plicagdo como uma caracteristica determinante
na separagdo dos grupos, no entanto, ¢ importante na divisao em nivel de espécies. Podemos notar
claramente isso no Grupo II, no qual Cyathus sp. nova 2 se distancia das demais tendo como critério
morfoldgico a presenga de estrias no basidioma. Também se pode concluir que a melhor regido para
separar espécies neste género ¢ a regido ITS, por ser mais variavel e ainda apresentar concordancia

com as caracteristicas morfologicas.
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Apesar de ser ainda cedo para fazer afirmagdes concretas, devido ao baixo niimero de
sequéncias disponiveis, podemos levantar a hipotese de que as espécies oriundas do Nordeste se
posicionam separadas das demais. Mesmo separadas dentro dos grupos existentes, acabam por
formar clados distintos ou subgrupos, todos com significancia estatistica e em concordancia com os
caracteres morfologicos. Ainda ¢ necessaria uma maior amostragem dessas espécies para que
possamos comprovar a hipotese de que a variacdo geografica afeta a topologia das arvores, visto
que a extragdo de DNA de material herborizado representa uma limitagdo importante na obtencao

dos dados a partir de PCR (Bruns ef al , 1990).
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6. CONSIDERACOES FINAIS:

O género Cyathus apresenta, segundo Kirk et al. (2008), 45 espécies distribuidas em quase
todos os continentes, sendo raro em regides polares. A revisdo feita no herbario URM por
Trierveiler & Baseia (2009), mostraram que apenas nesse herbario existiam oito espécies, o que
equivale a 80% das espécies de Cyathus encontradas em todo o Brasil. Além das espécies do
herbario URM, ainda existem mais duas espécies publicadas no estado de Bahia por Trierveiler &
Bezerra (2009), e dua recentemente citadas para o estado da Paraiba (Trierveiler & Baseia, 2011).

Na presente revisdo dos Herbarios UFRN-Fungos, UHEFS e UFPB, foram encontradas mais
vinte espécies, sendo que destas, cinco registros sdo novos para a ciéncia, dois sdo segundas
citagdes para o mundo (C. pedicellatus e C. setosus), além de novas referéncias para o Brasil (C.
olivaceus-bruneus) e¢ para o Nordeste (C. berkeleianus). Além das espécies trabalhadas nos
herbarios, também foram realizadas coletas nos estados da Paraiba ¢ Pernambuco, onde foram
encontradas seis espécies, sendo duas destas a primeira referencia para América do Sul (C.
crassimurus e C. gracilis), duas como primeiras referéncias para PE (C. helenae e C. earlei) e uma
nova referencia para PB (C. intermedius).

Os trabalhos filogenéticos feitos com espécies do Nordeste confirmam que algumas
caracteristicas apontadas por Brodie (1975, 1984), como presenca ou auséncia de tinica e cortex,
como principais aspectos para separar os grupos infra-genéricos ndo sdo caracteristicas suportadas
nos clados formados. Pode-se notar que no clado que forma o Grupo 2 existem espécies com cortex
simples e duplo. As amostras estudadas ndo mudam os clados das arvores construidas por Zhao et
al. (2007), no entanto, formam dois novos clados, suportados por caracteristicas morfoldgicas como
forma e cor do basidioma, tamanho de esporos e substrato, que sdo aspectos também importantes na
chave feita por Zhao et al. (2007). Nesta chave, porém, as caracteristicas usadas para dividir os
grupos ddo margem a uma grande variacdo sendo possivel uma mudanga na topologia dos grupos
quando inseridos novos exemplares. Outra conclus@o importante é que as espécies C. pedicellatus,
C. poeppigii e C. spnova 5 nao podem ser separadas com o sequenciamento da regido LSU do
rDNA.

Os dados do presente trabalho indicam que o Nordeste do Brasil, que apresenta 23 espécies
deste género, possui quase 50% das espécies de Cyathus encontrada no mundo. Isso mostra que,
apesar dos trabalhos ja realizados, ha muito a se fazer com relagdo a esse grupo de espécies no
Brasil. Os dados moleculares nos mostram claramente que estas espécies ficam separadas do
restante das demais espécies até agora sequenciadas, mas os estudos moleculares ainda sdo muito
recentes, € isso se traduz na quase inexisténcia de sequéncias de fungos gasterdides da Améria do
Sul no GenBank. As sequéncias obtidas das espécies desse estudo representam as primeiras

oriundas da América do Sul depositadas no GenBank.
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APENDICE

