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RESUMO

A armilariose, doenca causada por fungos do género Armillaria, é conhecida
em varias partes do mundo, provocando a mortalidade de culturas agricolas e
florestais. Na regido Sul do Brasil, essa doenca tem causado a morte de
arvores, principalmente em plantios de pinus, e a espécie associada a doenca
ainda nao foi identificada. Sendo assim, o presente trabalho visou caracterizar
isolados de Armillaria coletados na regiao Sul do Brasil, por meio de
marcadores morfolégicos e moleculares (RAPD e sequenciamento de regiao
ITS). Vinte e dois isolados de Armillaria sp. foram coletados de &rvores doentes
de pinus, pessegueiro e vassourinha-do-campo, nos estados do Parang, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul. Os isolados foram cultivados em meio sélido
BDA (batata, dextrose e agar), a 22°C, no escuro. As observacdes de
micromorfologia do micélio foram feitas através de microscopia de luz e
eletrénica de varredura e demonstraram a presenca de estruturas tipicas do
género. Os resultados do RAPD demonstraram haver variabilidade entre os
isolados. Os resultados das analises das sequéncias ITS demonstraram que os
isolados procedentes da regiao Sul do Brasil formaram um Unico grupo
filogenético, sugerindo se tratar de uma Unica espécie, a qual parece ser muito
préxima das linhagens referéncias procedentes da Patagbnia, as quais
parecem se tratar da espécie A. montagnei, intimamente relacionada com a
espécie A. luteobubalina.

Palavras-chave: armilariose, pinus, RAPD, seqiéncias ITS



ABSTRACT

Armillaria species cause root disease in various parts of the world, causing the
death of agricultural crops and forest. In the South of Brazil, this disease has
caused the death of trees, mainly in the pine plantations, and the species
associated with the disease has not yet been identified yet. Thus, the present
study has the objective to characterize isolates of Armillaria collected in South
of Brazil, through morphological and molecular markers (RAPD and sequencing
of ITS region). Twenty-two isolates of Armillaria sp. were collected from pine
trees, peach and broomfields, in the states of Parana, Santa Catarina and Rio
Grande do Sul. The isolates were grown on solid medium PDA (potato,
dextrose and agar) at 22°C in the dark. The observations of micromorphology of
mycelium were made through light microscopy and scanning electron
microscopy and demonstrated the presence of structures typical of the
genre.The results of RAPD demonstrated a variability among the isolates. The
results of the analysis of ITS sequence showed that the isolates from the region
south of Brazil formed a one group, suggesting that they are belong to the same
species, which seems to be very close to the reference strains of Armillaria
coming from Patagonia, which seem to treat the species A. montagnei, closely
related species with A. luteobubalina.

Key words: Armillaria rot root, pine, RAPD, ITS sequence
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1. INTRODUCAO

A armilariose causada pelo fungo Armillaria sp., é a principal doenca em pinus
no Brasil provocando o apodrecimento da casca, do lenho, das raizes e do colo da
planta, resultando na morte do hospedeiro. Este patégeno ataca diferentes espécies
vegetais, frutiferas, florestais, ornamentais, arbustivas e gramineas, em todos os
continentes. O ataque ocorre em plantas estabelecidas em areas anteriormente
ocupadas por florestas nativas, plantadas ou em pomares infestados e, quando os
hospedeiros sao plantados entre plantas infectadas. A infeccao inicia-se em plantas
ainda jovens, quando as raizes encontram as rizomorfas que se desenvolvem a
partir dos tocos e de restos vegetais presentes no solo contendo inéculo do
patdgeno (HOOD et al, 1991).

As medidas de controle recomendadas s&o de dificil aplicagéo e de eficiéncia
duvidosa, por se tratar de um patégeno de solo. Na diagnose da doenca, tem-se
apenas identificado o género, sem a devida caracterizacao micologica da espécie de
Armillaria associada (KRUGNER; AUER, 2005).

O género Pinus apresenta-se importante fonte de matéria-prima para o setor
florestal brasileiro, com cerca de 1,9 milhdes de hectares em plantacées e cerca de
35 % do volume de madeira serrada produzida tem por base o pinus (MARTO et al,
2006). Notadamente, na regiao Sul do Brasil, sdo predominantes os plantios de P.
taeda (a espécie mais plantada) seguida pela espécie P. elliottii var. elliottii
(SHIMIZU, 2006). Esta participacdo na producéao florestal é, por conseguinte uma
fonte de riquezas para o setor industrial gerando um grande niumero de empregos e
tributos, indispensaveis para o desenvolvimento de toda a regiao.

Considerando-se todos esses fatores expostos, ha também ainda uma falta
de conhecimento mais detalhado sobre o patégeno e seu controle, assim como uma
real avaliacao dos prejuizos causados por esta doenca no mundo, 0 que exigem um
estudo mais aprofundado sobre a armilariose do pinus.

A identificagdo de espécies de Armillaria tem como base dois tipos de
metodologias: o teste de pareamento de culturas in vitro e o uso de métodos
moleculares. (CROP, 2005). Os marcadores moleculares tém sido ferramentas muito
Uteis nos estudos de filogenia de fungos e na diferenciagcdo de espécies, ragas e
isolados (KURAMAE; SOUZA, 2002). Nesse contexto, a analise molecular baseada
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nos acidos nucléicos tem sido usada para diferenciar variedades e identificar
espécies de Armillaria, podendo demonstrar a diversidade genética de isolados
individuais. (HARRINGTON; WINGFIELD, 1995; CHILLALI et al., 1998; PEREZ-
SIERRA et al., 1999).

Sendo assim, conhecimento sobre o agente causal, sua variabilidade e
viruléncia, pode auxiliar no desenvolvimento de medidas de controle adequadas, e
consequentemente minimizar os danos e as perdas provocadas pela armilariose na

regidao Sul do Brasil.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar isolados de Armillaria sp obtidos de arvores de pinus, pessegueiro e
vassourinha-do-campo com sintomas de armilariose, na regido Sul do Brasil, por

meio de marcadores morfolégicos € moleculares.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar morfologicamente os isolados de Armillaria sp.
e Estudar a variabilidade dos isolados por meio de marcadores RAPD.
e |dentificar taxonomicamente e caracterizar os isolados de Armillaria sp por meio

de sequenciamento das regides ITS do DNA ribossomal.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Caracteristicas do género Armillaria

O género Armillaria, pertence a ordem Agaricales, classe Basidiomycetes e
familia Tricholomataceae (LUZ, 2008). Varias caracteristicas morfoldgicas, culturais,
entre outros fatores, auxiliam a distinguir Armillaria dos outros géneros pertencentes
a esta ordem. Coletivamente, estas caracteristicas definem o género, e variacdes
entre elas podem definir a espécie (WATLING et al., 1991).

Assim como em outros macromicetos, as espécies de Armillaria sao
delimitadas primariamente pela morfologia dos basidiocarpos (cogumelos).
Enquanto os isolados vegetativos podem ser identificados ou agrupados por varios
métodos, os basidiocarpos sdo essenciais para a descricdo completa e
nomenclatura das espécies (WATLING et al., 1991).

Algumas caracteristicas do basidiocarpo de Armillaria sao: pileo carnoso,
mais ou menos orbicular; estipe carnoso, central ou excéntrico; anel presente,
persistente, membranoso ou subaracndide; volva ausente; lamelas adnexas,
adnatas ou decurrentes; basidiésporos lisos, hialinos, brancos em massa (LUZ,
2008).

A macromorfologia do basidiocarpo, como a estrutura e ornamentacédo do
pileipelis, caracteristicas do anel, ornamentacéo da estipe, presenca ou auséncia de
grampos submeniais ou basidiésporos, localizacdo de pigmentos na parede celular
ou em vacuolos, e tamanho e ornamentagdo dos esporos estdo entre as
caracteristicas mais importantes para a diferenciacéo das espécies (WATLING et al.,
1991).

Pegler (2000) comenta que, 42 espécies sao aceitas em todos os continentes,
sendo encontradas na América Central e América do Sul, cerca de dez espécies.
Watling et al. (1991), mencionam oito espécies encontradas na América do Sul: A.
griseomellea, A. montagnei, A. olivacea, A. procera, A. puiggari, A. sparrei, A.
tigrensis e A. yungensis. Ivory (1987) menciona uma nona espécie, A. nova-
zelandiae, que além da América do Sul, ocorre também na Australia e na Nova

Zelandia, atacando Pinus, Eucalyptus e outras espécies. Em concordancia, Coetzee
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et al. (2001), que registrou Armillaria sp em P. oocarpa e outras espécies na

Australia e Nova Zelandia.

3.2 Sintomas da armilariose e faixa de hospedeiros

Segundo Fox (2000), muitas espécies de Armillaria sao parasitas facultativos,
mas outras sao saproéfitas obrigatérios ou simbiontes. A principal forma de expansao
pode ser a producdo de rizomorfas, estruturas emitidas a partir das placas miceliais
(FIGURA 1) que entram em contato e colonizam as raizes da planta hospedeira,
infectando o floema e cambio, separando o lenho da casca, matando o hospedeiro.
Embora as rizomorfas permitam a infeccdo planta-planta por meio mecénico-
enzimatico, também as raizes sadias podem ser infectadas quando entram em
contato com o micélio presente em raizes doentes. O autor relata que o processo de
infeccdo depende de enzimas e toxinas produzidas pelo micélio e também, ressalta
que as raizes injuriadas podem tornar-se bioquimicamente predispostas a ficarem

doentes.

FIGURA 1 — (A) Rizomorfas de Armillaria sp. internas, sob a casca de arvore jovem de Pinus elliotti.
var. elliottii. (B) Rizomorfas externas, a partir da casca em direcao ao solo. FONTE: GOMES (2005).

Pearce e Malaczuk (1990) citam Armillaria spp. como causador de doenca
radicular e também de podriddo de colo em florestas, pomares, arvores ornamentais
e arbustos por todo 0 mundo e, também relatam que as rizomorfas sado sua principal

forma de expansao, particularmente em climas temperados.
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Os sintomas que permitem a diagnose da doenca sao detectados nas raizes
mais grossas e na base do tronco. Nestes locais, ocorre intensa exsudagdo de
resina que se acumula no solo, ao redor das raizes ou do tronco, formando uma
crosta constituida de solo e resina solidificada. As placas miceliais de coloracao
esbranquicada que sao formadas na regido da entrecasca podem se estender no
tronco a mais de 1 m de altura. Este crescimento micelial € a caracteristica mais
importante para a diagnose da doenca. O fungo pode também formar rizomorfas na
regiao da entrecasca, no lugar de placas miceliais, quando a arvore esta morta
(KRUGNER; AUER, 2005).

O género Armillaria tem como corpo de frutificacdo os basidiocarpos ou
basidiomas, que geralmente se formam ao redor e sobre os tocos podres ou de
arvores ja mortas por seu ataque, mas de dificil observacdo. Na continuidade do
processo de infecgcédo, os basidiocarpos produzem basididosporos que, disseminados
pelo vento, podem dar origem a infecgdes primarias. Segundo Ferreira (1989), na
auséncia dos basidiocarpos € o micélio ou as rizomorfas, presentes em restos
vegetais lenhosos como tocos, galhos ou raizes, que iniciam as infeccoes (FIGURA
2).

Para sua sobrevivéncia o fungo requer quantidades significativas de substrato
energético, onde cresce saprofiticamente e pode infectar as raizes das arvores
suscetiveis (FERREIRA, 1989).

Segundo a literatura, o patégeno pode ser isolado em meio BDA ou extrato de
malte-agar, descascando-se um ponto da raiz ou caule com lesdo aparentemente
nova, em franco progresso, da parte interna da casca ou superficie do lenho, no
limite da lesdo com o restante do tecido sadio. Entdo, os fragmentos de tecido
doente podem ser removidos com um bisturi flambado e transferidos para meio de
cultura ao qual pode ser adicionado alguns antibiéticos (FERREIRA, 1989).

A predisposi¢do a armilariose pode ocorrer tanto por fatores bidticos quanto
abiéticos, podendo haver uma interacdo complexa entre as mudangas quimicas
induzidas pela desfolha causada por insetos e déficit hidrico, facilitando a
colonizagao por fungos do género Armillaria e resultando na mortalidade das arvores
(WARGO, 1996).

Em relacdo a faixa de hospedeiros, somente em coniferas, Raabe (1962)
relacionou 27 espécies de Pinus hospedeiras de A. mellea. Os hospedeiros mais
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comuns, segundo Ivory (1987), sdao espécies de Pinus, especialmente P. elliottii, P.
caribaea, P. kesiya, P. merkusii, P. patula, P. radiata e P. taeda.

