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RESUMO

Espécies do género Armillaria causam doengas em raizes, em varias partes do
mundo, promovendo a mortalidade de plantas em culturas agricolas e
florestais. Na regido Sul do Brasil, essa doenga tem causado a morte de
arvores, especialmente em plantagdes de pinus. Assim, o presente trabalho
visou caracterizar isolados de Armillaria sp. da regido Sul do Brasil, por meio de
caracteristicas morfologicas, fisioldgicas e patogénicas, e induzir a producao de
basidiomas a fim de auxiliar a identificacdo da espécie. Trinta isolados de
Armillaria sp. provenientes dos estados do Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul foram utilizados neste estudo. As observagdes da morfologia do
micélio, rizomorfas e placa micelial foram feitas através de microscopias de luz
e estereoscopica, em estruturas fungicas produzidas em meio solido BDA
(extrato de batata-dextrose-agar), a 20 °C, no escuro, por 30 dias. Para
analisar o crescimento in vitro e determinar a temperatura otima de
crescimento, seis temperaturas (4, 8, 12, 16, 20, 24 e 28 °C) foram testadas em
meio liquido BD (extrato de batata-dextrose). Com o propdsito de determinar a
patogenicidade dos isolados, oitenta plantas envasadas de Pinus taeda foram
inoculadas. A producgao de basidiomas também foi testada in vitro. As analises
morfolégicas revelaram a presencga de estruturas tipicas do género Armillaria,
como grampos de conexao, septos e massas resinosas sobre a superficie de
hifas. As analises também mostraram grande variagcdo na morfologia do
micélio, mesmo dentro de um unico isolado. A morfologia das rizomorfas
mostrou-se variavel de acordo com o ambiente. A temperatura média 6tima
para o crescimento dos isolados de Armillaria foi de 17 °C. No teste de
patogenicidade, somente uma planta de pinus foi morta (inoculada com o
isolado A2) indicando a dificuldade em se induzir a doenga in vivo. Um
basidioma foi produzido, demonstrando a possibilidade de frutificagao in vitro
de isolados brasileiros de Armillaria, tratando-se do primeiro relato no Brasil.

Palavras-chave: armilariose, basidioma, etiologia, fungo, patégeno, Pinus.



ABSTRACT

Armillaria species cause root disease in various parts of the world, promoting
the death of plants in agricultural and forest crops. In Southern Region of Brazil,
this disease has caused the death of trees, mainly in the pine plantations. Thus,
the present study has the objective to characterize isolates of Armillaria
collected in Southern Brazil, through morphological, physiological and
pathogenic aspects, and inducing basidiomes production aiming to identify the
species. Thirty isolates of Armillaria sp. from the states of Parana, Santa
Catarina and Rio Grande do Sul were used in this study. The observations of
the morphology of the mycelium, rhizomorphs and mycelium fans were made
through light microscopy and stereoscopic microscopy, in fungal structures
produced on solid medium PDA (potato extract-dextrose-agar) at 20 °C in the
dark, for 30 days. In order to analyze in vitro growth and to determine the
optimal growth temperature, six different temperatures (4, 8, 12, 16, 20, 24 and
28 °C) were tested in liquid medium PD (potato extract-dextrose). Concerning to
determine the pathogenicity of isolates, eighty potted plants of Pinus taeda were
inoculated. The production of basidiomes was also tested in vitro conditions.
Morphological analysis revealed the presence of typical structures of the
Armillaria genus, as clamp connection, septa and resinous masses on the
surface of hyphae. The analysis also showed wide variation in hyphal
morphology, even within a single isolate. Rhizomorphs morphology appeared
variable depending on the environment. The optimum temperature for Armillaria
isolates growth was 17 °C. In pathogenicity test, only a pine plant was killed
(inoculated with isolate A2) indicating the difficulty to reproduce the disease in
vivo. One basidiome was produced, demonstrating the possibility of in vitro
fruiting of Brazilian Armillaria isolates, being the first report in Brazil.

Keywords: Armillaria root rot, basidiome, etiology, fungus, pathogen, pine

Title: Morphological, Physiological and Pathogenic Characterization of
Armillaria isolates from the Southern Region of Brazil.
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1. INTRODUGAO

As atividades de reflorestamento com espécies do género Pinus foram
intensificadas a partir da segunda metade da década de 1960, apds a promulgagéo
da lei dos incentivos fiscais. Extensas areas foram ocupadas, predominantemente,
com Pinus taeda Linnaeus e Pinus elliottii Engelm var. elliottii, constituindo, hoje,
base de importantes atividades industriais, como a produgao de celulose e papel,
embalagens, aglomerados, mobiliario, compensados, chapas, dentre outras. Estima-
se em aproximadamente 1,8 milhdes de hectares, a area ocupada por espécies de
Pinus no Brasil (ABRAF, 2013).

A representatividade da madeira de pinus no mercado nacional e
internacional pode ser notada em varios segmentos florestais. Em 2007, o comércio
mundial de produtos de origem florestal movimentou aproximadamente US$ 300
bilhdes em exportacdes e cerca de 40 % foram de produtos feitos de pinus (RECH,
2004; SOCIEDADE BRASILEIRA DE SILVICULTURA, 2008). Segundo Rech (2004),
os estados do Parana e Santa Catarina apresentam os maiores macicos florestais
de Pinus e também s&o os maiores consumidores, utilizando 80 % do total
produzido.

No Brasil, a armilariose € a principal doenca em plantios de pinus e foi
primeiramente constatada na década de 1960 em P. elliottii var. elliottii, P. taeda e
Pinus patula (MAY, 1962) e nas décadas posteriores, em P. elliotti e P. taeda
(CZAJA NETO e FONTOURA, 1970; STAMMER e TOMAZ, 1991).

A podridao de raizes por Armillaria sp. ou armilariose € conhecida em varias
partes do mundo, afetando um grande numero de plantas lenhosas (SHAW e KILE,
1991). No Brasil, pode ser constatada em culturas agricolas como fruteiras de clima
temperado e coniferas dos géneros Pinus e Araucaria, nos estados da regidao Sul e
Sudeste (KRUGNER e AUER, 2005; SILVA et al., 2007). E doenga importante
especialmente para plantios de Pinus localizados em areas onde havia mata natural
ou reflorestamentos com espécies florestais hospedeiras do patdégeno, em regides
temperadas umidas (FERREIRA, 1989).

A doenca inicia-se aos seis meses de idade e manifesta-se mais

frequentemente em plantagbes com idade entre um a cinco anos de idade (AUER et
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al.,, 2003). Comega com o amarelecimento geral da copa seguido pelo seu
bronzeamento, seca e morte da parte aérea. Nas raizes e na regido do colo da
arvore, observa-se a podridao de raizes e a presencga de placas miceliais na entre-
casca (KRUGNER e AUER, 2005). No Brasil, Auer et al. (2004) discutindo sobre a
incidéncia da doenga em areas florestais dentro da regido Sul e comentaram que o
numero total de arvores mortas em plantios jovens (entre 1 e 7 anos de idade) pode
chegar a 8,5 %. Alguns plantios com mais de20 anos, apresentaram uma média de
20 % de arvores doentes.

Considerando-se a importancia econémica que o Pinus tem para a producao
florestal madeireira da regido Sul do Brasil, os estudos basicos da biologia do fungo
Armillaria sp. podem auxiliar na identificacdo da espécie presente no Brasil. O
presente estudo foi desenvolvido para complementar informacbes acerca de
caracteristicas basicas, envolvendo a morfologia, fisiologia e patologia de isolados
de Armillaria sp., com o propodsito de subsidiar estudos sobre a epidemiologia e

controle da armilariose no Brasil.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar os isolados de Armillaria sp. obtidos na regido Sul do Brasil com base

em aspectos morfoldgicos, fisioldgicos e patogénicos.

2.2 Objetivos Especificos

a) Caracterizar a morfologia de hifas, rizomorfas e placa micelial de isolados de
Armillaria sp.;

b) Determinar a temperatura étima de crescimento de isolados Armillaria sp., in vitro;
c) Determinar a patogenicidade de isolados frente a mudas de Pinus;

d) Produzir basidiomas in vitro para a identificagdo da espécie de Armillaria.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 O género Armillaria

O género Armillaria (Fr.) Staude, pertencente a ordem Agaricales, classe
Basidiomycetes e familia Tricholomataceae (LUZ, 2008), foi descrito pela primeira
vez pelo micologista dinamarqués Martin Vahl em 1787 e caracterizado por Fredrich
Staude em 1857. A. mellea (Vahl.: Fr.) Kummer, foi a primeira espécie caracterizada,
em 1871 por Paul Kummer (Watling et al., 1982). Atualmente, o género Armillaria
conta com mais de 50 espécies identificadas (COETZEE et al., 2012), em todos os

continentes.

3.1.1 Ciclo de vida

O estagio vegetativo do fungo Armillaria é dipléide, ndo dicaridtico, o que é
incomum entre os basidiomicetos (KORHONEN e HINTIKKA, 1974). O basidioma da
origem aos basididosporos, que por sua vez germinam e dao origem a um micélio
primario hapléide. Quando duas hifas hapléides se combinam, dao origem a um
micélio dicariético, que se torna dipldide (ANDERSON e ULLRICH, 1982). Segundo
Lamoure (1985), as células dicaridticas séo instaveis, e morrem em poucos dias se
nao se tonarem dipldides. Os micélios hapldides e dipldides podem ser diferenciados
por caracteristicas morfologicas (HINTIKKA, 1973).