NOVO REGISTRO DE UM BIRD’S NEST FUNGI PARA O MUNDO
RESUMO: Recentes estudos nas colegdes de fungos do Género Cyathus orindas do Nordeste
Brasileiro depositadas no Herbario de Fungos da UFRN resultou na descoberta de uma nova
espécie. Descri¢des, comentarios taxonomicose desenhos do material analisado sdo apresentados.
INTRODUCAO

O género Cyathus criado por Haller em 1768 ¢ caracterizado por apresentar basidioma em forma
de vaso ou sino, com peridiolos em seu interior. No nordeste brasileiro, o género ainda ¢ muito
pouco estudado. Apenas no ano de 2009, Trierveiler & Baseia, descrevem as primeiras espécies no
trabalho de revisdo do herbario URM e, posteriormente, no trabalho de Trierveiler & Bezerra
(2009), foram feitas duas referéncias para o estado da Bahia, e em 2011 mais duas referencias para
o estado da Paraiba (Trierveiler & Baseia, 2011).
MATERIAIS E METODOS

A espécie em questdo faz parte do acervo do Herbario de Fungos-UFRN. O espécime foi
coletado no municipio de Buique, no estado de Pernambuco, em 2007, sendo tombado como
Cyathus anulatus. Foi identificado seguindo o protocolo modificado de Brodei (1975) tendo sido

observadas as caracteristicas micro e macroscopicas relevantes.

Cyathus sp. nov. 5

Basidioma infundibuliforme, 7-10mm de altura, 3-4mm de largura de boca, ndo expandido na
parte superior e afunilando-se abruptamente na base, em alguns basidiomas formando um
pequeno, mas conspicuo pedicelo, preso na base por um embasamento também conspicuo de cor
brownish orange (7C3), com peridio hirsuto com tufos irregulares com pélos de
aproximadamente 0,6lmm de comprimento, de cor pale yellow (4A3) a dark blond (5D4)
apresentando estrias. Margem minutamente fimbriada, com tomentos de 0,2mm de
comprimento. Superficie interna lisa ou fracamente estriada, de coloracdo brownish grey (8F2)
brilhante mas ndo contrastando com o exterior. Peridiolos em numero de 12 ou mais por
basidioma de coloracdo brownish grey (8F2) com comprimento e 1,5-2,0mm e largura de 1,0-
1,5mm. Tunica presente marrom escura, com cortex distintamente duplo. Esporos hialinos,
elipticos a subglobosos ou globosos, ndo apresentando apiculo, 25,4-34,29 um x 22-29,21 ym

(Qm=1,25; L=30,14 pm; W=24,30 um; n=30), com paredes delgadas de 1-2,5 pm.

Habitat: Ocorrendo em areas totalmente sombreadas. Sobre galhos e troncos em decomposigdo,

fezes de bovino.
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Distribuiciio: Nordeste.

Material Examinado: Brasil. Pernambuco: Municipio de Buique, Vale do Catimbau,
22/VII/2007, Otonni, T.B.S, UFRN-Fungos1291; 23/VII/2007,0tonni, T.B.S UFRN-Fungos
948; 08/X11/2006, Gibertoni, T.B., UFRN-Fungos 406, UFRN-Fungos 1290, UFRN-Fungos
1292; 10/X11/2006, Drechsler-Santos, E.R.; Gibertoni, T.B., UFRN-Fungos 403; 11/XI1/2006,
Drechsler-Santos, E.R.; Gibertoni, T.B., UFRN-Fungos 404.

Comentarios: Esta espécie ¢ muito semelhante a C. pedicellatus por alguns basidomas
apresentarem um pedicelo que pode ser discreto ou conspicuo, no entanto, se diferenciam pelo
tamanho dos esporos sendo que o primeiro apresenta um esporo com tamanho acima de 27 pm e
o C. pedicelatus apresenta esporos de comprimento menor que 25 pm. Também pode ser
confundida com o C. poeppigii que apresenta basidioma bem parecido, esta espécie nao
apresenta pedicelo e a coloracdo do basidioma ¢ bem mais escura. Nas analises filogenéticas
feitas com estas espécies mostraram que sdo espécies diferentes, no entanto, estdo no mesmo
clado, o que pode indicar que presenca e auséncia de pedicelo seja uma boa caracteristica para

divisdo destas espécies.

C

Figura 25: Cyathus Sp. Nov. 5A. Basidioma; B. Secgdo do peridiolos; C. Basidiosporos.
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