Os primeiros registros de Armillaria em coniferas no Brasil ocorreram em
arvores de P. elliotti com um ano e meio de idade, em Castro, PR, e em Joagaba,
SC, em 1961 (MAY, 1962). A ocorréncia da doencga foi constatada também em P.
elliotti e P. taeda, por meio de amostras procedentes dos municipios de
Guarapuava/PR, e Campos Novos/SC, analisadas pela secdo de Fitopatologia do
Instituto de Biologia e Pesquisas Tecnol6gicas do Parana (TECPAR) por Czaja Neto
e Fontoura (1970).

Spegazzini (1889) citou A. mellea como agente causal da armilariose no
Brasil e descreveu duas novas espécies no Estado de Sdo Paulo: A. puiggarii e A.
procera. Inicialmente, Singer (1950,1956) considerou A. procera como um sinénimo
de Armillariella puiggarii. No entanto, estes estudos ndo mencionam se o autor
estudou as espécies descritas por Spegazzini, € as descricdes que ele apresentou
foram baseadas em suas proprias colecoes, feitas principalmente na Argentina.

Posteriormente, Singer (1970), estudando novas colecdes da Argentina,
concluiu que Armillaria procera possivelmente era uma nova espécie, fazendo
comparacdes com Armillariella.

Rick (1906, 1937) cita Armillaria mellea, A. mellea var. chlorina e A. mellea
var. olivacea, como o0s dois primeiros considerados por Singer (1953) como
Armillariella puiggarii, e a ultima, uma nova combinacdo como A. puiggarii f.
olivacea. Posteriormente, Singer (1956) eleva A. puigarii f. olivacea a nivel de
espécie, como A. olivacea. As variedades de Rick (1906) e a combinacao de Singer
(1956) nao sao vdlidas e consideradas nomem nudum de acordo com a
Cadigo.

Armillaria procera sensu Rick e A. bresadolae (RICK, 1907), citadas no Rio
Grande do Sul sao, respectivamente, Pleurotus rickii (BRESADOLA, 1920) e Lepiota
crassior (SINGER, 1953). Rick (1920) também mencionou, para 0 mesmo estado, A.
carneo-gelatinosa e A. rhagadiosa, hoje consideradas Cyptotrama asprata (SINGER,
1953 como Xerula chrysopepla) e Ripartitella brasiliensis (SINGER, 1953),
respectivamente.

Além das espécies acima mencionadas, Rick (1937) cita A. mucida e A.
mucida var. favacea, esta ultima, atualmente Oudemansiella canarii, € amplamente

distribuida no Brasil. Rick (1961) também descreveu duas novas espécies adicionais
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de Armillaria, A. virginea do Rio de Janeiro e A. subcinerescens do Rio Grande do
Sul, cujos tipos nao foram revisados.

Para a América do Sul, o numero de espécies citadas na literatura
tem crescido consideravelmente com a descricdo de varias espécies provenientes
do Chile e da Argentina, incluindo a mengédo de espécies descritas na Australia,
como A. limonea e A. novazelandiae (SINGER, 1969). No que diz respeito a
presenga de A. mellea na Argentina e no Brasil, Singer e Digilio (1952) e Singer
(1970) consideram a ocorréncia desta espécie possivel, e que o material coletado na
Argentina (SINGER; DIGILIO 1952) poderia ser A. puiggarii e nao A. mellea ou até
mesmo outra espécie. Singer (1956) descreveu Armillariella montagnei como
intimamente relacionada a A. mellea, e sugeriu, posteriormente, que A. montagnei
poderia ser considerada um sinbnimo de A. mellea (SINGER 1970;
TERMORSHUIZEN; ARNOLDS 1987). Singer (1969) relatou que A. montagnei
também ocorre na Europa, onde poderia ser confundida com A. mellea. Butin e
Peredo (1986), relataram a presenga de A. mellea (Vahl.: Fr.) Kumm em P. radiata e,
também foi registrado o fungo A. sparrei Singer (Henrik) por Wright e Deschamps
(1972) na Argentina.

No Brasil, a armilariose foi constatada em espécies florestais como Pinus,
Araucaria e Eucalyptus, nos estados da regiao Sul e Sudeste, ndo tendo sido
constatada em plantios de espécies tropicais de pinus (KRUGNER e AUER, 2005).
Armillaria sp. também é o agente causal da podridao radicular, em plantacbes de
cha de camélia (Camellia sinensis) (FURTADO, 1997), da podridao radicular de 6leo
de palma (Elaeis guineensis) (TRINDADE, 1997), e também ¢é citada como agente

causal da podridao branca em arvores péssego (BLEICHER, 1997).

3.3 Identificacao de espécies de Armillaria

A identificacdo de espécies de Armillaria tem como base dois tipos de
metodologias (CROP, 2005). A primeira é o teste de pareamento de culturas in vitro
utilizando diferentes meios de cultura visando a formacdo de basidiocarpos e
producdo de basididésporos, que originam o isolado hapléide. O teste consiste no
pareamento entre o isolado hapléide a ser identificado, com isolados hapléides
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representantes de espécies as quais ha possibilidade deste pertencer. Quando as
culturas pertencem a mesma espécie, ha o cruzamento entre elas e, quando néo
pertencem, aparece a formacao de linha pigmentada no meio de cultura, na regiao
de contato entre as culturas. Neste caso, torna-se imprescindivel a existéncia de
uma colecao de haploides para se fazer os pareamentos de cultura, que ainda nao é
encontrada no Brasil em fung¢do da dificuldade em produzir basidiocarpos in vitro,
consequentemente ndao sendo possivel produzir culturas haploides para este tipo de
estudo.

A outra metodologia possivel de ser utilizada é baseada no uso de métodos

moleculares.

3.4 O uso de marcadores moleculares

Desde 1980, métodos de diagnoses bioquimicos e moleculares tém sido
desenvolvidos. O método bioquimico inclui eletroforese (SDS PAGE) e analises de
isoenzimas (CROP, 2005). Embora estes métodos sejam muitas vezes satisfatérios,
as analises isoenzimaticas ndao se tornaram um método de rotina para a
identificacdo de espécies de Armillaria.

Marcadores moleculares estdo sendo cada vez mais utilizados para
caracterizar populagdes de fungos fitopatogénicos, avaliar niveis de diversidade
genética, relacdes filogenéticas intra e inter especificas e identificar ragas e
patotipos (LEAL-BERTIOLI,1998).

3.4.1. Marcadores moleculares do tipo RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA)

Em 1990, Williams et al. descreveram a técnica de RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), sigla para DNA Polimérfico Amplificado ao Acaso, que permite,
de maneira rapida, avaliar o grau de similaridade entre gendtipos, em niveis inter e
intraespecifico. Simultanea e independentemente, outros dois pesquisadores, Welsh
e McClelland (1990), publicaram a metodologia com o nome de AP-PCR (Arbitrarily
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Primed — Polymerase Chain Reaction), considerado como mais adequado, uma vez
que os oligonucleotideos iniciadores (primers) sao arbitrarios e, portanto suas
sequéncias-alvo sado desconhecidas, porém a amplificagdo ocorre em lugares
especificos do genoma e nao ao acaso (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

O principio da técnica assemelha-se aquele de duplicacdo do DNA, para a
qual sdo necessérios: uma fita de DNA a ser amplificada na forma desnaturada ou
de fita simples; a presencga de oligonucleotideos iniciadores de 10 a 15 bases como
iniciadores da Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR (Polymerase Chain
Reaction), e uma enzima DNA polimerase que catalisa a reacdo (Tag DNA
polimerase).

Os RAPDs constituem uma classe de marcadores moleculares extremamente
Uteis em estudos de tipagem molecular, taxonomia, genética de populacoes,
mapeamento genético (AUFAVRE-BROWN, COHEN e HOLDEN, 1992; GLIENKE,
1995), identificacdo de variedades patogénicas, obtencdo de marcadores para
diagnostico via PCR (BLANCO, 1999; GLIENKE-BLANCO et al., 2002) e analise de
recombinacao via parameiose em fungos mitospéricos (DALZOTO et al., 2003).

Um grupo de isolados de Armillaria do Japdo e da Africa tiveram sua
variabilidade genética estudada por Ota et al, (2000). Previamente, os isolados
estudados foram separados em quatro grupos distintos, através de estudos de
compatibilidade somatica. O dendrograma formado a partir das analises dos
resultados do RAPD demonstrou a formacao de trés grupos distintos, sendo que
dois dos grupos coincidiram com os grupos formados a partir dos estudos de
compatibilidade somatica.

Gatto, Sicoli e Luisi em 2009 estudaram, uma populagdo de isolados de
Armillaria gallica coletados no Sul da ltalia que foram analisados por RAPD. Os
diferentes oligonucleotideos iniciadores utilizados agruparam os isolados em
subgrupos, demonstrando baixa variabilidade genética intra-especifica.

Dezessete isolados chineses de Armillaria mellea, foram submetidos a técnica
de RAPD por Zheng et al., 2009, onde dez oligonucleotideos iniciadores produziram
106 bandas, das quais 96 demonstraram um padrdo polimérfico. No dendrograma
formado, foi observada a formacdo de quatro grupos distintos, demonstrando a
presenca de quatro perfis genéticos entre os 17 isolados, que foram correlacionados
positivamente com quatro quimiotipos presentes entre os isolados.



23

3.4.2 PCR (Polimerase Chain Reaction) e sequenciamento de regiao ITS

No inicio da década de 90, Bruns et al. aplicaram as diversas técnicas de
biologia molecular ja descritas, para espécies de fungos. Entre estas técnicas,
hibridizacdo DNA-DNA, RFLP (Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de
Restricao) e PCR. Em um estudo realizado em 1990, estes pesquisadores utilizaram
a técnica de PCR para amplificar o DNA de 35 espécimes de fungos herborizados.
Dezesseis destas amostras foram sequenciadas. Os resultados demonstraram a
eficacia da utilizacdo da técnica de PCR para a amplificagdo de DNA e sua
importancia na sistematica molecular e em estudos genéticos de populacdes de
fungos (BRUNS et al., 1990).

A PCR pode ser definida como um método in vitro para produzir grandes
quantidades de um fragmento especifico de DNA, de tamanho e sequéncia
definidos, a partir de uma pequena quantidade de um molde complexo de &cido
nucléico (MULLIS; FALOONA, 1987; SAIKI et al., 1988). A reacao de amplificacao é
catalisada pela DNA polimerase, que alonga um pequeno fragmento de DNA de fita
simples, o oligonucleotideo iniciador, quando este esta ligado a uma fita molde de
DNA. O alongamento é feito pela adicdo, na extremidade 3'OH do iniciador, do
nucleotideo complementar ao nucleotideo correspondente na fita molde. Os
oligonucleotideos iniciadores sdo sintetizados artificialmente, tendo como base uma
sequéncia de nucleotideos complementares as sequéncias que delimitam o
fragmento de acido nucléico a ser amplificado.

E uma técnica sensivel, onde o DNA isolado de uma Unica célula, é suficiente
para deteccado de sequéncias especificas de genes. Além da deteccdo de genes em
um DNA genbémico, a PCR pode ser aplicada para clonagem de DNA;
sequenciamento; quantificacdo de sequéncias especificas; analise de expressao
génica pela amplificacdo a partir de RNAm ; mutagénese direta e indireta; andlise da
estrutura de genomas; analise de interacbes DNA-proteina; evolugdo molecular;
identificagdo de mutacdes, novos membros de familias multigénicas e de
polimorfismo; diagnostico de patdégenos e de doencas hereditarias; identificacao de
anormalidades cromossomais; mutacées somaticas especificas e terapia génica
(BRASILEIRO; CARNEIRO, 1998).
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Os 4&cidos ribonucléicos ribossomais (RNAr) sao considerados o0s
biopolimeros mais adequados para estudo da diversidade. Seus genes sao
universalmente distribuidos e apresentam elevado grau de conservacao. Sua
variabilidade pode apresentar-se em maior ou menor extensdo, em diferentes
regides da molécula (LANE et al.,, 1985). A codificacdo do RNAr é feita em regides
especificas do genoma pelo chamado DNA ribossémico (DNAr).

O genoma nuclear possui vasta complexidade e muitos genes tém se
mostrado Uteis para inferir relagbes filogenéticas (FRIEDLANDER; REGIER;
MITTER, 1992). O melhor exemplo da ampla utilizagcdo de genes nucleares em
estudos filogenéticos € entdo a unidade de repeticao do DNA ribossémico (DNAr), a
qual tem sequéncias intercalares que variam dentro e entre populacées e
sequéncias codificadoras que sao altamente conservadas e que servem como
marcadores para comparacao entre tdxons divergentes (MINDELL; HONEYCUTT,
1990; HILLIS; DIXON, 1991), até mesmo entre reinos diferentes (PACE et al., 1986).