O micélio dipléide se desenvolve e origina rizomorfas. As rizomorfas s&o
compostas por milhares de hifas coordenadas, cercadas por uma bainha protetora
contendo melanina, com aparéncia semelhante a das raizes das plantas
(SCHWEIGER et al., 2002;. MIHAIL e BRUHN, 2005; MOTTA, 1969;. YAFETTO et
al., 2009). As rizomorfas se expandem pelo solo em busca de nutrientes e, quando
em contato com raizes suscetiveis, penetram e colonizam, causando a podridao da
raiz da planta hospedeira (FOX, 2000).
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Uma vez colonizada a planta, um micélio diferenciado é formado: a placa
micelial. A placa micelial € uma estrutura esbranquicada, formada por um
emaranhado de hifas, que se desenvolve ao longo da entrecasca do tronco e em
raizes doentes, infectando o floema e cambio, separando o lenho da casca e
matando o hospedeiro (FOX, 2000). Novas rizomorfas podem ser produzidas a partir
da placa micelial e infectar novos hospedeiros.

Depois da colonizagdo do hospedeiro, o fungo pode produzir os basidiomas
geralmente ao redor e sobre os tocos podres ou de arvores ja mortas, e sdo de dificil
visualizagdo (FERREIRA, 1989).

3.1.2 Identificagao

Algumas caracteristicas morfologicas, culturais e fisioldgicas auxiliam a
distinguir Armillaria dos outros géneros pertencentes a esta ordem. Coletivamente,
estas caracteristicas definem o género, e variacbes entre elas podem definir a
especie (WATLING, 1991).

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

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

A macromorfologia do basidioma, como a estrutura e ornamentacgao do pileo,
caracteristicas do anel, ornamentagao do estipe, presenca ou auséncia de grampos
subhimeniais ou os basididsporos, localizagdo de pigmentos na parede celular ou
em vacuolos, e tamanho e ornamentacao dos esporos estdo entre as caracteristicas

importantes para a diferenciagao das espécies (WATLING, 1991).
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Pesquisas sobre a armilariose em plantios de pinus revelam que as
frutificacbes do patdgeno sédo efémeras e, quando encontradas ndo estdo em
condigbes ideais para a sua identificacdo. A falta de basidiomas para a classica
identificacdo com base na morfologia dificulta a taxonomia das espécies de
Armillaria pelo mundo (GOMES et al., 2004).

Além do modo classico para a identificacdo de espécies de Armillaria, com
base na morfologia dos basidiomas, outras possibilidades podem ser baseadas em
dois tipos de metodologias (CROP, 2005). A primeira € o teste de pareamento de
culturas in vitro utilizando diferentes meios de cultura visando a formacgao de
basidiomas e produgdo de basididosporos, que originam o isolado hapldide. O teste
consiste no pareamento entre o isolado hapldide a ser identificado com, isolados
haploides representantes de espécies as quais ha possibilidade deste pertencer.
Quando as culturas pertencem a mesma espécie, ha o cruzamento entre elas e,
quando nédo pertencem aparece a formagao de linha pigmentada no meio de cultura
na regido de contato entre as culturas. Neste caso, torna-se imprescindivel a
existéncia de uma colegado de haploides para se fazer os pareamentos de cultura.
Esta colecdo ainda nido existe no Brasil, em fungdo da dificuldade em produzir
basidiomas in vitro e, desse modo, este tipo de estudo n&o tem sido feito.

A outra metodologia possivel de ser utilizada na identificagdo de Armillaria é
baseada no uso de métodos moleculares. No Brasil, Silva (2009) analisou por meio
de sequenciamento de regido ITS, 17 isolados de Armillaria da regido Sul do Brasil.
Os isolados demonstraram variabilidade genética entre si, porém formaram um unico
grupo filogenético, sugerindo que se trata de uma unica espécie. Esse autor sugeriu
que os isolados de Armillaria do Sul do Brasil, parecem pertencer a uma nova
espécie ainda nao descrita. Contudo, os isolados demonstraram-se similares a um
isolado encontrado na Patagénia, Argentina, identificado como Armillaria montagnei
(PILDAIN et al., 2009).

Lima et al. (2008) 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 regido ITS de
um unico basidioma encontrado no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga,
localizado no sul da cidade de Sao Paulo, SP. O espécime foi comparado
morfologicamente com outros basidiomas, e sua morfologia distinta sugeriu uma
nova espécie. A sequéncia ITS publicada no estudo de Lima et al. (2008),
naodemonstrou similaridade com as sequéncias adquiridas para o estudo de Silva

(2009) e nem com as sequéncias encontradas por Pildain et al. (2009).
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3.1.3. Caracteristicas da cultura

O fungo Armillaria pode ser isolado 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 escalpelo
flambado e transferidos para meio de cultura ao qual pode ser adicionado alguns
antibiéticos (GOMES, 2005).

Em geral, as col6nias crescem melhor em meio de cultura BDA (batata,
dextrose e agar), e em meios que contenham extrato de malte ou extrato de
levedura, e que, a taxa de crescimento e o aspecto das colonias podem variar de
acordo com a espeécie, especialmente no que diz respeito ao desenvolvimento das
rizomorfas (RAABE, 1962; GARRAWAY e WEINHOLD, 1970; SHAW, 1985; CHA et
al., 1997).

O género Armillaria é conhecido por apresentar grande variabilidade em
cultura (GIBSON, 1961; RAABE, 1966), embora o aspecto das colbnias e a
habilidade de frutificagcdo in vitro, sdo caracteristicos para algumas espécies
(GUILLAUMIN et al., 1989; MWANGI et al., 1989; SUNG et al., 1990).

Cha et al. (1997), além dos meios de cultura conhecidos, elaboraram outros
meios com serragem e extratos de plantas hospedeiras e testaram em diferentes
especies de Armillaria. Para A. mellea foi observado um melhor crescimento em
meio de cultura a base de serragem e extrato de coniferas hospedeiras, enquanto
que A. gallica cresceu no mesmo meio, porém, somente com a adigao de extrato de
malte, demonstrando as diferentes necessidades nutricionais entre espécies. O
estudo também demonstrou que o aspecto do micélio variou de acordo com o meio
de cultura.

Cheng et al. (2006) estudaram diferentes composi¢ées nutricionais para o
crescimento de isolados chineses de Armillaria mellea, e observaram grandes
alteracgdes na biomassa e na morfologia das culturas frente aos diferentes nutrientes

testados.
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3.1.3.1 Caracteristicas do micélio

Quando se trata das caracteristicas do micélio, a literatura é sucinta. Watling
(1991) descreve o crescimento do micélio de Armillaria como irregular, lento, de
superficie normalmente crostosa, com coloragcdo variando entre branca, marrom e
tons avermelhados, com ou sem presenca de rizomorfas.

A irregularidade do crescimento micelial de Armillaria foi também relatada por
Nobles (1965). A auséncia de informagdes sobre a morfologia do micélio de
Armillaria na literatura pode estar diretamente relacionada com a dificuldade de
isolamento deste fungo para estudos. Trabalhos relacionados com a morfologia e
outras caracteristicas de Armillaria trazem informacodes relacionadas a um numero
reduzido de isolados ou somente de um isolado (COETZEE et al, 2000).

Bruhn et al. (1998), avaliaram as caracteristicas do crescimento micelial de
algumas espécies de Armillaria, € demonstraram que entre espécies, o padrao de
crescimento é diferente, variando em relacdo a formacdo e aspecto de hifas, a
producado de rizomorfas, a coloracédo e a densidade do micélio e a pigmentagao
escura observada no meio de cultura. Porém, dentro da mesma espécie as
variagdes foram pequenas.

Em um estudo desenvolvido por Otieno et al. (2003) um grupo de isolados de
Armillaria provenientes do Kenya foram caracterizados por aspectos morfologicos e
moleculares. Primeiramente, de acordo com aspectos morfolégicos, como coloragéo
e presenga de micélio aéreo, os isolados foram classificados em dois grupos
diferentes. As diferenciagbes morfolégicas basearam-se no aspecto dos micélios e
nas caracteristicas das rizomorfas. Posteriormente, os estudos moleculares
indicaram que os dois grupos tratavam de duas espécies distintas. Outros estudos
também revelaram que isolados classificados como diferentes morfotipos, tratavam-
se de espécies diferentes (RISHBETH, 1986; BERUBE, 1989; CHA, 1997; BRUHN,
1998)

Os micélios hapldides e diplodides podem ser diferenciados por caracteristicas
morfolégicas (HINTIKKA, 1973). Micélios hapldides apresentam aspecto mais
cotonoso de pigmentagao mais suave, variando entre branca, bege e marrom-clara e
sem a presencga de rizomorfas. Rizomorfas sdo formadas a partir de micélio dipléide
(HINTIKKA, 1973, BAUMGARTNER et al., 2011).

Nao foram encontrados relatos na literatura sobre a diferenciacdo em

morfotipos de isolados pertencentes a mesma espécie.
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3.1.4 Rizomorfas

As rizomorfas sao estruturas semelhantes as raizes, produzidas pelo
crescimento coordenado de milhares de hifas (YAFETTO, 2009). Estas estruturas
sdo responsaveis pela invasao nas raizes, sua colonizagdo e o desenvolvimento da
armilariose.