Em fungos, o DNAr é uma molécula multigénica organizada em unidades
repetidas dentro da regido organizadora nucleolar. Cada unidade repetida consiste
de regides altamente conservadas que codificam os genes para os RNAs 18S, 5,8S
e 28S, intercaladas por regides mais variaveis de espacgadores nao-codificantes.
Cada unidade de transcricido é composta de uma regido promotora lider (ETS —
External Transcribed Spacer), uma regiao codificadora do RNAr 18S, um espacador
nao-codificante interno (ITS-1), uma regido codificadora de RNAr 5,8S, um outro
espacador nao-codificante interno (ITS-2), uma regido codificadora de RNAr 28S e,
finalmente, um segmento intergénico espacador nao-transcrito, IGS (HILLIS e
DIXON, 1991; POLANCO et al., 1998).

Estes marcadores moleculares tém sido ferramentas muito Uteis nos estudos
de filogenia de fungos e na diferenciacdo de espécies, racas e isolados (KURAMAE;
SOUZA, 2002). Nesse contexto, a analise molecular baseada nos acidos nucléicos
tem sido usada para diferenciar variedades e identificar espécies de Armillaria,
podendo demonstrar a diversidade genética de isolados individuais. (HARRINGTON;
WINGFIELD, 1995; CHILLALI et al., 1998; PEREZ-SIERRA et al., 1999).

Problemas em torno da identificacdo de Armillaria levaram a importantes
avancos no desenvolvimento de técnicas de DNA. Tais técnicas tém incluido a
analise da composicdo do DNA (JAHNKE at al., 1987), hibridizacdo DNA - DNA
(MILLER et al., 1994), analise da regidao IGS (ANDERSON; STASOVSKI, 1992) e
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ITS (COETZEE et al., 2001) e Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de
Restricdo (RFLPs) (SMITH; ANDERSON, 1989). Embora algumas dessas técnicas
possam apresentar alguns problemas, em virtude da sua relativa simplicidade, estao
gradualmente substituindo os métodos tradicionais (PEREZ — SIERRA, 2000).

As espécies de Armillaria foram quase desconhecidas por muito tempo,
pensando-se que todos os exemplares se restringiam a uma Unica espécie,
Armillaria mellea. Os métodos moleculares demonstraram que Armillaria mellea
trata-se na verdade de um complexo de espécies, muito semelhantes nas suas
caracteristicas morfoldégicas, mas com distintos padrées moleculares. Dados
moleculares para varias espécies de Armillaria tém aumentado substancialmente
desde a primeira publicacdo sobre a filogenia de Armillaria no hemisfério norte,
(ANDERSON; STASOVSKI, 1992). Inicialmente, estes estudos se concentravam em
espécies na Europa e na América do Norte (CHILLALI et al., 1998; COETZEE et al.,
2000). Mais recentemente, no entanto, substanciais conjuntos de dados de espécies
na Africa, Sudeste Asiatico, Australasia e na América do Sul tornaram-se disponiveis
(TERASHIMA et al., 1998; COETZEE et al., 2000, 2001, 2003; LIMA et al., 2008;
PILDAIN et al., 2009).

Harrington e Wingfield (1995) amplificaram a regido IGS de 74 isolados de 11
espécies definidas de Armillaria, coletados na Europa e na América do Norte
utilizando técnica de PCR-RFLP, para confirmar suas espécies. Todas as amostras
tiveram suas identidades confirmadas em apenas um dia. Este trabalho foi o
primeiro a demonstrar a eficacia e a rapidez da técnica de amplificacdo por PCR,
para a caracterizacao de espécies de Armillaria.

Utilizando a PCR e RFLP para amplificacdo e analise de regiao IGS, Volk,
Burdsall e Banik, em 1996, identificaram uma nova espécie de Armillaria, na América
do Norte, denominada A. nabsona, espécie restrita a alguns estados do Canada e
dos Estados Unidos.

Em 1997, Chillali et al. analisaram 13 isolados de Armillaria, coletados em
diferentes locais da Africa tropical, utilizando PCR-RFLP. As regides ITS e IGS
foram amplificadas e analisadas através de digestdo enzimatica. No
sequenciamento da regido ITS, dois comprimentos diferentes foram observados nas
sequéncias, sugerindo a presenca de pelos menos dois grupos no estudo. O
primeiro grupo incluiu isolados que aparentemente pertenciam a espécie A. mellea,

além de dois isolados quenianos nao identificados. O segundo grupo incluiu isolados
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identificados como A. heimii e um isolado da Tanzania. Cada variagdo do
comprimento das sequéncias das regides ITS1 e ITS2, demonstrou padrées de
bandas distintas na analise de RFLP, com a utilizacdo das enzimas EcoRI, Alul,
Ndell e Hinfl. Os resultados indicaram que o isolado nao identificado da Tanzénia,
era possivelmente A. heimii. Os dados também revelaram a presenca de pelo menos
trés espécies distintas de Armillaria na Africa tropical, sendo a A. heimii a mais
variavel geneticamente.

Em 2001, varios isolados de Armillaria da Australia e da Nova Zelandia, sendo
A. hinnulea, A. fumosa, A. pallidula, A. novae-zelandiae e A. luteobubalina da
Australia; A. limonea, A. novae-zelandiae, A. hinnulea, e um isolado
morfologicamente distinto e ndo identificado, provenientes da Nova Zelandia, tiveram
suas relagdes filogenéticas estudadas através do sequenciamento de regiao ITS. O
isolado ndo identificado se mostrou mais proximo da espécie A. hinnulea. As arvores
filogenéticas geradas demonstraram a formacdo de um clado monofilético entre
todas as espécies isoladas da Australia e da Nova Zelandia (COETZEE et al.,2001).

Baseando-se em sequéncias nucleotidicas das regides ITS1 e ITS2, Coetzee
et al., em 2003, analisaram rizomorfas coletadas de arvores doentes no Chile,
Indonésia e Malasia. Além das rizomorfas, foram incluidos no estudo basidiocarpos
com identidade morfologica incerta, mas similares a A. novae-zelandiae e A.
limonea, originarios do Chile e Argentina, respectivamente. Todos os isolados
estudados foram comparados com varias sequéncias de Armillaria previamente
publicadas no genbank bem como, suas relagdes filogenéticas com diversas
espécies do Hemisfério Sul. Os resultados demonstraram, que as regiées ITS
obtidas dos basidiocarpos similares a A. novae-zelandiae se mostraram muito
semelhantes as sequéncias disponiveis para esta espécie, no genbank. As
sequéncias obtidas dos isolados provenientes da Indonésia e da Malasia também
demonstraram alta similaridade com A. novae-zelandiae, mas foram separados
filogenéticamente desta espécie. Para os isolados obtidos no Chile, ndo foram
encontrados basidiocarpos, e suas sequéncias ITS demonstraram ser muito
semelhantes as de um isolado coletado na Argentina, similar a A. limonea, no
entanto, suas sequéncias demonstraram alta similaridade e intima relagdo
filogenética com A. luteobubalina.

Em 2003, Sicoli et al, desenvolveram na Europa, oligonucleotideos iniciadores

especificos para identificacao de espécies de Armillaria, com base em variacoes na



27

sequéncia nucleotidica das regidbes ITS e IGS do DNA ribossomal. Os
oligonucleotideos iniciadores foram utilizados com sucesso, e as espécies A.
tabescens, A. mellea e A.ostoyae, foram identificadas entre os isolados utilizados no
estudo.

Em 2004, Lochman et al utilizaram oligonucleotideos iniciadores especificos
para a amplificacdo de uma parte especifica da regidao ITS de isolados Armillaria
coletados no solo. O método permitiu a identificacdo de espécies de Armillaria no
prazo de um dia, diretamente das amostras do solo, sem a necessidade de

isolamento e cultivo do micélio.

Em 2004, Braganca et al analisaram 20 isolados de uma cole¢do portuguesa
de Armillaria, por meio de confrontagdes haplonte-diplonte ("mating-tests"-
pareamento de culturas) e andlise de restricao de regidao ITS. Foi possivel identificar
80% dos isolados dipléides através das confrontagdes haplonte-diplonte, mas o
método se mostrou trabalhoso e demorado (2 meses ou mais), além de apresentar
uma alta taxa de resultados inconclusivos. A andlise de restricdo da regido ITS1 com
a enzima Hinfl, permitiu discriminar claramente a espécie A. mellea (245 bp e 125
bp), uma das mais patogénicas, das espécies européias deste género (290 bp e 70
bp). Este estudo também demonstrou que a utilizacdo de métodos moleculares
confere a identificacdo de espécies de Armillaria maior rapidez, simplicidade e
confiabilidade nos resultados.

Em 2007, Guglielmo et al., desenvolveram e otimizaram reagbes de PCR
Multiplex (reacdo de amplificacdo desenhada para detectar multiplas sequéncias-
alvo em uma mesma amostra), para identificar fungos causadores de podriddo em
madeiras, em regides temperadas do hemisfério norte. Os resultados demonstraram
que o desenvolvimento e otimizagdo de PCRs multiplex permite a identificacdo
confiavel de fungos diretamente de arvores doentes, tornando possivel a deteccao
precoce, visando reduzir a severidade da doenca e a evolucao da deterioracao das
arvores.

Em 2008, Lima et al descreveram no Brasil uma nova espécie de Armillaria,
morfologicamente distinta das outras espécies conhecidas, denominada Armillaria
paulensis. O estudo foi baseado na morfologia e sequenciamento de regidao ITS de
um unico basidiocarpo encontrado no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga,

localizado no sul da cidade de Sao Paulo. O espécime foi comparado
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morfologicamente com outros basidiocarpos, e sua morfologia distinta sugeriu uma
nova espécie. A sequéncia da regido ITS foi comparada com sequéncias da Africa,
Australia e América do Sul, e demonstrou uma relagdo aproximada com A.
luteobubalina.

Algumas espécies de Armillaria sdo muito semelhantes em sua morfologia e
até mesmo em sua genética, de modo que outros métodos sdo necessarios para
facilitar a identificacao. Este € o caso das espécies A. cepistipes e A. gallica, comuns
na Europa. Em 2009, Antonin et al estudaram a ecologia das espécies,
demonstrando que estas espécies tinham predilecbes por ambientes distintos,
principalmente em altitude. Porém, neste mesmo trabalho, o estudo do fator de
elongacao alfa-1 (cofator da sintese protéica em células eucaribticas, responsave
pela ligacdo do RNAt aos ribossomos durante a elongacdo de peptideos),
demonstrou alta variabilidade entre as duas espécies, sugerindo que o estudo deste
gene especifico pode ser uma ferramenta promissora na distingdo de espécies de
fungo intimamente relacionadas e o melhor método de identificacdo para A.
cepistipes e A. gallica.

Em 2009, Pildain et al., determinaram a identidade de uma coleg¢ao de 32 de
isolados de Armillaria da Patagbnia, baseada em suas sequéncias de DNA
riboss6mico e avaliaram suas relagdes filogenéticas com outras espécies utilizando
as regides ITS1 e ITS2. As arvores filogenéticas geradas a partir das sequéncias
obtidas separaram os isolados de Armillaria em quatro linhagens. A linhagem |
incluiu isolados da Patagbnia e representantes de A. novae-zelandiae da Austréalia e
da Nova Zelandia. A linhagem Il incluiu isolados da Patagénia, juntamente com
isolados provenientes do Chile e da Argentina, que foram identificados como A.
luteobubalina. 1solados de A. novae-zelandiae da Malasia, Nova Zelandia, Australia
e América do Sul formaram um grupo com consideravel intra-subestrutura. As
linhagens Ill e IV foram formadas por espécies provavelmente diferentes e estdo
mais estreitamente relacionados com A. hinnulea e com espécies nao identificadas
isoladas da Nova Zelandia e do Quénia. A sequéncia da nova espécie recentemente
descrita em Sao Paulo por Lima et al em 2008, que possivelmente é uma espécie
irma de A. luteobubalina foi usada no estudo de Pildain et al., (2009) como
comparativo e ficou separada por um longo grupo das linhagens de A. luteobubalina

utilizadas.
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Utilizando a técnica de PCR Multiplex e sequenciamento de DNA ribossémico,
Prodorutti et al, em 2009, avaliaram a diversidade genética de varios isolados de
Armillaria coletados em 13 campos de mirtilo que apresentavam focos da doencga, na
regiao de Trentino, no norte da Italia. Os resultados revelaram que a maioria dos
isolados se tratava das espécies A. mellea e A. gallica, demonstrando também, que
em cada um dos 13 campos de coleta, foram encontrados de trés a oito genétipos
diferentes, além de que, 0 mesmo gendtipo foi encontrado em mais de um campo
diferente.