Diferentes fungdes ja foram propostas para as rizomorfas. A fungdo mais
Obvia é o de propagacédo da infecgdo ao longo de grandes distancias, podendo se
estender por metros de local do inoculo (GARRETT, 1970). Alguns trabalhos
também indicam a importancia das rizomorfas na absorg¢ao e translocacéo de agua e
nutrientes (GRANLUND et al., 1985; EAMUS et al.,1985; CAIRNEY, 1992). Estudos
realizados com rizomorfas de A. mellea revelaram que as hifas possuem grande
didmetro na regi&o medular e com menor conteudo citoplasmatico, funcionando
assim como recipientes para armazenamento de agua e nutrientes. (EAMUS et al.,
1985; JENNINGS, 1987; CAIRNEY et al.,, 1988). Outra atribuicdo da rizomorfa
refere-se ao armazenamento e transporte de oxigénio. Isso permite que o fungo
penetre e sobreviva em ambientes anoxicos (MONEY, 2004).

Geralmente, Armillaria vive como saprdfita, colonizando tocos de arvores
mortas, mas se torna um patégeno quando as rizomorfas penetram nas raizes de
plantas suscetiveis (PATTON e RIKER, 1959; WATLING et al., 1991). As rizomorfas
se aderem firmemente as raizes, e atraveés da liberacdo de enzimas, juntamente com
sua agao mecanica, penetram, colonizam e dao origem a placa micelial, que se
desenvolve ao longo da entre-casca, atingindo o xilema e interferindo no fluxo da
seiva no cambio (WAHLSTROM e JOHANSEN, 1992; WOODWARD, 1992;
SCHMIDT, 2006). Pequenos fragmentos (5 cm x 1,2 a 1,5 cm de didmetro) de
material infectado por Armillaria mellea podem sobreviver enterrados no solo, por
pelo menos trés anos (PEREZ-SIERRA e GORTON, 2005).

A morfologia da rizomorfa pode variar de acordo com o ambiente. A
morfologia e a fisiologia das rizomorfas, bem como seu comportamento de disperséo
e invasdo, podem auxiliar na diferenciagdo de espécies (MORRISON, 1982;
STANOSZ,1987; MALLETT 1989; MIHAIL e BRUHN, 2005; YAFETTO, 2009).

Rizomorfas subterrdneas sdo de pigmentagdo mais escura, apresentando
maior quantidade de melanina do que as rizomorfas aéreas. Essa deposi¢cao de
melanina na superficie na rizomorfa funciona como uma bainha protetora, e confere

ao fungo maior resisténcia contra dessecagdo, contra micro-organismos
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antagonistas e contra diversos estresses ambientais. Esta deposigdo de melanina
também torna as rizomorfas subterrdneas mais espessas do que as aéreas
(TOWNSEND, 1954; BLOOMFIELD e ALEXANDER, 1967; KUO e
ALEXANDER,1967; BUTLER et al., 2001). Por outro lado, rizomorfas aéreas tendem
a desenvolver pilosidades sobre a superficie. Parrek (2006) relaciona estas
estruturas com a presenga e concentragdo de oxigénio no meio, visto que estas
pilosidades ndo sao observadas em rizomorfas subterraneas.

Rizomorfas podem apresentar ramificagdes dicotdbmicas ou monopodiais.
Estudos sugerem que rizomorfas que apresentam ramificagcbes dicotdmicas séo
geralmente mais agressivas (MORRISON, 2004).

3.2 Hospedeiros e sintomas da armilariose

Segundo Fox (2000), muitas espécies de Armillaria s&o parasitas facultativos,
mas outras sao sapréfitas obrigatérios ou simbiontes. Embora as rizomorfas
permitam a infecgao planta-planta por meio mecéanico-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 machucadas
podem tornar-se bioquimicamente predispostas a ficarem doentes.

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

forma de expansao, particularmente em climas temperados.
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Os sintomas que permitem a diagnose da doenga sdo 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 coloragao
esbranquicada sdo formadas na regido da entrecasca e podem se estender no
tronco a mais de 1 m de altura. Este crescimento micelial € a caracteristica mais
importante para a diagnose da doenga. O fungo pode também formar rizomorfas na
regido da entrecasca, no lugar de placas miceliais, quando a arvore esta morta
(KRUGNER e AUER, 2005).

Coetzee et al. (2000) relataram que a podriddo de raizes causada por
Armillaria foi considerada economicamente importante em espécies de Pinus e
Eucalyptus nos povoamentos da Africa do Sul desde o inicio do século XX. Espécies
de Armillaria tém sido bem estudadas na América do Norte e Europa, mas tém
recebido pouca atencdo na Africa do Sul. A maioria dos registros de armilariose na
Africa do Sul sugere que Armillaria mellea é o principal agente causal.

Segundo Ferreira (1989), ha um consenso entre varios pesquisadores em
considera-la como doenga importante, na primeira rotagdo da cultura, especialmente
para plantacbes de pinus estabelecidas em areas onde havia mata natural ou
reflorestamento com espécie florestal suscetivel de reconhecida capacidade
multiplicadora de inéculo do patdégeno, principalmente em regides umidas, com
temperatura moderada.

Além disto, um fator determinante que contribui para a infeccdo e severidade
do ataque pode ser a predisposi¢ao das arvores, pois arvores debilitadas por fatores
ambientais, como seca, mau desenvolvimento do sistema radicular condicionado
pelo recipiente da muda, ataque de insetos como a vespa da madeira, entre outros,
podem torna-las mais suscetiveis ao fungo (KRUGNER e AUER, 2005). Os autores
ressaltam que a mortalidade tende a diminuir a medida que as plantas envelhecem,
quando a fonte original do in6culo é exaurida e as arvores tornam-se mais
resistentes.

A predisposicdo a armilariose pode ocorrer tanto por fatores bidticos quanto
abioticos, podendo haver uma interacdo complexa entre as mudangas quimicas

induzidas pela desfolha causada por insetos e déficit hidrico, faciltando a
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colonizagao por fungos do género Armillaria e resultando na mortalidade das arvores
(WARGO, 1996).

Em relagdo a gama de hospedeiros, somente em coniferas, Raabe (1962)
relacionou 27 espécies de Pinus hospedeiras de A. mellea. Os hospedeiros mais
comuns, segundo lvory (1987), sao 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. elliottii com um ano e meio de idade, em Castro, PR, e em Joacaba,
SC, em 1961 (MAY, 1962). A ocorréncia da doenga 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 se¢ao de Fitopatologia do
Instituto de Biologia e Pesquisas Tecnoldgicas do Parana (TECPAR) por Czaja Neto
e Fontoura (1970).

No Brasil, a armilariose também foi constatada em Araucaria. e Eucalyptus,
nos estados da regidao Sul e Sudeste (KRUGNER e AUER, 2005). Armillaria sp.
também é o agente causal da podridao radicular, em planta¢des de cha de camélia
(Camellia sinensis) (FURTADO, 1997), da podriddo radicular de 6leo de palma
(Elaeis guineensis) (TRINDADE, 1997), e também é citada como agente causal da

podriddo branca em arvores de péssego (BLEICHER, 1997).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Isolados utilizados

Para este estudo foram utilizados 30 isolados de Armillaria sp. (TABELA 1),
componentes da colegdo da Embrapa Florestas, sendo que dos 30, 8 (A23 ao A30)
foram coletados e isolados durante este trabalho.

Os estudos laboratoriais foram desenvolvidos no Laboratério de Patologia
Florestal da Embrapa Florestas, Colombo—PR. Amostras de troncos de plantas
doentes coletadas foram transferidas para o laboratério. A separagdo da casca do
lenho foi realizada com uma faca ou lamina previamente flambada retirando os
fragmentos da madeira doente, placas miceliais ou rizomorfas, os quais eram
transferidos para placas de Petri contendo meio seletivo para Armillaria (extrato
comercial de agar-batata-dextrose, 39 g, solugédo rosa bengala, 100 mL, benomyl, 10
mL, etanol absoluto, 10 mL, clorafenicol, 250 mg, solugdo de acido latico 25 %, 1
mL, agua ultrapurificada 1000 mL; sendo o clorafenicol e o acido latico adicionados
apos a autoclavagem) segundo Gomes e Auer (2004). A incubacéo foi realizada em
camara de germinagéo tipo BOD a temperatura de 20 °C, no escuro.

Apoés a purificagdo das colbnias do patdgeno em meio seletivo, estas foram
repicadas para placas de Petri contendo meio BDA (extrato comercial de agar-
batata-dextrose, 39 g, agua ultrapurificada 1000 mL), para a produgdo e
conservagao do ino6culo. Os meios de cultura foram esterilizados em autoclave, a
120 °C por 20 minutos, e as vidrarias em estufa a 250 °C por 3 horas.