Atualmente, sequéncias de regides ITS e IGS - 1 estdo disponiveis no
genbank para as mais conhecidas espécies de Armillaria (HARRINGTON;
WINGFIELD , 1995; VOLK et al., 1996; CHILALLI et al., 1997; TERASHIMA et al.,
1998; COETZEE et al.,, 2001, 2003; SICOLI, et al., 2003; BRAGANGCA et al., 2004;
LOCHMANN et al., 2004; LIMA et al., 2008, PILDAIN et al., 2009).



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao de material biologico

Os estudos de campo (coleta de material doente e informacdes geogréficas)
foram desenvolvidos em areas de mata nativa e de plantios comerciais de Pinus
taeda e P. elliottii var. elliottii de empresas florestais, localizadas no estados do
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul durante o periodo entre 2001 e 2008.
Um isolado de pessegueiro, e um de vassourinha-do-campo, foram incluidos no
estudo. Todos os isolados utilizados no estudo sao parte da colecdo da Embrapa
Florestas (QUADRO 1).

QUADRO 1: Relagéo dos isolados de Armillaria utilizados no presente estudo.

CODIGO DO ISOLADO

MUNICIPIO/ESTADO

HOSPEDEIRO

NOME POPULAR

A1l
A2
A3
A4
A6
A7
A8
A1
A12
A13
A14
A15
A16
A17
A18
A19
A20
A22
A23
A24
A25
A26

Pirai do Sul — PR
Pirai do Sul— PR
Rio Negrinho — SC
General Carneiro — PR
Calmon - SC
Campo Alegre — SC
Castro — PR
Rio Negrinho — SC
Séo Mateus do Sul - PR
Cambara do Sul - RS
Dona Emma - SC
Castro — PR
Guarapuava — PR
Rio Negro — PR
Lapa — PR
Tijucas do Sul — PR
Mangueirinha — PR
Tunas do Parana — PR
Araucéria — PR
Coronel Vivida — PR
Guairaca - PR
Guarapuava — PR

Pinus elliottii
Pinus elliottii
Pinus elliottii
Pinus elliottii
Pinus taeda
Pinus taeda
Pinus elliottii
Pinus taeda
Pinus elliottii
Pinus elliottii
Pinus elliottii
Pinus elliottii
Pinus. elliottii
Pinus elliottii
Prunus persica
Sida rhombifolia
Pinus elliottii
Pinus elliottii
Pinus taeda
Pinus taeda
Pinus taeda
Pinus taeda

Pinus
Pinus
Pinus
Pinus
Pinus
Pinus
Pinus
Pinus
Pinus
Pinus
Pinus
Pinus
Pinus
Pinus
Pessegueiro
Vassourinha-do-campo
Pinus
Pinus
Pinus
Pinus
Pinus
Pinus

FONTE: O autor (2009)

Os estudos laboratoriais foram desenvolvidos no Laboratério de Fitopatologia

da Embrapa Florestas e no Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular
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(LabMicro), do Departamento de Patologia Bésica da Universidade Federal do
Parana.

As atividades desenvolvidas referiram-se as coletas de material doente para a
obtencdo de isolados (FERNANDEZ, 1993) e de dados georreferenciados. As
expedicoes de coleta foram concentradas em locais ja com registro da doenca ou
por outras informacdes de literatura que relacionaram a coleta de isolados de
Armillaria no Brasil (MAY, 1962; PEGLER, 1997; SINGER, 1953; SPEGAZZINI,
1889; GOMES, 2005).

Como sintomas tipicos da armilariose foram considerados o amarelecimento
geral da copa, bronzeamento e seca das aciculas, expressando a morte da arvore,
presenca de exsudacao de resina na base da arvore e a formacao de placa micelial
esbranquicada na entrecasca do tronco e em raizes.

4.2 Isolamento

Amostras de troncos de plantas doentes coletadas foram transferidas para o
laboratério e utilizadas para o isolamento em meio de cultura, inicialmente realizado
em meio seletivo para Armillaria (GOMES; AUER, 2004) depois em meio BDA
(batata, dextrose e agar) (Merk). Para o isolamento o tecido infectado (placa
micelial) (FIGURA 2) era coletado preferencialmente do segmento inferior do tronco
da planta atacada (colo), logo ap6s a limpeza do tronco para retirada de solo e

outros residuos com papel toalha.

FIGURA 2. Placa micelial de Armillaria no interior do tronco atacado. FONTE: GOMES (2005),
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A separagdo da casca do lenho era realizada com uma faca ou lamina
previamente flambada retirando os fragmentos da madeira doente, placas miceliais
ou rizomorfas, os quais eram inoculados em placas de Petri contendo meio seletivo
para Armillaria. A incubacéo foi realizada em camara de germinagéo tipo BOD a
temperatura de 22 °C, de acordo com as condi¢cdes previamente estabelecidas por
GOMES et al., (2002) para o género Armillaria.

Apés a purificacdo das colénias do patbgeno em meio seletivo, estas foram
repicadas para placas de Petri contendo meio BDA, para a producao e conservagcao
do indculo.

A partir destes trabalhos de coleta e obtencdo de isolados, montou-se uma
colecdo, composta por 27 isolados, coletados por Celso Garcia Auer, entre 2001 e
2008.

Os 22 isolados de Armillaria utilizados neste estudo estdo armazenados em
geladeira (4 °C), na forma de duplicata, parte em frascos de penicilina pelo método
de Castellani (CASTELLANI, 1963; SILVA et al, 2005) e parte em tubos de ensaio
com 6leo mineral e meio de cultura BDA (FERNANDEZ, 1993), no Laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Florestas..

4.3 Meios de cultura e solucoes utilizadas

4.3.1. Meio Batata, Dextrose e Agar (BDA) (Merck)

Infusdo de batata 200 ¢
Dextrose 209
Agar 18 ¢

Agua destilada q.s.p 1000 mL



4.3.2 Meio seletivo para Armillaria (GOMES; AUER, 2004)

Meio BDA 1000 mL
Solucao Rosa Bengala 100 mL
Benomyl 10 mL
Etanol Absoluto 10 mL
Clorafenicol 250 mg
Solucao de acido latico 25% imL

O clorafenicol e a solucao de acido latico foram adicionados apés a autoclavagem.

4.3.3 Meio com extrato de malte e acido tanico

Agua destilada 1000 mL
Extrato de malte 59
Acido tanico 159
Agar 209

4.3.4 Tampao CTAB

Tris-base 2,429
Cloreto de sédio 8,29
NaEDTA 2,09
Agua destilada 8,0 mL

O pH final foi ajustado para 7,5 com HCL 1N.
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4.3.5 Tampao de extracao (TE)

Tris — HCI pH 8,0 20 mM
EDTA pH 8,0 20 mM

4.3.6 Solucao EDTA 0,5M pH 8,0 + N-Laurilsarcosinato de Sédio (NaEDTA)

EDTA pH8,0 50 mM
N-Laurilsarcosinato de Sédio 1% (p/V)
A solucéo foi autoclavada e mantida a 4°C.

4.3.7 Solucao EDTA 0,5 M pH 8,0

O Ph desta solucao foi ajustado para 8,0 com NaOH 10N. Para obtencado de EDTA
50mM, diluiu-se esta solucao 10 vezes. A solugao foi autoclavada e mantida a 4°C.

4.3.8 Solucao estoque de Tris-HCI 1M pH 9,5

Tris-base 1M
O Ph foi ajustado para 9,5 com HClI p.a.

4.3.9 Tampao de corrida para gel de agarose (TBE 10x)

Trizma base 0,89M



Acido bérico 0,89M
EDTA 0,02M
pH 8,0

4.3.10 Tampao de amostra para gel de agarose

Glicerol (v/v) 50,0 %
Azul de bromofenol (p/v) 0,1 %
Xileno cianol (p/v) 0,1 %

4.3.11 Gel de agarose 0,6 %

Agarose 0,69
Tampao TBE 100 mL

4.3.12 Gel de agarose 1,5 %

Agarose 1,59
Tampao 100 mL
4.3.13 Brometo de Etidio (Sambrook)

Brometo de etidio 19
Agua destilada 100 mL

35

A solucao foi agitada durante 1 hora em agitador magnético e armazenada em

frasco ambar sob refrigeracao.
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4.3.14 Oligonucleotideos iniciadores (Invitrogen)

Os oligonucleotideos iniciadores foram diluidos em agua ultra pura, usando o
peso molecular do oligonucleotideo iniciador individual dado pelo fornecedor. Os
oligonucleotideos iniciadores diluidos foram mantidos a -20°C.

4.3.15 Taq polimerase (Invitrogen)

A polimerase foi mantida em tampao apropriado com 50 % de glicerol.

4.3.16 dNTPs (Invitrogen)

ATP, CTP, GTP, TTP foram armazenados em quatro solucées mantidas a -
20°C.

4.3.17 Marcador de peso molecular (DNA de fago lambda clivado com Hind Il

Gibco Invitrogen)

O marcador de peso molecular do DNA foi fornecido concentrado e no
momento do uso, diluiu-se na propor¢cdo de 1 uL do marcador: 1 pL do tampéo da
amostra: 4 puL de agua ultra pura esterilizada. Na corrida eletroforética foi utilizado 5

WL do marcador.



37

4.3.18 Marcador de peso molecular (DNA Ladder 100pb Ludwing Biotec)

O marcador de peso molecular foi fornecido concentrado e no momento do
uso diluiu-se na proporcédo de 1 uL do marcador: 2 puL do tampao da amostra: 7 pL
de agua ultra pura esterilizada. Na corrida eletroforética foram utilizados 3 uL do

marcador.

4.4 Preparo de material

4.4.1 Esterilizacao

Os meios de cultura e solucdes foram esterilizados em autoclave, a pressao
de 1 atmosfera por 20 minutos. Vidrarias em estufa a 250 °C por 3 horas.

4.4.2 Incubacao

A incubacao foi realizada a 22 °C, em incubadora tipo BOD, no escuro por

aproximadamente 20 dias.

4.4.3 Identificacao dos isolados

Os fungos isolados foram identificados morfologicamente, principalmente pela
presenca de rizomorfas, estruturas tipicas do género (WATLING et al., 1991).
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4.4.4 Linhagens utilizadas

Neste estudo foram utilizadas 22 isolados de Armillaria da colegdo do
Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Florestas, obtidos de arvores doentes de
Pinus elliotti, Pinus taeda, Sida rhombifolia e Prunus persica, de diferentes regides
dos estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, apresentados no
quadro 1.

4.5 Caracterizacao morfoléogica por meio de microscopia eletronica de
varredura e microscopia de luz

Trés isolados de Armillaria sp. previamente selecionados de acordo com a
procedéncia (cidade de Rio Negrinho,Santa Catarina; Cambara do Sul, Rio Grande
do Sul e Sao Mateus do Sul, Parana), foram cultivados em meio BDA (batata,
dextrose e agar) utilizando a técnica de retirada de micélio do meio. Parte do
material foi examinada sob microscopia de luz (450x e 1000x) e a outra sob
microscopia eletrbnica de varredura, visando identificar as estruturas presentes
durante o desenvolvimento filamentoso.

Para a andlise em microscopia eletrénica, o micélio retirado do meio BDA foi
fixado (glutaraldeido 2,5%, em tampao cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,2), pés-
fixado em tetréxido de ésmio 1% e desidratado em etanol. Posteriormente, fez-se a
secagem ao ponto critico com CO, liquido e levado ao metalizador para a cobertura
com uma fina camada de ouro. As amostras foram observadas no Microscopio

Eletronico de Varredura, da marca Jeol (Centro de Microscopia Eletronica - UFPR).

4.6 Extracao de DNA

A metodologia foi a utilizada por Vicente (2000). As amostras foram cultivadas
em meio sélido BDA, na temperatura de 22°C, no escuro, conforme recomendacao
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de Gomes et. al (2002). Em seguida, aproximadamente 1 cm? de micélio de cada
isolado foi coletado e transferido para tubos do tipo “eppendorf’, contendo uma
mistura de silica em pé (silica gel Merck/celite 2:1). Trezentos mL de tampao CTAB
foram adicionados e o material foi triturado com auxilio do equipamento
“‘Eppendorfpestle” (Mérser) durante 1 a 2 minutos. Apds a trituracdo, foram
acrescentados mais 200 pL de tampao CTAB. Os tubos foram agitados e incubados
por 10 minutos a 65°C. Em seguida foram adicionados 500 pL de cloroférmio
obtendo-se fases, as quais foram misturadas cuidadosamente. Posteriormente, foi
realizada a centrifugacao a 14000 rpm (22000 g) durante 5 minutos. A fase aquosa
foi coletada e 2 volumes de etanol 96% gelado foram acrescentados, e a
precipitacdo do DNA realizada a -20 °C por 30 minutos ou tempo necessario. Apés a
precipitacdo do DNA, foi procedida novamente a centrifugagcdo a 14000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado lavado com alcool gelado a
70%, submetido a centrifugacdo por 1 minuto e os tubos vertidos até a secagem
completa do precipitado a temperatura ambiente. Posteriormente, o DNA foi
ressuspendido em 97,5 uL de agua ultra pura esterilizada, e incubado em banho-
maria a 37 °C durante 1 hora. A integridade do DNA obtido foi verificada em gel de
agarose 0,8%, corado com brometo de etidio.

4.7 RAPD — Amplificacéo

Para a amplificacdo do DNA (RAPD) foi empregada a condigdo experimental
previamente testada por Vicente (2000). Para cada amostra utilizou-se uma mistura
contendo além da amostra de DNA os seguintes elementos: 1,5 unidades da enzima
Taq DNA polimerase; 5 yL para cada dNTP; 3,0 mM de cloreto de magnésio
(MgCl,); 0,4uM de oligonucleotideos iniciadores; 20 mM de Tris-HCI pH 8,4; 5mM
KCl e 10 ng de DNA por 25 uL de reagao Os oligonucleotideos iniciadores utilizados,
da Operon Technologies foram: OPX 14 (ACAGGTGCTG), OPX 17
(GACACGGACC) e OPX 19 (TGGCAAGGCA).

As condi¢des da reacdo foram 40 ciclos com as seguintes condicdes: 1
minuto a 92°C; 1,5 minutos a 37°C e 2 minutos a 72°C. Foram utilizados 4 minutos a

92°C para desnaturacao inicial e 2 minutos a 72°C de extensao final.
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4.7.1 Eletroforese dos produtos de RAPD

Separadamente a mistura contendo 22 yL de cada amostra e 3 pL de corante
foi aplicada no gel, além do marcador de peso molecular “Ladder” 100pb (MPM). A
corrida do DNA no gel foi realizada sob voltagem constante de 3 v por cm. O gel foi
corado com brometo de etidio e exposto a luz ultravioleta para a visualizacdo das
bandas de DNA e registro fotografico.

4.7.2 Analise do polimorfismo obtido por RAPD

A andlise de variabilidade genética foi realizada pelo agrupamento das
linhagens segundo os principios adotados em taxonomia numérica. Utilizou-se o
coeficiente de similaridade de Jaccard e coeficiente simples (simple matching). Os
quais permitem calcular similaridades com base em variaveis bindrias (0 para
auséncia e 1 para presenca de banda). As bandas foram consideradas variaveis
enquanto as linhagens como unidades. O coeficiente Jaccard foi calculado segundo
a formula J = M/P, onde M é o niumero de concordancias positivas, e P o nimero
total de variaveis, menos concordancias negativas, enquanto que o coeficiente
simples foi calculado segundo a férmula SM = M/P, onde M é o numero de
concordancias positivas, mais concordancias negativas e P o numero total de
variaveis (SNEATH; SOKAL, 1973). As unidades foram agrupadas através do
método UPGMA (“Unweithted Pair-Group Method with Arithmetical Average”), que é
um modelo de agrupamento hierarquico que permite a construcdo de dendrogramas
(SNEATH; SOKAL, 1973). Matrizes e dendrogramas foram elaborados com auxilio
do programa NTSYS (“numerical taxonomy system of multivariate programs”)
(ROHLF, 1988).

A consisténcia dos agrupamentos foi verificada pela analise bootstrap,
segundo descrito por Felsenstein (1993) utilizando o “software Winboot” (YAP;
NELSON, 1996). Foram utilizadas 10000 amostragens com reposi¢cao dos dados
dos marcadores. Foram considerados consistentes o0s agrupamentos que
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apresentaram P maior ou igual a 70%, sendo P a freqléncia de determinado
agrupamento no conjunto dos dendrogramas resultantes das repeticbes bootstrap.

4.8 PCR - Amplificacao e sequenciamento

4.8.1 PCR - Ribotipagem

Fragmentos de DNA foram amplificados com os pares de oligonucleotideos
iniciadores V9G  (5'TTACgTCCCTgCCCTTTgTA-3) e LS266 (5 -
gCATTCCCAAACAACTCQACTC — 3’), segundo Gerrits van den Ende e de Hoog
(1999), no termociclador “Eppendorf” (modelo). Para a reacdo de PCR foram
utilizados um volume de 50 pL, contendo 10mM tris-HCL, pH 8,3; 50mM KCI; 1,5
mM MgCI2 6H,O; 200mM de cada deoxinucleotideo trifosfato, 50 pmol de cada
oligonucleotideo iniciador, 10-100ng de DNA total e 0,50 U de taq DNA polimerase
(Invitrogen). O programa apresentava 30 ciclos (30 s de desnaturagéo a 94°C; 60 s
de anelamento a 56°C; 60 s de alongamento a 72°C), utilizando 2 minutos para a
desnaturacao inicial e 3 minutos de extensao final.

Os produtos foram aplicados em gel de agarose 1,5% (utilizando 7 pL da
amostra e 3 uL de tampao de corrida). Os fragmentos de amplificacéo obtidos foram
visualizados no Analisador de Imagem “Master Video System” com o software da
“Pharmacia”. O marcador de peso molecular “Ladder” de 1Kp (Invitrogen) foi o
utilizado. Os produtos de PCR foram purificados utilizando o Kit de purificacao de
bandas e DNA (GTX PCR DNA, “Pharmacia”).

4.8.2 Reacao de sequenciamento

Na PCR realizada para o sequenciamento, foram utilizados os
oligonucleotideos iniciadores ITS4 (5TCCTCCgCTTATTgATATQC-3); e ITS5 (5-
ggAAgTAAAgTCgTAACAAQQ-3’), segundo White et al. (1990). Para cada reacgao foi
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utilizado 4 pL do “mix” big dye terminator (“Terminator Ready Reaction Mix” da
Perkin-Elmer Applied Biosystem”), 30 ng de produto de PCR purificado, 12 pyL do
oligonucleotideo iniciador (25ng/ pL), 0,5 pL de tampdo e agua ultra pura a
completar 10 pL. O programa de amplificagédo constituiu de 35 ciclos de 10 segundos
a 96°C, 5 segundos a 50°C e 4 minutos a 60°C, com rampa de 1°C para os dois
primeiros comandos e de 3°C para o terceiro. Ap6s 35 ciclos foi utilizada a

refrigeracao a 4°C.

4.8.3 Precipitacao do DNA para ser seqiienciado

O volume total (10 pL) dos produtos de amplificacao foi transferido para tubos
tipo “eppendorf” de volume 1,5 mL e 40 uL de isopropanolol 75% foram adicionados.
Apds a homogeneizagédo, as amostras foram deixadas a temperatura ambiente por
20 minutos. Em seguida, o material foi centrifugado durante 25 minutos a 14000rpm.
O sobrenadante obtido foi cuidadosamente removido visando a preservacao do
“pellet”. Posteriormente foi adicionado 200 pL de etanol a 70% e o material foi
centrifugado por 5 minutos a 14000rpm (22000g) O sobrenadante retirado e o
material precipitado foi secado em evaporador centrifugo (speed vac) por 45

minutos a 60°C.

4.8.4 Sequenciamento

Apdbs a secagem completa do DNA precipitado, foi acrescentado 12 pL da
solucdo TSR (“Template Suppression Reagent” da “Perkin-Elmer Applied
Biosystem”) indicada para o sequenciador utilizado. Depois da dissolu¢cao completa,
a solucdo de DNA foi transferida para tubos recomendados pelo fabricante e
mantidos em banho a 90 °C durante dois minutos e rapidamente transferidos para o
banho de gelo at¢é o momento da reacdo de sequenciamento realizada no

sequenciador “Prism ABI” (3130) automatico da “Perkin-Elmer”’(Applied Biosystem).
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4.8.5 Alinhamento das sequéncias e construcao da arvore filogenética

As sequéncias foram analisadas com o programa STADEN Package
(THOMPSON et al.,, 1994). Para o alinhamento, analises nucleotidicas e filogenia
foi utilizado o programa MEGA 3 (KUMAR et al., 2004).

4.8.6 Analise comparativa entre os isolados de Armillaria da regiao Sul do
Brasil e isolados de diferentes publicacoes

Com o objetivo de comparar os resultados obtidos, foram adicionadas
sequéncias de regidao ITS provenientes no genbank de diferentes trabalhos

publicados, como referéncia (QUADRO 2).

QUADRO 2: Relacao das diferentes linhagens de Armillaria utilizadas como referéncia.

Linhagens Espécie Pais de origem genbank - nUmero de acesso
CMW 5844 Armillaria fuscipes Etiépia AY882969
CMW 7184 Armillaria fuscipes Quenia AY882973
CMW 7187 Armillaria fuscipes Quenia AY882972
CMW 4871 Armillaria fuscipes Malaui AY882976
CMW 4950 Armillaria fuscipes Tanzania AY882979
CMW 2740 Armillaria fuscipes Africa do Sul AY882970
CMW 3164 Armillaria fuscipes Quenia AY882975
CMW 4873 Armillaria fuscipes Malaui AY882977
CMW 4949 Armillaria fuscipes Tanzania AY882978
CMW 2717 Armillaria fuscipes Africa do Sul AY882971
CMW 4874 Armillaria fuscipes Zimbabwe AY882967
CMW 10165 Armillaria fuscipes Zimbabwe AY882966
CMW4977 Armillaria luteobubalina Austrélia AF329912
CMW5704 Armillaria luteobubalina Austrélia AF329913
DA275 Armillaria luteobubalina Austrélia AF454741
DA184 Armillaria luteobubalina Austrélia AF454742
ATCC38574 Armillaria luteobubalina Austrélia AF454743
CMW4978 Armillaria luteobubalina Austrélia AF329909
CMW4979 Armillaria luteobubalina Austrélia AF329910
B608 Armillaria mellea Coréia do Sul AF163591
B917 Armillaria mellea Coréia do Sul AF163593
B916 Armillaria mellea Coréia do Sul AF163592



B731
B1212
B525
B176
B1217
B931
B927
B282
B496
B623
B497
CMW4986
CMW4722
CMW4963
CMW4966
CMW5448
CMW5450
Arg 272
Arg 143
Arg 281
Arg 53
Arg 56
Arg 26
Arg 17
Arg 30
Arg 45
Arg 48
Arg 21
Arg 269
Arg 29
Arg 271
CMW 3173
CMW 10115
CMW 4455
CMW 3152

Armillaria mellea
Armillaria mellea
Armillaria mellea
Armillaria mellea
Armillaria mellea
Armillaria mellea
Armillaria mellea
Armillaria mellea
Armillaria mellea
Armillaria mellea
Armillaria mellea
Armillaria nova-zelandiae
Armillaria nova-zelandiae
Armillaria nova-zelandiae
Armillaria nova-zelandiae
Armillaria nova-zelandiae
Armillaria nova-zelandiae
Armillaria sp.
Armillaria sp.
Armillaria sp.
Armillaria sp.
Armillaria sp.
Armillaria sp.
Armillaria sp.
Armillaria sp.
Armillaria sp.
Armillaria sp.
Armillaria sp.
Armillaria sp.
Armillaria sp.
Armillaria sp.
Armillaria sp.
Armillaria sp.
Armillaria sp.
Armillaria sp.

Japéo
Hungria
Franga
Reino Unido
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Nova Zelandia
Nova Zelandia
Austrélia
Austrélia
Chile
Chile
Patagénia
Patagobnia
Patagénia
Patagobnia
Patagénia
Patagobnia
Patagénia
Patagobnia
Patagénia
Patagobnia
Patagénia
Patagobnia
Patagénia
Patagobnia
Zambia
Zimbabwe
Zimbabwe

Camardes

AF163594
AF163581

AF163585
AF163578
AF163597
AF163596
AF163595
AF163587
AF163589
AF163588
AF163590
AF329925
AF329926
AF454739
AF329923
AF448417
AF448418
FJ711610
FJ711611

FJ711608
FJ660936
FJ711615
FJ711605
FJ711598
FJ711601

FJ660949
FJ660950
FJ711597
FJ660945
FJ660947
FJ711596
AY882981
AY882983
AY882985
AY882980

FONTE: HARRINGTON; WINGFIELD, 1995; COETZEE, 2001, 2003; SICOLI, 2003;
LIMA, 2008, PILDAIN, 2009
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5.1 Caracterizacao morfoldgica

Trés isolados foram selecionados de acordo com o estado de procedéncia
(Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul), e submetidos a analise morfologica
do micélio (FIGURA 3), através de microscopia eletrénica e microscopia de luz.