Os fungos isolados foram identificados morfologicamente, principalmente pela
presenga de rizomorfas, estruturas tipicas do género (WATLING et al., 1991). Os
isolados de Armillaria foram armazenados em geladeira a 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 Oleo mineral
(FIGUEIREDO e PIMENTEL, 1975) e meio de cultura BDA (FERNANDEZ, 1993).
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TABELA 1: ORIGEM E TIPO DE HOSPEDEIRO DE ISOLADOS BRASILEIROS DE
Armillaria sp. DA COLECAO DA EMBRAPA FLORESTAS, UTILIZADOS NESTE

ESTUDO.

ISOLADO MUNICIPIO/ESTADO HOSPEDEIRO - NOME POPULAR
A1 Pirai do Sul - PR Pinus elliottii var. elliottii - Pinus
A2 Pirai do Sul - PR Pinus elliottii var. elliottii - Pinus
A3 Rio Negrinho — SC Pinus elliottii var. elliottii - Pinus
A4 General Carneiro — PR Pinus elliottii var. elliottii - Pinus
A5 Santa Maria do Oeste - PR Pinus elliottii var. elliottii - Pinus
A6 Calmon - SC Pinus taeda - Pinus
A7 Campo Alegre — SC Pinus taeda - Pinus
A8 Castro — PR Pinus elliottii var. elliottii - Pinus
A9 Tijucas do Sul - PR Pinus taeda - Pinus
A10 Castro - PR Pinus elliottii var. elliottii - Pinus
A11 Rio Negrinho — SC Pinus taeda - Pinus
A12 Sao Mateus do Sul - PR Pinus elliottii var. elliottii - Pinus
A13 Cambara do Sul — RS Pinus elliottii var. elliottii - Pinus
A14 Dona Emma - SC Pinus elliottii var. elliottii - Pinus

A15 Castro — PR Pinus elliottii var. elliottii - Pinus
A16 Guarapuava — PR Pinus elliottii var. elliottii - Pinus
A17 Rio Negro — PR Pinus elliottii var. elliottii - Pinus
A18 Lapa - PR Prunus persica - Pessegueiro
A19 Tijucas do Sul - PR Sida rhombifolia - Vassourinha-do-campo
A20 Mangueirinha — PR Pinus elliottii var. elliottii - Pinus
A21 Caxias do Sul - RS Pinus elliottii var. elliottii - Pinus
A22 Tunas do Parana — PR Pinus elliottii var. elliottii - Pinus
*A23 Araucaria — PR Pinus taeda - Pinus

*A24 Coronel Vivida — PR Pinus taeda - Pinus

*A25 Guairaca - PR Pinus taeda - Pinus

*A26 Guarapuava — PR Pinus taeda - Pinus

*A27 Almirante Tamandaré - PR Pinus taeda - Pinus

*A28 Sao Cristovao - PR Pinus taeda - Pinus

*A29 Caseiros - RS Pinus taeda - Pinus

*A30 Ibaiti - PR Pinus taeda - Pinus

*|solados coletados e isolados durante este estudo.
FONTE: O autor (2014)
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4.2 Caracterizagao morfolégica

4.2.1 Caracterizagao do micélio de Armillaria sp.

Os trinta isolados de Armillaria foram cultivados em meio BDA, em
temperatura de 20 °C, no escuro, por 30 dias. Posteriormente, foram submetidos as
analises morfologicas através de observagdo direta do micélio, de microscopia
estereoscoépica e microscopia de luz (400 X). O preparo das laminas foi realizado
através coleta de fragmentos de micélio e para melhor visualizagdo, as laminas
foram coradas com lactofenol ou lactoglicerol com azul-algoddo. Caracteristicas
como coloragdo, superficie do micélio e estruturas presentes nas hifas foram

analisadas.

4.2.2 Caracterizagao das rizomorfas in vitro

Rizomorfas foram removidas de culturas previamente cultivadas conforme
descrito no item 4.2.1. A morfologia das rizomorfas foi analisada com o auxilio de
microscopia de luz (100X e 400X), onde as estruturas foram retiradas do micélio e
fragmentadas em partes de aproximadamente 5 mm, n&o necessitando de nenhuma
coloracéo sobre o material. Para o estudo da morfologia interna das rizomorfas,
foram efetuados cortes longitudinais de quatro isolados (A2, A7, A13 e A23),
selecionados de acordo com a Vvariabilidade genética demonstrada no
sequenciamento dos genes ITS e fator de elongacdo - EF-1 alpha (SILVA, 2009),
qgue foram submetidos a analise de microscopia 6tica e estereoscopica.

4.2.3 Caracterizagao da placa micelial

Pedacos de tronco de Pinus taeda de aproximadamente 10 cm, com casca e

autoclavados foram inseridos em frascos de vidro contendo 100 mL de meio BDA e
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inoculados com trés discos de micélio-agar de cinco mm do isolado A1, escolhido
aleatoriamente. Os frascos foram incubados em camara BOD a temperatura de 20
°C, no escuro, por 120 dias, para a colonizacdo dos troncos pelos isolados. Apds a
colonizacdo, a separagcdo da casca do lenho foi realizada com uma lamina
previamente flambada, e fragmentos de placa micelial foram removidos. Os
fragmentos foram analisados sob microscopia estereoscépica e microscopia O6tica

(100X e 400 X), ndo necessitando de nenhuma coloragao sobre o material.

4.3 Caracterizagado da temperatura 6tima de crescimento

Uma aliquota de 50 mL de meio de cultura BD (extrato comercial de batata e
dextrose, 39 g, agua ultrapurificada 1000 mL) foi colocada em frascos de vidro com
tampa plastica com capacidade de 500 mL, os quais foram esterilizados em
autoclave por 1 h, a 120 °C e 1 atm. A insercdo dos isolados nos frascos foi
realizada transferindo-se trés discos de micélio-agar, de cinco mm de diametro,
previamente cultivados em meio BDA, por 30 dias, em temperatura de 20 °C no
escuro. Seis isolados foram utilizados para este estudo (A1, A2, A3, A4, A6 e A13),
os quais foram selecionados aleatoriamente. Foram utilizadas cinco repeticbes para
cada isolado e cada temperatura, totalizando 70 frascos para cada isolado. Os
frascos foram incubados em estufas BOD, no escuro, as temperaturas de 4, 8, 12,
16, 20, 24 e 28 °C, sem agitacdo. Apdés 35 dias de incubagdo, a producédo de
biomassa foi avaliada filtrando-se o caldo contendo rizomorfas e micélio em papel
filtro Whatman n.1, secando-se o filtrado em estufa a temperatura de 40 °C, por 72
horas. Os isolados foram pesados e o peso do papel filtro foi descontado,
estimando-se assim a biomassa produzida em cada temperatura. A média (cinco
repeticdes para cada isolado) de matéria seca produzida para cada isolado em cada
temperatura foi estimada, e a analise estatistica foi realizada empregando-se

regressao polinomial com ajuste da curva de tendéncia.
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4.4 Determinacgao da patogenicidade de isolados de Armillaria sp.

Para o teste de patogenicidade, quatro isolados de Armillaria sp. (A2, A7, A13
e A23), foram selecionados de acordo com a variabilidade genética demonstrada no
sequenciamento dos genes ITS e fator de elongacado - EF-1 alpha (SILVA, 2009) e
cultivados em placa de Petri (90 mm), contendo meio BDA em temperatura de 20 °C,
por 35 dias no escuro. Frascos de vido com capacidade de 500 mL foram
preparados com 100 mL de meio de cultura liquido (infuso comercial de batata
dextrose) e um fragmento de tronco de pinus com casca (torete) de
aproximadamente 10 cm. Os frascos foram autoclavados duas vezes, por 1 hora.
Em seguida, trés discos de micélio-agar de 5 mm foram retirados dos isolados
previamente cultivados e inseridos nos frascos. Os frascos foram incubados a
temperatura de 20 °C por 120 dias, para permitir a colonizagdo dos toretes pelos
isolados e se constituir no inoculo. Foram realizadas 20 repeticbes para cada
isolado, totalizando oitenta frascos.

Os toretes colonizados foram entdo retirados dos frascos e inoculados
verticalmente, a 5 cm de profundidade, encostados nas plantas, em vasos de 10
litros contendo plantas de Pinus taeda de 6 meses de idade, plantadas em substrato
a base de turfa, esterilizado e sem adubacdo. Foi utilizado um torete por planta.
Antes da inoculagéo, as raizes de quarenta mudas foram feridas com o auxilio de
um bisturi. Os vasos ficaram ao ar livre, com irrigagcao eventual, quando necessaria.
Cem plantas de Pinus taeda foram utilizadas para este ensaio (20 para cada isolado
e 20 para controle — sem ferimento). Nos 20 vasos utilizados para controle, foram
inseridos toretes sem inoculo, autoclavados.

Foi avaliada a incidéncia de plantas com sintomas tipicos da armilariose e/ou

mortas aos 6, 12, 18 e 24 meses, apo6s a inoculagéo.

4.5 Producao de basidiomas in vitro

Para este estudo, um isolado de Armillaria sp. (A1) foi cultivado em meio BDA
por 35 dias, em temperatura de 20 °C no escuro. Segmentos de tronco de Pinus
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taeda com casca, de aproximadamente 15 cm de comprimento e 8 cm de espessura
foram inseridos em frascos de vidro com dimensdes de 21 cm x 11 cm, que
continham 500 mL de meio BDA. Todo este conjunto foi esterilizado por duas vezes,
em autoclave a 120 °C, durante 1 hora. Cinco discos de micélio-agar de 5 mm de
didmetro, do isolado foram inseridos nos frascos. Foram realizadas seis repeticoes.
Os frascos foram incubados a 20 °C no escuro, por seis meses para a colonizagao
do tronco, e posteriormente transferidos para prateleiras, em temperatura e
luminosidade ambiente, a partir do més de margo de 2011. Os frascos foram
avaliados uma vez por més, observando-se a evolugdo do fungo no frasco e a

formacéao do basidioma.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagao morfologica

5.1.1 Caracterizagao do micélio de Armillaria sp.

As culturas dos isolados de Armillaria apresentam crescimento irregular, ndo
apresentando simetria radial, com coloragao variando entre branco, tons de cinza e

marrom, € na maioria das vezes com a presenca de rizomorfas (FIGURA 1).

FIGURA 1: ASPECTO DO ISOLADO A-1 DE Armillaria sp. (VERSO E REVERSO DA PLACA),
MOSTRANDO A APARENCIA DO MICELIO E DAS RIZOMORFAS, APOS 60 DIAS DE CULTIVO EM
MEIO BDA, A 20 °C.

FONTE: O AUTOR (2014)

Os 30 isolados de Armillaria analisados demonstraram um crescimento
micelial bastante diferenciado, n&o apresentando um padrdo de geral de
desenvolvimento (FIGURA 2, TABELA 2).
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FIGURA 2: ASPECTO GERAL DOS 30 ISOLADOS DE Armillaria sp. CULTIVADOS EM MEIO BDA, A
20 °C, POR 30 DIAS.
FONTE: O AUTOR (2014)



TABELA 2: CARACTERISTICAS DA CULTURA DOS ISOLADOS DE Armillaria sp. EM

33

MEIO BDA.
ISOLADO COR ASPECTO MICELIAL BORDA RIZOMORFAS

A1 Cinza Micélio aéreo Irregular Poucas e/ou

presente, em partes abundantes
rugoso.

A2 Branco Micélio aéreo Irregular  Poucas ou ausentes
abundante, em
partes rugoso.

A3 Branco Micélio aéreo Irregular Abundantes
abundante, em
partes rugoso.

A4 Cinza/branco Micélio aéreo Irregular Poucas e/ou
abundante, em abundantes
partes rugoso.

A5 Marrom-escuro/ Micélio aéreo Irregular Abundantes

cinza ausente ou minimo,
predominantemente
rugoso.

A6 Cinza/branco Micélio aéreo Irregular Poucas e/ou
abundante, em abundantes
partes rugoso.

A7 Branco Micélio aéreo Irregular Abundantes

presente, em partes
rugoso.

A8 Cinza Micélio aéreo Irregular Abundantes
abundante, em
partes rugoso.

A9 Cinza/branco Micélio aéreo Irregular Poucas ou
abundante, em abundantes
partes rugoso.

A10 Cinza/branco Micélio aéreo Irregular Poucas e/ou
abundante, em abundantes
partes rugoso.

A1 Marrom-claro/ Micélio aéreo Irregular Poucas

branco abundante, em
partes rugoso,com
formacodes
crostosas.

A12 Cinza/branco Micélio aéreo Irregular Poucas
abundante, em
partes rugoso.

A13 Branco Micélio aéreo Irregular Abundantes

presente, em partes

rugoso.
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A14

A15

A16

A17

A18

A19

A20

A21

A22

A23

A24

A25

A26

A27

Branco

Cinza/branco

Marrom-claro/
branco

Cinza

Cinza

Cinza/branco

Cinza/branco

Branco

Cinza

Cinza/marrom-claro

Cinza

Cinza

Cinza/branco

Branco

Micélio aéreo
presente, em partes
rugoso.

Micélio aéreo
presente, em partes
rugoso.

Micélio aéreo
abundante, em
partes rugoso, com
formacoes
crostosas.

Micélio aéreo
abundante, em
partes rugoso.

Micélio aéreo
abundante, em
partes rugoso.

Micélio aéreo
abundante, em
partes rugoso.

Micélio aéreo
presente, em partes
rugoso.

Micélio aéreo
abundante, em
partes rugoso.

Micélio aéreo
abundante, em
partes rugoso.

Micélio aéreo
abundante, em
partes rugoso,com
formacoes
crostosas.

Micélio aéreo
abundante, em
partes rugoso.

Micélio aéreo
abundante, em
partes rugoso.

Micélio aéreo
abundante, em
partes rugoso.

Micélio aéreo
presente, em
partes rugoso.

Irregular

Irregular

Irregular

Irregular

Irregular

Irregular

Irregular

Irregular

Irregular

Irregular

Irregular

Irregular

Irregular

Irregular

Poucas

Abundantes

Poucas

Abundantes

Abundantes

Poucas ou ausentes

Poucas e/ou

abundantes

Abundantes

Abundantes

Poucas e/ou
abundantes

Abundantes

Poucas e/ou

ausentes

Poucas ou ausentes

Poucas




A28 Branco Micélio aéreo Irregular Poucas
presente, em partes
rugoso
A29 Cinza Micélio aéreo Irregular Poucas e/ou
presente, em partes abundantes
rugoso
A30 Marrom-claro/ Irregular Poucas e/ou
cinza Micélio aéreo abundantes
presente, em partes
rugoso
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FONTE: O AUTOR (2014)

Algumas caracteristicas predominantes da cultura dos

isolados sao

comentadas a seguir. Alguns isolados apresentaram coloragdo cinza e branca, com

micélio aéreo abundante, em partes rugoso e frequentemente com presenga de

rizomorfas (FIGURA 3).
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FIGURA 3: EXEMPLO DE ISOLADOS QUE APRESENTARAM COLORAGAO CINZA E BRANCA,
COM MICELIO AEREO ABUNDANTE, EM PARTES RUGOSO E SEMPRE COM PRESENGA DE

RIZOMORFAS (SETAS).
FONTE: O AUTOR (2014).
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Alguns isolados apresentaram micélio e rizomorfas menos abundantes, com a
presenca de micélio aéreo de coloracédo clara, variando entre branco, marrom e
cinza (FIGURA 4).

FIGURA 4: EXEMPLO DE ISOLADOS QUE APRESENTARAM MICELIO E RIZOMORFAS MENOS
ABUNDANTES, COM A PRESENCA DE MICELIO AEREO DE COLORAGCAO CLARA, VARIANDO
ENTRE BRANCO, MARROM E CINZA.

FONTE: O AUTOR (2014)

Ao contrario do grande desenvolvimento micelial observado na maioria das
placas, algumas culturas demonstraram menor desenvolvimento micelial, sendo as
placas dominadas por rizomorfas, na maioria das vezes com a presencga de micélio
aéreo sobre as rizomorfas. (FIGURA 5). Formagdes crostosas foram observadas em
algumas culturas. (FIGURA 6).

FIGURA 5: EXEMPLOS DE ISOLADOS QUE APRESENTARAM PREDOMINIO DE RIZOMORFAS.
FONTE: O AUTOR (2014)



37

FIGURA 6: EXEMPLO DE ISOLADOS QUE APRESENTAM FORMACOES CROSTOSAS NO
MICELIO.
FONTE: O AUTOR (2014).

Variagbes do micélio foram detectadas em um mesmo isolado, repicado em
placas diferentes. A Figura 7 demonstra variagdes no micélio do isolado A-2. Ambas
as placas foram inoculadas no mesmo dia e foram provenientes de uma mesma
cultura. Além da variagao de cor e aspecto, pode-se observar que uma das culturas
nao desenvolveu rizomorfas.

A respeito destas variagdes em basidiomicetos como Armillaria, Nobles (1965)
comentou que podem ser devidas as condigdes de cultivo como meio e temperatura.
Contudo, foi observado neste estudo, que o aspecto da cultura pode ser fortemente
influenciado pelo ponto selecionado para o repique, sugerindo grande variabilidade

fenotipica dentro de um mesmo isolado.
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FIGURA 7: CULTURAS DO ISOLADO A-2, REPICADAS NO MESMO DIA, PROVENIENTES DA
MESMA CULTURA, DEMONSTRANDO VARIACOES NO ASPECTO DO MICELIO.
FONTE: O AUTOR (2014).

Os micélios utilizados nesse estudo séo dipldides. Contudo, mesmo quando
crescimento vegetativo € produzido a partir de basidiésporos, originando uma cultura
haploide, a variabilidade € observada. A partir de um Unico basidioma de Armillaria
gallica, Peabody et al. (2005), produziram culturas hapldides e com base na grande
variabilidade observada nos micélios, esses autores concluiram haver grande
plasticidade fenotipica nas hifas, especialmente quando cultivadas em diferentes
potenciais hidricos. Os resultados obtidos por Peabody et al. (2005), sugerem que
esta variabilidade fenotipica esta diretamente relacionada com a capacidade de
adaptacédo do fungo Armillaria em condigbes ecoldgicas distintas. Assim, um
espécime de Armillaria ostoyae, que cresce sob o solo da Floresta Nacional de
Malheur, no estado do Oregon nos Estados Unidos, é considerado o maior ser vivo
do mundo, se distribuindo por quase 10 Km? (FERGUSON et al., 2003).

Wang et al. (1985), relataram a dificuldade em identificar morfotipos em
fungos que apresentam grande variagcdo morfolégica de crescimento, como € o caso
de Armillaria sp.