Nas micrografias obtidas tanto em microscépio eletrdbnico como em
microscopio de luz, foram evidenciadas as seguintes estruturas: Grampos de
conexdao normalmente encontrados em espécies de basidiomicetos; projecdes
diminutas, similares a pélos sobre a superficie de hifas caracteristicas do género;
massas resinosas sobre a parede de algumas hifas (FIGURA 4). Estas estruturas ja
haviam sido descritas e discutidas por Nobles, (1964) para varias espécies de
basidiomicetos, entre elas Armillaria.

FIGURA 3: Aspecto da cultura de Armillaria em meio BDA, com extensdo das rizomorfas a partir do
micélio. FONTE: SILVA (2005)
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FIGURA 4: Microscopia eletronica de varredura (esquerda) e de luz (direita), em Armillaria sp. A e B—
Inicio da formagdo de grampos de conexdo, normalmente encontrados em espécies de
basidiomicetos; C e D - Projecbes diminutas, similares a pélos sobre a superficie de algumas hifas; E
e F - Massas resinosas sobre a parede de algumas hifas. FONTE: O autor (2007).

5.2 Caracterizacao Molecular

Visando a identificagdo e o entendimento da posicdo taxond6mica dos
isolados, foi realizado um estudo molecular baseado em marcadores RAPD e em
sequéncias das regides ITS1, ITS2 e 5.8S.
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5.2.1 RAPD

Os 22 isolados de Armillaria foram caracterizados por meio de marcadores
RAPD utilizando trés oligonucleotideos iniciadores (OPX 14, OPX 17 e OPX 19), os
quais geraram 51 bandas e o perfil de amplificacdo pode ser visualizado na figura
5.

L B23 46 7811121314161718192022 23 24 25 26
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FIGURA 5: Perfil de RAPD obtido a partir do oligonucleotideo iniciador OPX 17. Marcador de peso
molecular: Ladder 100pb. As letras representam o Ladder (L), a amostra sem DNA (branco — B) e os
nameros representam os diferentes isolados de Armillaria.FONTE: O autor (2008).

De acordo com o perfil de RAPD obtido, foi observada pequena variabilidade
entre os isolados, em que a maioria apresenta um padrao de bandas monomérficas.
Porém, de acordo com a andlise de similaridade utilizando o coeficiente de Jaccard,
verificou-se a formacao de pelo menos trés grupos, suportados com valores de
bootstrap (bootstrap=100).

De acordo com o dendrograma gerado (FIGURA 6), o primeiro grupo foi
formado por apenas um isolado (A1), proveniente da cidade de Pirai do Sul — PR,
comportando-se como um grupo externo com alto suporte, considerando o valor de

bootstrap encontrado.



48

O segundo grupo, sustentado por um valor de bootstrap=77, foi formado por
19 isolados, que parecem estar divididos em trés subgrupos. O primeiro subgrupo foi
formado por isolados provenientes de quatro regides do estado do Parana (A2, A4,
A8 e A12) e trés procedentes do estado de Santa Catarina (A3, A6 e A7), sendo
que, de acordo com este agrupamento os isolados A2 e A7, procedentes de
diferentes estados, parecem geneticamente proximos entre si. No segundo
subgrupo, quatro isolados de diferentes cidades do estado do Parana se agruparam
(A16, A17, A18 e A23). No terceiro subgrupo, o agrupamento foi formado por seis
isolados, cinco do estado do Parana (A19, A20, A22, A24 e A25), e um do estado de
Santa Catarina (A11). Enquanto que o isolado A26, procedente do estado do Parana
se encontra dentro do subgrupo I, porém agrupado de forma separada e o isolado
A13 proveniente do estado do Rio Grande do Sul (Unico isolado deste estado
utilizado no estudo) encontra-se separadamente relacionado a este agrupamento.

O terceiro agrupamento foi formado pelos isolados A14 e A15, sendo o
primeiro proveniente da cidade de Dona Emma, no estado de Santa Catarina, e o
segundo da cidade de Castro, no estado do Parana, porém com baixos valores de

similaridade entre si.

Grupol ;

=

Grupo Il ‘,—!—
-

100

[ Grupolll |

Coeficiente de similaridade

FIGURA 6: Dendrograma obtido com os dados de similaridade genética entre os 22 isolados de
Armillaria utilizados no estudo, a partir dos oligonucleotideos iniciadores OPX14, OPX17 e OPX19,
utilizando o coeficiente de similaridade de Jaccard. Os quadrados em vermelho representam os
grupos, e em azul os subgrupos. FONTE: O autor (2008).
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5.2.2 PCR - Gene especifica e sequenciamento de regiao ITS

A partir da amplificacdo com os oligonucleotideos iniciadores especificos,
VID e LS266, da regido dos dominios variaveis do DNAr, foram obtidos “amplicons”
de aproximadamente 1500 pares de base (pb).

Dos 22 isolados de Armillaria sp que foram submetidos ao sequenciamento
da regiao intergénica do DNAr nuclear (ITS1, 5.8S e ITS2), 17 resultaram em
sequéncias passiveis de serem analisadas. Um fragmento apresentando em torno
de 776 pares de bases (pb) foi obtido para todos os isolados, onde a regiao ITS1
apresentou um comprimento de 360 pb, 0 5.8S de 155 pb e 0 ITS2 de 260 pb.

Um total de 28 mutacdes foram descritas para os trés fragmentos, em que 20
posicdes continham informagdes de parciménia. Das 28 mutacdes, 15 foram
descritas para o ITS1 e 13 para o ITS2. Dentre as amostras analisadas ndo houve
diferencas nucleotidicas no fragmento 5.8S (TABELAS 1 e 2). A variabilidade
nucleotidica para as amostras de Armillaria sp, analisadas no presente estudo € de

0,0360824.

TABELA 1: Diferencas nucleotidicas de Armillaria sp da regiao Sul do Brasil para os fragmentos ITS1
e ITS2.

1111111 1122355566 66777777
6692255556 7818448858 89111455
2382612577 3841322876 94236534

* Kk ok Kk Kk *kk Kk Kk*k * * * kK K *
Al CAGATGAAGT GAGCGGCATG GACAAGTIG
A2 e e e
A3 GGCG....C. .G...... CC A.TG...C
Ad ... TCC AG..A..G.C ACTG...C
A6 GG.GC..TC. .G.G....CC AC.G....
A7 ..C....... .G.G....C. oo
2 .G.G....CC ........
All GGCG....C. .G...... CC A.TG...C
Al3 GG.G....C. .G.GA...CC A.TG...C
AlS ... C. ...G....CC ....... C
Al6 ..C....... .G...C..CC ...GTA.C
Al7 ..Cuevvnn. .G.G....CC .C......
Al8 GG.GC..TC. .G....T.CC ACTG...C
A20 ... .G.G....C. ... GA
A23 GG.GCTCTC. .GA...T.CC ACTG...C
A24 GG.G....C. .G.G....CC A.TG...T
A26 ..C....TCC AG..A.T.CC ...G...C

.Posicao nucleotidica semelhante a amostra A1
*Posic¢ao nucleotidica com informacéo de parsimdnia
FONTE: O autor (2009).



50

TABELA 2: Diferencas nucleotidicas (par a par) entre os isolados de Armillaria estudados (parte
inferior). Na parte superior sdo representadas em vermelho o numero de transicées e em azul as
transversoes.

- (2] n [} ~ © o ¢l < ©

- oN (] < (-} ~ [--} - - - - - - N o o N

7 g 2 p e P 2 b = by b by = g g g g
A1 0 5 5 6 2 B 5 5 2 5 3 6 B 8 5 5

0 7 9 7 2 2 7 8 1 4 2 9 3 10N 7 7
™ 0 5 5 3 2 B 5 5 2 5 3 6 B 8 5 5

7 9 7 2 2 7 8 1 4 2 9 3 10N 7 7
2 5 5 5 0 2 3 3 3 3 7 5 2 B

A3 2] 8 2 5 5 0 1 6 5 5 2 5 3 1 8
3 7 5 3 2 3 6 2 7 7 3 2 B

Ad A 10N 9 9 8 7 10N 9 9 8 9 9 9 4
3 3 5 3 2 9 3 2 6 3 3 5

A6 B 7 13 5 5 2 3 6 5 5 2 6 3 2 8
2 5 5 3 5 3 8 2 [~0 5 5

A7 4 4 o] ]n 0 5 6 1 2 0 7 1 8 5 5
5 3 2 5 i 6 2 8 3 5

A8 4 4 10 | 14 9 2 > > ) > > > ) A > >
2 3 3 3 3 7 5 2 2

A1 12 | 12 0 12 7 10 | 10 ) > > > > > A ) 5
7 6 3 3 5 5 0 3

A13 13 | 13 3 11 6 11 9 3 > > > 3 > > > >
5 3 3 3 6 7 3

A5 5 5 9 13 | 10 5 3 9 8 3 ) 5 ) S > >
6 7 7 9 3 7

A16 9 9 9 15 | 14 7 7 9 12 8 > > > A > >
5 3 7 ) 6

A17 5 5 11 13 8 3 1 1| 10 4 8 > ) 5 > >
8 2 3 3

A18 15 | 15 5 9 4 15 | 13 5 6 12 | 14 | 12 > ) 3 3
A20 5 5 12 | 16 | 12 | 13 3 12 | 11 5 9 4 15 AR
A23 18 | 18 8 12 7 18 | 16 8 9 15 | 17 | 15 3 18 AN
A24 12 | 12 3 13 5 10 8 3 2 8 12 9 6 10 9 AN

A26 12 | 12 | 10 6 13 ] 10 | 10 | 10 | 11 9 9 11 11 12 | 14 | 13

FONTE: O autor (2009).

A partir da analise filogenética (FIGURA 7) realizadas utilizando as
sequéncias ITS dos isolados, foi observada uma arvore com dois grupos distintos.
No grupo | estédo os isolados A1 e A2 de Pirai do Sul (PR), A7 (Campo Alegre — SC),
A20 (Mangueirinha - PR), A8 (Castro — PR), A17 (Rio Negro — PR), A15 (Castro —
PR), A16 (Guarapuava — PR), A4 (General Carneiro — PR), e A26 (Guarapuava
(PR). No grupo Il foram reunidos os isolados A18 (Lapa — PR), A23 (Araucéria —
PR), A6 (Calmon — SC), A13 (Dona Emma — SC), A11 (Rio Negrinho — SC), A13
(Cambara do Sul —RS) e A24 (Coronel Vivida — PR).

De acordo com a arvore gerada (FIGURA 7), a maioria dos subgrupos obtidos
nao apresentou um alto valor de bootstrap e, nao sendo possivel tracar uma relagao
especifica a partir deste resultado, como por exemplo, em relagéo a procedéncia ou
hospedeiro. As localizag6es individuais estao ilustradas no anexo.
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|A1

Parana
| A2

A7 ]Santa Catarina

A20 ]Parana

A8

Parana

— A17

A15 |Parana

A16 |Parana

A4

Parana

A26

A18

Parana

A23

A6 ] Santa Catarina

A3
—‘ Santa Catarina
A1

A13 ] Rio Grande do Sul

——— A24 |Parana

0,002

FIGURA 7: Arvore filogenética gerada pelo método de Neighbor-Joining (Kimura 2-parametros) a
partir das sequéncias ITS dos isolados de Armillaria procedentes da Sul do Brasil. FONTE: O autor
(2009).
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Porém, de acordo com a figura 7 foi possivel observar existéncia de
diversidade genética entre os isolados, os quais formaram diferentes agrupamentos.

A diversidade entre os isolados pode ser visualizada na figura 8. Os valores
dentro dos circulos demonstram que a variabilidade entre os isolados do Parana é
maior do que a obtida entre os isolados de Santa Catarina. Os nimeros também
demonstraram que a variabilidade entre os isolados (valor abaixo das linhas) do
Parana e o isolado do Rio Grande do Sul € maior do que a variabilidade entre o
isolado do Rio Grande do Sul e os isolados de Santa Catarina. A variabilidade entre
os isolados do Parana e os isolados de Santa Catarina é ligeiramente menor do que
a variabilidade apresentada entre os isolados do Parana e o isolado do Rio Grande
do Sul. Entre os isolados de Santa Catarina e o isolado do Rio Grande do Sul, a
variabilidade foi a menor encontrada.

O fato de o numero de isolados do Parana ser maior que o0 numero de
isolados de Santa Catarina (oito e trés, respectivamente) e de que apenas um

espécime representa o Rio Grande do Sul, pode ter influenciado este resultado.