Bruhn et al. (1998) avaliaram as caracteristicas do crescimento micelial de
algumas espécies de Armillaria, € demonstraram que entre espécies, o padrédo de
crescimento é diferente, variando em relacdo a formacédo e aspecto de hifas, a

coloracéo e a densidade do micélio e a pigmentagdo escura observada no meio de
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cultura, porém, dentro da mesma espécie as variagbes eram minimas ou
indistinguiveis. O presente estudo sugere resultados diferentes, indicando grande
variagdo dentro da mesma espécie.

Silva (2009) analisou por meio de sequenciamento de regido ITS, isolados de
Armillaria presentes neste estudo. Os isolados demonstraram variabilidade genética
entre si, porém formaram um unico grupo filogenético, sugerindo que os isolados
tratam-se de uma unica espécie.

Durante a realizagao deste trabalho, as culturas cresceram mais rapidamente
e com aspecto mais vigoroso quando o ponto da cultura selecionado para repique
contém fragmentos de micélio e rizomorfas. Quando somente fragmentos de
rizomorfa foram selecionados, o aspecto da cultura demonstrou-se mais rugoso e
com menor crescimento micelial. Contudo, algumas culturas repicadas somente com
fragmentos de micélio, desenvolveram rizomorfas. Este dado sugere que as
propriedades do micélio sustentam o crescimento das rizomorfas. Na natureza, as
rizomorfas devenvolvem-se a partir da placa micelial (FOX, 2000).

Varios estudos demonstram a possibilidade de diferenciacdo de culturas em
morfotipos, quando estas pertencem a espécies diferentes (RISHBETH, 1986;
BERUBE, 1989; CHA, 1997; BRUHN, 1998, OTIENO et al., 2003). Nio foram
encontrados relatos na literatura sobre a diferenciacdo entre culturas da mesma
especie.

A coloragédo observada dentre os 30 isolados, variou entre branca, cinza e,
marrom, sendo que na maioria das vezes, diferentes tonalidades foram observadas
no mesmo micélio. Quanto a superficie, os micélios apresentaram-se por vezes
volumosos, com um aspecto cotonoso ou rugoso. Estas variagdes, apesar de serem
observadas em um mesmo isolado, em culturas diferentes, apresentou uma leve
diferenciagdo quando repicado em meio BDA contendo acido tanico e extrato de
malte (FIGURA 8) o que pareceu favorecer o desenvolvimento das rizomorfas,
conforme indicado por Nobles (1965), Shaw (1985), Cha (1997) e Cheng (2006).

Shaw (1985) relata que diferentes espécies de Armillaria respondem
diferentemente frente a variados componentes, especialmente compostos fendlicos.
Contudo, a maioria das espécies responde de maneira similar ao acido tanico nao

sendo, portanto, uma alternativa para a identificagdo morfolégica de espécies.



40

FIGURA 8: DESENVOLVIMENTO DE ISOLADO DE Armillaria EM MEIO DE CULTURA COM
EXTRATO DE MALTE E ACIDO TANICO.
FONTE: O AUTOR (2014)

Algumas estruturas vistas frequentemente nos micélios durante este estudo
foram visualizadas em microscopio estereoscopico. A estrutura observada na Figura
9A foi visualizada com frequéncia. Trata-se de um micélio compacto, de superficie
lisa e coloragao diferenciada. Quando perfurada, a estrutura demonstrou-se carnosa,
liberando uma substancia liquida. Trata-se possivelmente de uma estrutura de

reserva de agua e nutrientes formada in vitro.
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FIGURA 9: A: PRESENCA DE UM MICELIO COMPACTADO, COM COLORACAO AMARELADA; B:
MICELIO DIFERENCIADO, FORMANDO AREA RUGOSA AO REDOR DO MICELIO AEREO; C:
FORMACOES CROSTOSAS NO MICELIO, COM EXSUDATOS. D: EXSUDATO FORMADO EM
MICELIO DE Armillaria sp.
FONTE: O AUTOR (2014).

Alguns isolados apresentaram partes do micélio diferenciadas, formando uma
area rugosa, ao redor do micélio aéreo. (FIGURA 9B). As formacgdes crostosas
observadas nos isolados A11, A16 e A 23 podem ser observadas na Figura 9C.
Segundo Morrison (1982), estas formagbes crostosas sao tipicas em isolados
diploides, ndo sendo formadas em culturas haploides. Nao foi possivel tracar a
frequéncia da formacgao destas estruturas entre os isolados, e o desenvolvimento foi
observado tanto em culturas jovens, quanto velhas.

Um exsudato de coloragdo marrom escura foi observado sobre a superficie do
micélio de alguns isolados (FIGURA 9D). Segundo estudo realizado por Mallett e
Colotelo (1984), estes exsudatos podem ser observados também na superficie de
rizomorfas, além do micélio. Segundo o estudo, trata-se de um composto de
aminoacidos livres, proteinas, [-glicosidase, peroxidase, polifenol, acidos e
elementos inorganicos, que podem estar diretamente relacionados com o processo
de invasao na planta e desenvolvimento da armilariose.

Uma pigmentacgéo escura foi observada no meio de cultura, até mesmo antes
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do inicio do desenvolvimento de todos os isolados. Para Nobles (1965), a
pigmentacao escura observada em crescimento em meio de cultura contendo acido
tanico, pode indicar a producdo de oxidase extracelular. Bastos (2005) estudou o
perfil de produgcdo de enzimas extracelulares em fungos fitopatogénicos e sugeriu
que a produgdao de certas enzimas extracelulares, entre elas a oxidase, esta
diretamente relacionada com a capacidade do fungo em produzir doenga, visto que,
estas enzimas ativamente degradam os componentes presentes no tecido infectado
do hospedeiro.

Os isolados mencionados anteriormente, que demonstraram um padréo
similar no crescimento das culturas, sao provenientes de localidades e de
hospedeiros diferentes, ndo sendo possivel, dessa forma, tragar alguma relagéo
entre a morfologia, origem e hospedeiro.

5.1.2 Analise da hifa de Armillaria sp. sob microscopia de luz

Na andlise de todos isolados a microscopia de luz, grampos de conexao,
projecdes diminutas similares a pelos sobre a superficie de hifas, septagdo e massas
resinosas sobre a parede de algumas hifas (FIGURA 10A e 10B), foram observados.
Da mesma forma, ndo demonstraram um padrdo entre os diferentes isolados,
aparecendo aleatoriamente sobre algumas hifas. Algumas placas mantidas em
geladeira por até um ano, também foram avaliadas, no intuito de descartar a
possibilidade da presenca e frequéncia destas estruturas estarem relacionadas com
um possivel envelhecimento dos isolados. Vale aqui mencionar, que culturas de
isolados de Armillaria sp. em meio BDA, sob refrigeracdo (4 °C), demonstraram-se
viaveis por pelo menos 1 ano e meio de armazenamento. Estas estruturas poderiam
estar relacionadas com algum mecanismo de resisténcia, no entanto, demonstraram-
se presentes tanto em culturas novas, como nas armazenadas.

Estas estruturas ja haviam sido descritas e discutidas por Nobles, (1965) para
varias espécies de basidiomicetos, entre elas Armillaria. Silva (2009) estudando trés
isolados de Armillaria sp. sob microscopias de luz e eletrénica de varredura pode
verificar estruturas tipicas de basidiomicetos, porém nao sendo possivel tracar um

padrdo em relagcdo a presenca destas estruturas, nem tdo pouco diferenciar os
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isolados ou identificar estruturas especificas de Armillaria sp. Nas micrografias
obtidas por Silva (2009) tanto em microscépio eletrbnico como em microscopio de

luz, ja haviam sido evidenciadas as mesmas estruturas descritas neste estudo.

FIGURA 10: A: MASSAS RESINOSAS SOBRE A PAREDE DE ALGUMAS HIFAS. B:PRESENCA DE
SEPTOS EM MICELIO DE Armillaria sp. (SETAS PRETAS); INICIO DA FORMAGAO DE GRAMPO
DE CONEXAO (SETA BRANCA) (400X).

FONTE: O AUTOR (2014)

Nobles (1965) descreveu que o género Armillaria assim como outros
basidiomicetos apresenta células cuticulares em areas pseudoparenquimatosas.
Estas estruturas foram claramente evidenciadas nas analises (FIGURA 11). Leite
(1985), ao estudar a morfologia de um basidiomiceto (Panus sp.) também visualizou
estas estruturas e descreveu-as similarmente as estruturas encontradas no presente
trabalho e as referiu como vesiculas. Porém algumas destas estruturas poderiam
indicar a presenca se clamidosporos, estruturas de resisténcia, que atuam como
conidios (esporos assexuados), comuns em alguns basidiomicetos (FIGURA 11).
Leite (1985), também relatou a presenga de clamiddsporos no género Panus.
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FIGURA 11: A, B, C, D: PRESENCA DE CELULAS CUTICULARES EM AREAS
PSEUDOPARENQUIMATOSAS. E, F: PRESENCA DE ESTRUTURAS SIMILARES A
CLAMIDOSPOROS EM HIFAS DE Armillaria sp. (SETAS).