0,01307
Parana

0,00974
Santa Catarina

Rio Grande do Sul

FIGURA 8: Diversidade nucleotidica entre isolados de Armillaria da regiao Sul do Brasil. Dentro dos
circulos a distancia nucleotidica intra-especifica e dentro dos retdngulos a distancia nucleotidica entre
as amostras dos estados estudados. FONTE: O autor (2009).
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5.2.3 Analise comparativa entre os isolados de Armillaria da regiao Sul do
Brasil e isolados de diferentes publicacoes

Com o objetivo de definir a posicao taxonémica dos isolados de Armillaria, foi
realizada uma analise, adicionando como referéncia, sequéncias de regido ITS
provenientes do genbank de diferentes espécies de Armillaria anteriormente
publicadas. Estas linhagens estao listadas no quadro 2. Os resultados obtidos foram
apresentados na tabela 3.

TABELA 3: Quadro comparativo entre as sequéncias ITS dos isolados de Armillaria sp procedentes
do Sul do Brasil e linhagens referéncias utilizadas.

S
5
= 3 5
C&E < 3 = T g .S
M §= S 2T ¥3 & S
e} ) = Q BN Q I~
o b N S SIS 2 =
=3 < . . Y . X
n [aW < < <X w < <
Comprimento do alinhamento* 776 1001 885 730 770 621 618
Comprimento médio 776 876, 8026 7064 7248 6163 618
Nurr.lc,:ro .de posi¢des nucleotidicas -8 168 3 ” 3 6 6
variaveis
Variabilidade 0,0360 0,2019 0,1407 0,0329 0,0429 0,0096 0,0097
Maior nimero de mutagdes™* 18 64 37 11 20 6 6
Médi istanci ntr
édia das distancias dentro do 0,0078 0,0556 0,0219 0,0035 0,0144 0,0020 0,0036

* Comprimento compreendendo as inser¢des/delecdes

** Comparagdes par a par entre os isolados

*** Distancia calculada pelo método Kimura 2-parametros
FONTE: O autor (2009)

Quando alinhadas as sequéncias nucleotidicas das regides intergénicas dos
diferentes isolados de Armillaria com as das linhagens referéncias utilizadas,
observou-se que o alinhamento das sequéncias, dentro de cada grupo analisado
variou entre 618 a 1001 pares de bases. Somente as sequéncias ITS dos isolados
deste estudo e as linhagens referéncias descritas como Armillaria sp nao
apresentaram, insercao/delecao (in/del), sendo que as sequéncias das linhagens
referéncias procedentes da patagbnia, apresentaram o maior nimero de in/del. Este
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grupo foi também o que apresentou a maior variabilidade nucleotidica e a maior

distancia nucleotidica dentre os grupos de comparagéo (TABELA 4).

TABELA 4: Distancias nucleotidicas para a regiao intergenica do DNAr nuclear entre os isolados de
Armillaria estudada e as linhagens referéncias utilizadas.

T
c
-~
~ 0, —
T 9] -
Q 0 [ %)
S ) o o
Q © O] Q, -~ © Y
I} o 0 © ~ Y - m
) ~ © -~ 0 by o
2 ~ > T 0 ~ O o}
&) d) o g 3 ~ o Lo}
~ g o ® 4y -~ ©
| | | ™~ | g i —
. . BNO) . (@ © 5
Y < < N Y < Ny [9p)

A.luteobubalina

A.mellea 0,076458

A.novae— 0,0998480,105852

zelandiae

A.fuscipes 0,1621310,168773 0,210941

A.sp 0,1649010,169439 0,199766 0,068423

Patagonia 0,0602230,077265 0,103149 0,172151 0,164296

Sul do Brasil 0,0303270,084260 0,097576 0,171612 0,161977 0,071988

FONTE: O autor (2009)

Quando comparadas as distancias nucleotidicas entre os diferentes grupos
estudados observou-se que os isolados em estudo estdao mais proximos da espécie
A. luteobubalina e das linhagens referéncias provenientes da Patagbnia, porém
observou-se que os exemplares da Patagbnia foram subdivididos em trés grupos,
sendo que as linhagens arg 143 (FJ711611 - provincia de Chubut), arg 272 e arg
281 (FJ711610 e FJ711608 respectivamente, ambas da provincia de Neuquen)
eram as mais proximas dos isolados de Armillaria da regiao Sul do Brasil. As duas
provincias, localizadas na Argentina sao separadas pela grande provincia de Rio
Negro, estando Chubut localizada ao Sul da Argentina, acima da provincia de Santa
Cruz e Neuquen localiza-se na regiao central da Argentina, fazendo divisa com o
Chile. As linhagens arg 53 (FJ660936) e arg 56 (FJ711615) foram observadas em
um grupo com linhagens de A. novae-zelandiae, procedentes da Australia e do
Chile. As demais linhagens da Patag6nia ficaram agrupadas com linhagens de A.

mellea de diversas procedéncias.
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FIGURA 9: Arvore filogenética pelo método “Neighbor-Joing” Kimura 2-parametros, construida a partir
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do

sequenciamento das regides ITS1, 5.8S e ITS2 do DNA ribossomal dos isolados de Armillaria do Sul do

Brasil e linhagens referéncias utilizadas. Bootstrap de 1000 replicagoes.
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6. DISCUSSAO

6.1 Caracterizacao morfoldgica

Os isolados de Armillaria foram analisados morfologicamente pelo aspecto do
micélio e por meio de microscopia de luz. As observacées macromorfoldgicas do
micélio, ndo revelaram nenhuma caracteristica diferenciada entre os isolados, sendo
a coloracao e o aspecto dos micélios similar para todos os isolados, demonstrando
um desenvolvimento micelial bastante irregular.

A presenca e o aspecto das rizomorfas, formadas a partir do micélio,
demonstrou uma leve variacao em relacdo ao tipo de meio de cultura (BDA, meio
seletivo para Armillaria e meio com acido tanico e extrato de malte), ndo sendo
formadas em poucas ocasides, € em outras formadas com aspecto levemente mais
grosseiro. Porém, quando repicadas novamente para o meio BDA, retornaram ao
aspecto normal. Nenhum padrdo foi observado em relacdo as rizomorfas dos
diferentes isolados, ndo sendo possivel detectar a causa desta variacao.

Também foi observada alguma variacdo na coloracdo e no aspecto dos
micélios, se apresentando mais ou menos volumosos, conforme repicados em meios
de cultura diferentes, mas nenhum padréo foi detectado, ndo sendo possivel
diferenciar os isolados pela morfologia do micélio.

O meio de cultura contendo &cido tanico e extrato de malte foi utilizado para
observar o crescimento micelial, e demonstrou acelerar a extensao das rizomorfas,
conforme indicado por Nobles (1964).

Bruhn et al, em 1998, avaliaram as caracteristicas do crescimento micelial de
algumas espécies de Armillaria, e demonstraram que diferentes espécies
apresentaram um padrao de crescimento diferente, variando em relacéo a formacao
de hifas aéreas, a densidade do micélio e a pigmentacao escura observada no meio
de cultura, porém, dentro da mesma espécie as variagcbes eram mininas ou
indistinguiveis.

Mihail e Bruhn em 2005 estudaram o desenvolvimento de rizomorfas de
varias espécies de Armillaria in vitro e sugeriram que algumas caracteristicas destas

estruturas sao inatas de cada espécie, como a presenga ou a auséncia de melanina
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€ 0 mecanismo de invasdo, aparentemente mais brando nas espécies menos
agressivas. Contudo, foi observada uma grande variabilidade no diametro, no
comprimento, na quantidade de estruturas formadas e na intensidade da coloracéo,
variando conforme alteracdes na temperatura ou modificagdes na constituicdo do
meio de cultura.

Em 2006 Cheng et al estudaram diferentes composicées nutricionais para o
crescimento de isolados de Armillaria mellea chinesas, e observaram grandes
alteracdes na biomassa e na morfologia das culturas frente a diferentes nutrientes.

Em 2009, Yafetto et al, estudaram os mecanismos do crescimento das
rizomorfas e concluiram que os padrdes de crescimento eram alterados conforme
alteracdes na densidade do meio de cultura, e ainda, que os padrbes de extensao
das rizomorfas sdo comparaveis aos padroes de extensdo das hifas vegetativas
isoladas, sugerindo que o comportamento mecanico das hifas € semelhante se
crescerem isoladas ou agregadas ou para formar as rizomorfas macroscopicas.

Em todas as analises utilizando microscopia de luz, as estruturas observadas
nos isolados de Armillaria da regidao Sul do Brasil, como grampos de conexao,
projegdes diminutas, similares a pélos sobre a superficie de hifas e massas
resinosas sobre a parede de algumas hifas (FIGURA 5), também nao demonstraram
um padrao entre os diferentes isolados, aparecendo aleatoriamente sobre algumas
hifas, porém todos os isolados analisados demonstraram a presenca dessas
estruturas, em maior ou menor quantidade.

Trés isolados selecionados de acordo com a procedéncia (um de cada estado
da regiao Sul do Brasil), foram submetidos a microscopia eletrénica de varredura. As
estruturas observadas foram as mesmas, também nao apresentando um padrdao em
relagdo a presenca destas estruturas. Em 1964, Nobles descreveu e discutiu a
presenca destas estruturas para varias espécies de basidiomicetos, inclusive para
espécies do género Armillaria. As espécies de Armillaria, nao apresentam estruturas
de reproducao no micélio, sendo sua dispersao realizada principalmente por meio da
extensao das rizomorfas pelo solo. Os esporos sdo formados na base dos efémeros
basidiocarpos (WATLING,1991).

A morfologia dos basidiocarpos é a base da caracterizagcdo morfolégica de
isolados de Armillaria, mas estes corpos de frutificacdo nem sempre se desenvolvem

no campo, também sendo de dificil producéao in vitro (WATLING,1991).
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Em 2008, Lima et al descreveram no Brasil uma nova espécie de Armillaria,
morfologicamente distinta das outras espécies descritas, denominada Armillaria
paulensis. O estudo foi baseado na morfologia e sequenciamento de regido ITS
utilizando como amostra de estudo um Unico basidiocarpo, encontrado no Parque
Estadual das Fontes do Ipiranga, localizado no sul da cidade de Sao Paulo. No
estudo morfolégico, o basidiocarpo foi comparado com varios basidiocarpos de
espécies distintas de Armillaria, cujas diferencas sugeriram se tratar de uma nova
espécie.

A andlise morfologica dos isolados de Armillaria do Sul do Brasil, portanto,
nao revelou diferencas em relacéo a presenca destas estruturas, o que auxiliaria na
separacao em diferentes grupos utilizando como critério a morfologia das hifas.
Deste modo nao foi possivel separar os isolados em morfotipos. Confirmando esta
similaridade na morfologia dos isolados, varios autores comentaram a dificuldade em
se distinguir morfologicamente as culturas de espécies de Armillaria e ressaltaram
importancia da utilizacdo de métodos moleculares como uma ferramenta adicional,
visando uma identificacdo mais refinada e precisa destas espécies. (CHILALI et al.,
1998; VOLK et al, 1996; COETZEE et al, 2001, 2003; BRAGANCA et al, 2004;
ANTONIN et al, 2009; PILDAIN et al, 2009).

6.2 Caracterizacao molecular por meio de marcadores RAPD

A partir do dendrograma gerado utilizando marcadores RAPD (FIGURA 6), foi
possivel visualizar a formagdo de trés grupos, com valores de bootstrap
consistentes, contendo pelo menos quatro subgrupos entre os 22 isolados de
Armillaria analisados.

A partir da distribuicdo dos isolados provenientes de diferentes locais da
regiao Sul do Brasil nos trés grupos formados, ndo foi possivel estabelecer relacao
com o local de coleta e nem com o hospedeiro. De acordo com os resultados da
analise realizada, os isolados procedentes do mesmo local de coleta, pareciam estar
em agrupamentos diferentes, como é o caso dos isolados A1 e A2, provenientes da
cidade de Pirai do Sul - PR e dos isolados A3 e A11, ambos provenientes da cidade
de Rio Negrinho — SC (FIGURA 6).
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Pildain (2009) discute a nao interacdo de isolados de Armillaria frente a
hospedeiros especificos, ou seja, ainda nao foi observada a predilecao de alguma
espécie ou raga por alguma espécie de hospedeiro.

O isolado A1, proveniente da cidade de Pirai do Sul — PR pareceu estar
separado dos demais, comportando-se como um grupo externo € com suporte,
considerando o valor de bootstrap encontrado. Porém, de acordo com o
sequenciamento da regido ITS, este isolado demonstrou ser geneticamente idéntico
ao isolado A2, também proveniente da cidade de Pirai do Sul.