FONTE: O AUTOR (2014)

A presenga de clamidésporos poderia significar uma adaptagdo do género,
em termos de dispersao e sobrevivéncia, visto que somente produz esporos a partir
dos basidiomas, que sao produzidos eventualmente.

Muitos fungos habitantes do solo possuem elevada capacidade de
competicdo saprofitica e podem sobreviver em residuos de plantas introduzidos no

solo, mantendo-se em elevadas densidades populacionais mesmo durante longos
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periodos de rotagcdo de culturas, como € o caso de Armillaria. Alguns fungos que
vivem nesse ambiente produzem estruturas como agregados miceliais, esclerécios,
oosporos, clamidésporos ou outros tipos de esporos, que resistem as condigbes
ambientais adversas e permanecem viaveis quando as plantas hospedeiras nao
estao presentes. Essas estruturas podem estar associadas com residuos de plantas,
mas frequentemente encontram-se livres no solo. Esse conjunto de caracteristicas é
uma das razdes pela qual fungos fitopatogénicos habitantes do solo, uma vez
introduzidos em area de plantio, dificilmente sdo eliminados (WHEELER e RUSH,
2001). A alta capacidade de competicdo saprofitica, aliada a produgdo de estruturas
de resisténcia, como clamidosporos, pode esclarecer o grande poder adaptativo de

Armillaria em condi¢gdes ambientais variadas.

5.1.3 Caracterizagao das rizomorfas

As rizomorfas s&do estruturas alongadas, de coloragdo marrom, por vezes
avermelhada, com a superficie de aparéncia lisa ou pilosa. A presenca destas
estruturas pilosas foi relacionada com rizomorfas “aéreas”, ndo sendo encontradas
nas que se desenvolvem no interior do meio de cultura, inclusive no crescimento em
meio liquido (FIGURA 12).

FIGURA 12: ASPECTO DE RIZOMORFAS EM MEIO DE CULTURA SOLIDO (BDA), SOB
MICROSCOPIO ESTEREOSCOPIO, DEMONSTRANDO PILOSIDADES FORMADAS EM
RIZOMORFAS AEREAS (SETA PRETA) E PIGMENTAGCAO DIFERENCIADA ENTRE RIZOMORFAS
AEREAS E SUBMERSAS (SETA BRANCA).

FONTE: O AUTOR (2014)
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Parrek (2006) analisou a estrutura de rizomorfas de Armillaria luteobubalina e
comentou que a estrutura da rizomorfa varia de acordo com as condigbes de
crescimento. Na natureza, podem ser observadas rizomorfas subterréneas (no solo)
e as que crescem na superficie, sobre a casca de plantas doentes. A diferenciacao
destas estruturas na natureza foi relatada por Hartig (1974). Parrek (2006) sugeriu
que a diferenciagdo se deve a inumeros fatores, incluindo a presenca e
concentragédo de oxigénio no meio circundante e que, essas pilosidades tratam-se de
prolongamento de hifas, cujo papel é aumentar a area de captagdo de agua e
especialmente, oxigénio.

Alguns trabalhos indicam que as rizomorfas subterrdneas tém um papel
fundamental na absorgéo e translocagao de agua e nutrientes (GRANLUND et al.,
1985; EAMUS et al.,1985; CAIRNEY, 1992).

Em relacdo a pigmentacéo, a literatura relata que na natureza, rizomorfas
subterraneas sédo de pigmentagdo mais escura, apresentando maior quantidade de
melanina do que as rizomorfas aéreas. (TOWNSEND, 1954; BLOOMFIELD e
ALEXANDER, 1967; KUO e ALEXANDER, 1967; BUTLER et al., 2001). Contudo,
neste trabalho foi observado que as hifas aéreas mostraram-se mais pigmentadas
do que as hifas subterraneas (FIGURA 12). Por essa deposicdo de melanina na
superficie na rizomorfa estar relacionada com resisténcia e protecao frente a
condicbes ambientais adversas, as condi¢cdes cultivo in vitro, mais instaveis na
superficie do meio, explicam a diferenciagdo das rizomorfas aéreas, sendo outra
demonstracdo do poder adaptativo das hifas de Armillaria frente a condigbes
ambientais

Ao microscopio de luz, as rizomorfas se mostraram um emaranhando de
hifas, formando um pseudoparénquima. As hifas que formam as rizomorfas
mostraram-se similares as hifas que formam o micélio, com a presencga de septos, e
células infladas, lembrando as células cuticulares encontradas no micélio. Essas
estruturas foram observadas tanto em hifas aéreas quanto em hifas subterrédneas
(FIGURA 13).
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FIGURA 13: A: HIFAS INFLADAS EM RIZOMORFA SUBMERSA; B HIFAS INFLADAS EM
RIZOMORFA AEREA (SETAS).
FONTE: O AUTOR (2014).

Money (2004) e Parrek (2006) sugerem que a presenca de hifas infladas nas
rizomorfas aéreas, esta diretamente relacionada com a presencga e concentragao de
oxigénio no meio, sendo mais presentes e mais volumosas em rizomorfas aéreas,
podendo tratar-se de um reservatorio de oxigénio.

Esta propriedade de armazenamento das rizomorfas aéreas e subterréneas
explica a presenga de células infladas nos dois casos. Mihail e Bruhn (2005)
estudaram o desenvolvimento de rizomorfas de varias espécies de Armillaria in vitro
e sugeriram que algumas caracteristicas destas estruturas sdo inatas de cada
especie, como a quantidade de melanina e o mecanismo de invasao, aparentemente
mais brando nas espécies menos agressivas. Contudo, foi observada uma grande
variabilidade no didmetro, no comprimento, na quantidade de estruturas formadas e
na intensidade da coloragdo, variando conforme alteragdes na temperatura ou
modificagdes na constituicdo do meio de cultura.

A presenca e o aspecto das rizomorfas, formadas a partir do micélio, também
apresentaram variagdes entre os isolados, dentro de um mesmo isolado e em
relacdo ao tipo de meio de cultura (BDA, meio com acido tanico e extrato de malte e
meio BD), ndo sendo formadas em poucas ocasides, e em outras formadas com
aspecto levemente mais grosseiro. O aspecto das rizomorfas formadas em meio
liquido (BD), mostrou-se muito similar ao crescimento quando no interior do meio
sélido (BDA). Este fato sugere que o aspecto liso da superficie da rizomorfa esta

diretamente relacionado com a privagao de oxigénio no ambiente.
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Yafetto et al. (2009) estudando os mecanismos do crescimento das
rizomorfas, concluiram que os padrdes de crescimento eram modificados conforme
alteragbes 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 mecénico das hifas é semelhante se

crescerem isoladas ou agregadas ou para formar as rizomorfas macroscopicas.

5.1.4 Caracterizag¢ao da placa micelial

A placa micelial € um estrutura esbranquicada produzida por Armillaria sp na
entrecasca do tronco e em raizes doentes. A fim de se estudar melhor esta
estrutura, toretes de pinus foram inoculados com Armillaria e cultivados por 90
dias. Os isolados A2, A7, A13 e A 23 foram utilizados neste ensaio. Todos o0s
isolados colonizaram os toretes. Apds a colonizagéo, a casca foi removida para a

observagéo da placa micelial (FIGURA 14).

FIGURA 14: FORMACAO DE PLACA MICELIAL EM TRONCO DE PINUS COLONIZADO POR
Armillaria.
FONTE: O AUTOR (2014).

Um fragmento de placa micelial foi removido diretamente de um tronco
colonizado e analisado microscopicamente. Ao microscopio de luz, a placa micelial
se mostrou um emaranhado de hifas, aparentemente formando um
pseudoparénquima. Todos os isolados apresentaram a mesma estrutura (FIGURA
15).
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FIGURA 15: ASPECTO GERAL DE UM FRAGMENTO DE PLACA MICELIAL OBSERVADO EM
MICROSCOPIO DE LUZ (100X).
FONTE: O AUTOR (2014)

As hifas que formam a placa micelial apresentaram um aspecto grosseiro,
com estruturas verrucosas sobre a superficie (FIGURA 16). Estas estruturas foram
observadas em um estudo realizado por Silva (2007), na superficie de hifas

removidas do miceélio, bem como relatadas por Nobles (1965).

FIGURA 16: HIFAS VERRUGOSAS PRESENTES NA SUPERFICIE DA PLACA MICELIAL (400 X).
FONTE: O AUTOR (2014)

Por se tratar de uma estrutura que se desenvolve na entrecasca de plantas
doentes, a presenga destas estruturas verrucosas pode estar relacionada com algum
mecanismo de resisténcia ou invasio. Estas estruturas também foram observadas

nos micélios.
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5.2 Caracterizacgao fisioldgica dos isolados

5.2.1 Determinagao da temperatura 6tima de crescimento

Os resultados da temperatura 6tima de crescimento de isolados de Armillaria
sp. mostraram que o isolado A1 (Pirai do Sul) teve a maior produgao de biomassa,
comparado com os demais isolados estudados. A faixa de temperatura em que foi
observada a maior producdo de biomassa entre os isolados foi entre 16 °C e 24 °C.
(GRAFICO 1) confirmando os resultados apresentados por Gomes et al. (2007). No
referido estudo, trés isolados foram estudados, e a temperatura sugerida pelo autor
como otima de crescimento foi de 22 °C.