Os demais isolados foram arranjados em dois grupos, sendo o primeiro deles
subdividido em quatro subgrupos, indicando assim, a existéncia de polimorfismo
entre os isolados. No entanto, como os subgrupos apresentaram baixos valores de
bootstrap, o sequenciamento das regides ITS foi realizado para o entendimento da
variabilidade sugerida pelos marcadores RAPD.

Os resultados gerados a partir das anédlises moleculares com base em
marcadores RAPD demonstraram para alguns grupos coeréncia com os resultados
obtidos a partir do sequenciamento de regido ITS. No entanto, mais marcadores
RAPD seriam necessarios para realizar maiores inferéncias a respeito do
polimorfismo indicado por estes marcadores.

De acordo com a literatura, existem resultados consistentes obtidos a partir de
marcadores RAPD em diferentes grupos de isolados de Armillaria. Ota et al., em
2000, caracterizaram isolados de Armillaria procedentes do Japdo e da Africa.
Inicialmente, os isolados estudados foram separados em quatro grupos distintos,
através de estudos de compatibilidade somatica. Os resultados das analises obtidas
a partir dos marcadores RAPD demonstraram a formacao de trés grupos distintos,
sendo que dois dos grupos coincidiram com os formados a partir dos estudos de
compatibilidade somatica.

Gatto et al, em 2009 estudaram uma populacao de isolados de Armillaria
gallica coletados no Sul da ltalia, onde foram analisados por RAPD. Os diferentes
oligonucleotideos iniciadores utilizados agruparam os isolados em subgrupos,
demonstrando baixa variabilidade genética intra-especifica. Além disso, as analises
obtidas a partir dos grupos formados, ndao corresponderam aos grupos formados por
testes de compatibilidade somatica, realizados anteriormente dentro da mesma
populacao. Os resultados obtidos levantaram varias questdes sobre a confiabilidade
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da utilizacdo de marcadores do tipo RAPD para caracterizacdo molecular de
isolados de Armillaria.

No entanto, Zheng et al, em 2009, submeteram 17 isolados chineses de
Armillaria mellea, a técnica de RAPD, onde dez oligonucleotideos iniciadores
produziram 106 bandas, das quais 96 demonstraram um padrdao polimérfico. No
dendrograma formado, foi observada a formacdo de quatro grupos distintos,
demonstrando a presenca de quatro perfis genéticos entre os 17 isolados, que foram
correlacionados positivamente com quatro quimiotipos presentes entre os isolados.
Os autores sugerem que dez oligonucleotideos iniciadores, é a quantidade minima
necessaria para a obtencao de resultados mais consistentes para a caracterizacéo
molecular de isolados de Armillaria por meio de marcadores RAPD.

Sendo assim, os dados obtidos a partir das analises utilizando marcadores
RAPD, demonstraram haver variabilidade genética entre os isolados de Armillaria do
Sul do Brasil, embora uma grande similaridade entre eles tenha sido observada.
Devido ao baixo numero de marcadores utilizados para esta andlise, e
consequentemente a obtencdo de grupos com baixos valores de bootstrap, um
segundo marcador foi necessario para a caracterizacdo dos diferentes isolados.
Portanto, os 22 isolados em estudo foram caracterizados por meio do
sequenciamento das regides interespacadoras (ITS1 e ITS2), e regidao 5.8S do DNA

ribossomal.

6.3 Analise nucleotidica da regiao intergénica ITS1, 5.8S e ITS2 do DNA
ribossomal nuclear de Armillaria do Sul do Brasil

Dos 22 isolados de Armillaria submetidos ao processo de sequenciamento
nucleotidico, 17 resultaram em sequéncias passiveis de serem analisadas. Para os
17 isolados foram obtidas sequéncias de 776 pares de bases, considerando as
regides ITS1, 5.8S e ITS2. Quando comparadas com outras sequéncias publicadas
para este fragmento, observou-se que as sequéncias nucleotidicas de Armillaria
apresentaram um tamanho aproximado. As sequéncias nucleotidicas de isolados de
Armillaria da Africa, obtidas por Coetzee et al (2003), apresentam 630 pb. Enquanto

que as sequéncias nucleotidicas das linhagens referéncias procedentes da
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Patagbnia, estudadas por Pildain et al (2009), apresentaram tamanhos variando
entre 768 e 852 pb.

A arvore filogenética apresentada na figura 9, formada a partir das analises
das sequéncias ITS dos 17 isolados demonstrou a formacao de dois grupos
definidos. Assim como nos resultados obtidos a partir das analises através dos
marcadores RAPD, o sequenciamento das regides ITS demonstrou haver
variabilidade entre os isolados de Armillaria da regido Sul do Brasil, porém com
grande similaridade entre eles.

De acordo com os diferentes grupos observados (FIGURA 7), pode se
verificar que, com excec¢ao dos isolados A1 e A2 e dos isolados A3 e A11, que eram
idénticos e procedentes do mesmo local de coleta, os demais isolados foram
distribuidos em diferentes grupos, independente do local de coleta e do seu
hospedeiro. A falta de relagéo entre o local de coleta e hospedeiros foi detectada por
Pildain et al (2009). No trabalho,foram utilizados 32 isolados de Armillaria, coletados
de trés diferentes Provincias, na Argentina: Neuquen, localizada mais ao norte,
Chubut, localizada mais ao Sul e Rio Negro, posicionada entre as Provincias de
Neuquen e Chubut, sendo a coleta realizada em diferentes pontos das trés
Provincias.

De acordo com Pildain et al.(2009) alguns isolados provenientes do mesmo
ponto, se mostraram idénticos, ou préximos entre si. Enquanto que, outros isolados
coletados no mesmo local, se agruparam em grupos bem distantes. Ainda neste
estudo, os autores relataram que os isolados arg 142 e arg 281, ambos coletados no
Lago Lacar, na provincia de Neuquen, pareciam ser de espécies diferentes, pois se
arranjaram em grupos muito distantes, separados por pelo menos cinco espécies
com origens bem distintas entre si (A. luteobulalina, A. montagnei, A. limonea, A.
hinnulea e uma espécie nao identificada). Os resultados de Pildain et al. (2009),
demonstraram entdo que, os 32 isolados utilizados no estudo, possivelmente
pertencem a pelo menos trés espécies diferentes.

Os dados do trabalho de Pildain et al, (2009) nao indicaram qualquer
interacdo especifica entre os diferentes isolados de Armillaria, com nenhuma
espécie de hospedeiro. Isto ndo é surpreendente, pois € sabido que espécies de
Armillaria nao tém hospedeiros especificos, e a transferéncia de hospedeiros, por
exemplo, entre Pinaceae e Fagaceae, ocorre com frequéncia (KILE et al, 1991).
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Sendo assim, com o objetivo de comparar os isolados de Armillaria do Sul do
Brasil com outras linhagens de diferentes partes do mundo, foram adicionadas 57
linhagens como referéncias, procedentes de diferentes trabalhos publicados
abrangendo o estudo da regido ITS e uma arvore filogenética foi gerada (FIGURA
9).

De acordo com as analises das sequéncias ITS dos isolados de Armillaria da
regiao Sul do Brasil, e das linhagens utilizadas como referéncia, foi observado que
os isolados do Sul do Brasil estdo reunidos em um Unico subgrupo com valor de
bootstrap fortemente sustentado, sugerindo assim se tratar de uma Unica espécie,
porém outros genes deveriam ser sequienciados para sustentar tal proposicao.

Quando comparadas as distancias nucleotidicas entre os diferentes grupos
estudados foi observado que os isolados do presente estudo estdo mais proximos
da espécie A. luteobubalina e das linhagens provenientes da Patag6nia.

Na andlise filogenética das linhagens de Armillaria da Patagdnia (PILDAIN et
al 2009), as linhagens arg143, arg272 e arg281, as mais proximas dos isolados
deste estudo, formaram um subgrupo com trés linhagens de Armillaria luteobubalina
e uma linhagem de Armillaria montagnei. Singer (1956) relatou a presenca de
Armillaria montagnei na Patag6nia, na Provincia de Neuquen. Os resultados do
trabalho de Pildain et al. (2009) sugerem que estas trés linhagens, pertencem a
espécie A. montagnei. Contudo, os autores relatam que, somente com estudo da
morfologia do basidiocarpo, sera possivel confirmar esta hipbtese.

Recentemente, Lima et al., (2008) propuseram uma nova espécie, A.
paulensis, coletada no Estado de Sao Paulo. No entanto, este estudo foi baseado
em um unico basidiocarpo. Com base em analises de sequenciamento de regiao
ITS1 e ITS2, este isolado demonstrou alta proximidade com linhagens identificadas
como A. luteobubalina, provenientes da América do Sul e da Australia. E, de acordo
com a arvore filogenética gerada, A. paulensis seria uma nova espécie, relacionada,
ou seja, préxima da espécie A. luteobubalina. No entanto, o fator determinante para
a caracterizacao desta nova espécie, foi a morfologia do basidiocarpo, ndo sendo
possivel relacionar a sequéncia nucleotidica da regido ITS publicada no genbank
(EF639348.1) (LIMA et al, 2008), com nenhuma das sequéncias nucleotidicas
obtidas no presente estudo, em funcdo da grande incompatibilidade, ndo tornando
viavel o alinhamento. Este fato também foi relatado por Pildain et al., (2009).
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A obtencdo de uma nova sequéncia a partir deste isolado descrito como A.
paulensis, poderia possibilitar uma comparacdo com as sequéncias de Armillaria do
Sul do Brasil, e as relagdes taxonémicas entre elas poderiam ser elucidadas. A
andlise filogenética demonstrou que os isolados de Armillaria coletados de diferentes
locais da regidao Sul do Brasil apresentam grande similaridade entre si, apesar da
variabilidade genética observada. E ainda pode ser possivel que esta similaridade
também venha a ser observada em uma futura andlise, incluindo um novo
sequenciamento do isolado procedente do estado de Sao Paulo com os isolados da
regidao Sul do Brasil.

Como ja discutido, todos isolados de Armillaria do presente estudo formaram
um unico grupo fortemente sustentando por valores de bootstrap, demonstrando alta
similaridade entre si, sugerindo a presenca de uma Unica espécie, ou espécies
relacionadas. Contudo, é importante correlacionar os dados obtidos através das
analises filogenéticas, com as caracteristicas morfolégicas dos basidiocarpos, que
ainda nao foram produzidos com sucesso in vitro.

Embora espécies de Armillaria da América do Sul tém sido relativamente bem
estudadas, as origens e as relagdes evolutivas ainda devem ser discutidas dentro de
um abrangente contexto filogenético molecular (PILDAIN et al., 2009).

No entanto, considerando os resultados obtidos a partir deste estudo, onde os
isolados procedentes da regiao sul do Brasil foram submetidos a uma analise mais
abrangente, utilizando linhagens de referéncia de diversas procedéncias, observou-
se que estes isolados formaram um grupo a parte, sugerindo assim, uma possivel
especiacao, formando um Uunico grupo filogenético. Porém faz se necessario
ressaltar a existéncia de variabilidade entre eles.

Futuramente, outros genes deverdo ser seqienciados, visando uma analise
multilocus, envolvendo genes de fator de elongamento de proteinas, para confirmar
os resultados obtidos. Um nimero maior de isolados, aliados a tentativa de obtencéo
de basidiocarpos in vitro, poderdo melhor caracterizar os espécimes de Armillaria da
regiao Sul do Brasil e entender seus processos de disseminacdo, no intuito de
esclarecer melhor as caracteristicas ecoepidemiol6gicas da armilariose, e assim
poder estabelecer meios eficazes de controle, reduzindo os prejuizos causados pela

doenca.
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7. CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados neste trabalho, pode-se concluir que:

Os resultados obtidos por meio dos marcadores RAPD, demonstraram que,
apesar da similaridade observada entre os isolados, pareceu haver
variabilidade entre eles. Este dado foi comprovado através do
sequenciamento das regides ITS.

As analises filogenéticas sugeriram que os 17 isolados de Armillaria da regiao
Sul do Brasil submetidos ao sequenciamento, pertencem a uma Unica
espécie, a qual parece ser muito proxima da espécie A. luteobubalina e das
linhagens referéncias de Armillaria procedentes da Patagbnia, as quais
parecem se tratar da espécie A. montagnei.

Os estudos envolvendo dados moleculares deverao ser ampliados e aliados a
caracteristicas morfoldégicas dos basidiocarpos para o desenvolvimento de
conceitos taxon6micos mais sélidos, para este grupo em estudo, dando
suporte para a proposicao de uma nova espécie de Armillaria, procedente do
Brasil.
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Distribuicdo dos Isolados de Armillaria sequenciados
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