Analisando os resultados obtidos para os seis isolados estudados neste
trabalho, a temperatura média 6tima de crescimento ficou entre 16 °C e 20 °C,
estando o ponto maximo meédio em aproximadamente 17° C, abaixo do resultado
demonstrado por Gomes et al. (2007). Contudo, o isolado A4 demonstrou melhor
crescimento entre 20 °C e 24 °C.

A literatura relata diferentes temperaturas para o crescimento do género
Armillaria. Rishbeth (1978) estudou os efeitos da temperatura do solo no
crescimento de Armillaria sp. e concluiu que a temperatura 6tima para o crescimento
esta em torno de 20 ° C, sendo a minima 10 °C e a maxima 26 °C. Cheng et al.
(2006) sugeriram que a faixa de temperatura 6tima para crescimento de A. mellea
esta entre 20 e 30 °C.

KeCa et al. (2005), testaram cinco espécies de Armillaria (A. cepitipes, A.
gallica, A. mellea, A. ostoyae e A. tabescens) frente a quatro temperaturas (13, 22,
27 e 32 °C). Os resultados sugeriram que a temperatura 6tima para o crescimento
do género esta entre 22 e 27 °C. Contudo, os resultados obtidos pela equipe
demonstraram grande variagdo de temperatura para o crescimento entre as
diferentes espécies. A. gallica e A. tabescens cresceram melhor em temperatura de
32 °C do que em 13 ° C, enquanto que A. cepitipes cresceu melhor em temperatura
de 13 °C do que em 27 e 32 °C.
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GRAFICO 1: CURVAS DE PROQUQAO DE BIOMASSA MEDIA (g) EM MEIO LIQUIDO EXTRATO
DE BATATA-DEXTROSE, SOB VARIAS TEMPERATURAS, COM SEIS ISOLADOS DE Armillaria sp.

FONTE: O AUTOR (2014)
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Além da temperatura 6tima de 17 °C para crescimento dos isolados de
Armillaria sp. estar abaixo da faixa relatada na literatura para outras espécies, este
estudo registrou crescimento em temperaturas de 4 e 8 ° C, indicando que os
isolados de Armillaria sp. da regido Sul do Brasil crescem em temperaturas mais
baixas. Outro fato € o crescimento dos isolados em todas as sete temperaturas
testadas, sendo mais um indicio do poder de adaptacao dos isolados de Armillaria

sp. em diferentes condicbes ambientais.

5.3 Determinacgao da patogenicidade de isolados de Armillaria sp.

Durante as primeiras avaliagbes (seis e 12 meses apos a inoculagdo) nao
foram detectadas plantas com sintomas. Na avaliagcéo realizada com 18 meses apos
a inoculagdo, uma planta, inoculada com o isolado A2 e com ferimento na raiz,
apresentou amarelecimento da copa, sintoma inicial tipico da doenca. Antes da
realizagcdo da quarta e ultima avaliagdo (24 meses apds a inoculagdo), a planta
estava morta (FIGURA 17A). Esta baixa incidéncia de plantas doentes em ensaios
pode estar relacionada com as condigdes ambientais propiciadas pelo plantio em
vasos.

Rishbeth (1978) relatou que o fungo Armillaria é sensivel as alteragbes do
solo, como umidade, pH, temperatura e concentragdo de oxigénio e didéxido de
carbono. As rizomorfas normalmente se desenvolvem nas camadas mais superficiais
do solo, dependentes de concentragdo adequada de oxigénio. Contudo, o presente
estudo indicou a importéncia das propriedades do micélio (ou da placa micelial) em
sustentar o desenvolvimento das rizomorfas. Como o micélio e a placa micelial
necessitam de temperaturas mais amenas para 0 seu desenvolvimento, a
temperatura mais elevada do solo em vasos pode ter dificultado o desenvolvimento
do fungo.

Outro fator pode estar relacionado com a duragcédo do experimento. Sicoli et al.
(2002), estudaram a patogenicidade de quatro espécies de Armllaria (A. ostoyae, A.
mellea, A. gallica e A. tabescens) em plantas de carvalho na Itadlia, sendo que a
maioria das plantas que adoeceram demonstraram sintomas apés quatro anos
desde a inoculagao. O referido trabalho também relata a dificuldade em se induzir a

doenga in vitro, sugerindo que as plantas utilizadas no estudo provavelmente
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apresentavam ou desenvolveram alguma resisténcia contra o fungo. Guillaumin e
Pierson (1977) sugeriram que a inoculagéao in vitro, especialmente quando a raiz é
ferida, estimula os mecanismos de defesa e resisténcia das plantas e, Armillaria,
sendo um fungo de desenvolvimento lento, as condigbes proporcionadas pelo
ambiente restrito de vasos, dificulta o desenvolvimento e permanecia do fungo no

solo, possibilitando assim, a defesa e recuperacao das plantas.

Placa micelial Rizomorfa

FIGURA 17: A: PLANTA DE Pinus taeda INOCULADA E MORTA PELA ARMILARIOSE. B: RAIZ DE
PLANTA INOCULADA E MORTA COM SINTOMAS DA PODRIDAO POR ARMILARIOSE. C:
PRESENCA DE RIZOMORFA E PLACA MICELIAL NA BASE DA PLANTA MORTA POR Armillaria
sp.

FONTE: O AUTOR (2014)

Sobre a patogenicidade de Armillaria em carvalho, Luisi et al. (1993), sugere
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que, para a indugéo da doenga in vitro, condigdes de estresse, como falta de agua e
nutrientes devem ser testadas, a fim de se esclarecer os fatores relacionados a
suscetibilidade das plantas a doenca.

A raiz da planta doente obtida neste estudo foi analisada e demonstrou
deformidades, com aparente podridao tipica provocada pela armilariose (FIGURA
17B).

Para confirmacgéo de que a morte da planta foi provocada pelo fungo, a casca
foi removida e a presenga de placa micelial e rizomorfas foi observada (FIGURA
17C). A presenga destas estruturas confirmou a infecgdo por Armillaria. Um
fragmento da placa micelial foi transferido para o meio de cultura seletivo para
Armillaria, e o desenvolvimento da colbnia comprovou que a doenca foi provocada
pelo isolado inoculado previamente, como previsto nos postulados propostos por
Koch.

5.4 Producao de basidiomas in vitro

Durante o ensaio com um segmento de tronco de Pinus taeda e meio BDA em
um frasco de vidro um basidioma foi obtido com o isolado A-1. O basidioma se
desenvolveu um ano e meio apos a inoculacdo, mas apresentando-se com
dimensdes maiores do que as normalmente mencionadas na literatura (FIGURA 18).

Sobre a producao de basidiomas de Armillaria in vitro, varios autores relatam
que as técnicas usualmente utilizadas para a produgao de basidiomas podem nao
ser satisfatérias para Armillaria, envolvendo muitos fatores e limitagdes, sendo o
desenvolvimento dos basidiomas bastante variavel, dependendo da espécie.
(ANDERSON e ULLRICH, 1979; GARRAWAY et al., 1991). Alguns experimentos
mostraram-se bem sucedidos na producéo de basidiomas de Armillaria in vitro pelo
mundo, contudo os autores relataram dificuldades e baixo numero de frutificacbes
obtidas dentre inumeros ensaios.

Reaves e McWillians (1991) obtiveram basidiomas de A. ostoyae, a partir de
fatias de laranja inoculadas. Dentre 33 experimentos instalados, em 16 os
basidiomas frutificaram. Porém, a maioria apresentou irregularidades, especialmente

no tamanho. Somente trés basidiomas se mostraram regulares e com esporos
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viaveis. Os autores atribuiram o baixo indice de frutificacdo ao excesso de umidade

do substrato.

4

FIGURA 18: FORMAGAO DE BASIDIOMA DE Armillaria EM FRASCO COM MEIO BDA E TRONCO
DE PINUS.
FONTE: O AUTOR (2014).

Raabe (1972) obteve um basidioma de A. mellea a partir de experimentos
com galhos de figueira. Shaw et al. (1991), obtiveram um basidioma de A. novae-
zelandiae em meio de cultura.

Grillo, 2000, que obteve inumeras frutificacbes de A. tabescens em substrato
a base de farelo de arroz, relatou que a frutificagao in vitro de Armillaria é especifica
para cada espécie, e ndo sendo possivel para algumas espécies.

O presente trabalho demonstrou que € possivel a frutificacdo in vitro de

isolados brasileiros de Armillaria, tratando-se do primeiro relato no Brasil.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que:

a) As hifas de Armillaria sp. sdo caracterizadas pela presenga de grampos de
conexao, septos, pilosidades e massas resinosas sobre a superficie de hifas.

b) Areas com células cuticulares em d&reas peseudoparenquimatosas e
estruturas similares a clamidosporos podem ser observadas no micélio.

c) O aspecto das rizomorfas e das hifas que as formam, varia de acordo com o
ambiente de crescimento (aéreo ou submerso).

d) A placa micelial é formada por um agrupamento de hifas verrucosas, de
aspecto crostoso.

e) A temperatura média 6tima para o crescimento dos isolados de Armillaria sp.
é de 17 °C.

f) O ensaio de patogenicidade mostrou a dificuldade de se reproduzir a doenga
in vivo.

g) Um basidioma foi produzido, demonstrando a possibilidade de frutificagédo in

vitro de isolados de Armillaria.
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