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                                                       RESUMO 

LUZINI, A. P. Relações Filogenéticas Entre Isolados Fúngicos de Cyrtopodium 

saintlegerianum Rchb. f., de Epidendrum nocturnum Jacq. (Orchidaceae) e de 

Rhizoctonia spp. Fitopatogênicas ao Arroz e ao Feijão. 2013. 61 f. Dissertação (Mestrado 

em Genética e Melhoramento de Plantas) – Escola de Agronomia, Universidade Federal de 

Goiás, Goiânia, 2013. 1 

Cyrtopodium saintlegerianum (epífita) e Epidendrum nocturnum (rupícola) são orquídeas 

que ocorrem em áreas antropizadas de Cerrado e Cerrado Rupestre, respectivamente. 

Rhizoctonia sp. é um dos gêneros mais frequentes entre os fungos micorrízicos de orquídeas, 

embora seja patógeno de várias culturas. Estudos filogenéticos de fungos utilizando a região 

ITS (Internal Transcribed Spacer) do rDNA são importantes devido sua extensão (500-

800pb) e sua variabilidade entre espécies, para avaliar a especificidade entre fungo e planta, 

a história evolutiva das espécies e as interações entre patógeno e hospedeiro. O presente 

trabalho objetivou caracterizar molecularmente e estabelecer relações filogenéticas entre os 

fungos micorrízicos/endofíticos isolados de C. saintlegerianum e de E. nocturnum 

pertencentes aos gêneros Rhizoctonia sp., Xylaria sp. e isolados de Rhizoctonia spp. 

patogênicos ao arroz e ao feijão, e de alguns isolados obtidos do Genbank. O DNA genômico 

de um isolado micorrízico, dois de Xylaria sp. (endofíticos), e quatro fitopatogênicos ao 

arroz e ao feijão foi extraído e em seguida realizou-se o sequenciamento da região ITS1 e 

ITS2 do nrDNA. As relações filogenéticas, inferidas por meio de análises Bayesianas entre 

os isolados rizoctonioides do presente trabalho e dos encontrados no GenBank mostraram 

três clados, e os isolados Xylarioides apresentaram um único grande clado. Os resultados 

moleculares de Rhizoctonia sp. micorrízica e Xylarioides corroboram os resultados 

morfológicos. Os isolados micorrízicos compõem um clado polifilético com os do GenBank. 

O isolado micorrízico de Rhizoctonia sp. obtido de E. Nocturnum formou uma linhagem 

diferente das Rhizoctonias spp. oriundas de outras espécies de orquídeas do GenBank. Os 

isolados Xylarioides obtidos no presente trabalho mostraram linhagens diferentes dos 

encontrados no GenBank. 

 

Palavras-chave: Orquídea, rizoctonioide, endofítico, micorriza, filogenia molecular. 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

1 Orientadora: Prof. Dra. Leila Garcês de Araújo, EA-UFG. 

Co-orientadora: Prof. Dra. Rosane Garcia Collevatti, EA-UFG. 
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ABSTRACT 

LUZINI, A. P. Phylogenetic relationships among fungi of orchids Cyrtopodium 

saintlegerianum Rchb. f., and Epidendrum nocturnum Jacq. (Orchidaceae) and plant 

patogenic Rhizoctonia spp. 2013. 61f. Dissertation (Masters` in Genetics and Plant 

Breeding) – Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goiás, Goiânia, 2013. 

The orchids Cyrtopodium saintlegerianum (epiphyte) and Epidendrum nocturnum 

(rupicola) occur in areas anthropized of cerrado and cerrado  rupestre, respectively. Even 

though, Rhizoctonia sp. is pathogenic to various crops, it is one of the more frequent 

genera among the microrrhizal fungi. Studies on fungal phylogenetics utilizing the ITS 

(Internal Transcribed Spacer) region of  rDNA are important for evaluating specificity 

between plant and fungus, the evolutionary history of species and host - pathogen 

interactions. The objective of the present study include molecular characterization and 

establishment of phylogenetic relationships among endophytic/micorrhizal fungi isolates of 

C. saintlegerianum and of E. nocturnum pertaining to genera Rhizoctonia sp., Xylaria sp. 

and isolates of  Rhizoctonia spp. pathogenic to rice and common beans and of isolates 

obtained from Genbank.  The genomic DNA of one micorrhizal isolate, two of  Xylaria sp. 

(endophytic), and four of  rice and bean pathogens were extracted, and soon after 

sequencing of ITS 1 and ITS2 of  nrDNA was done. The phylogenetic relations, inferred 

by Bayesian analysis among the rhizoctonia-like isolates of the present study and found in 

GenBank showed three clusters, and Xylarioides showed one cluster. The molecular results 

of micorrhizal Rhizoctonia sp. and Xylariodes are in close agreement with the results on 

morphology. The micorrhizal isolates formed one poliphyletic clad with the isolates of the 

GenBank. The micorrhizal isolate of Rhizoctonia sp. obtained from E. nocturnum formed 

one lineage different from Rhizoctonia spp. originating from other orchid species of 

GenBank. The Xylarioides isolates obtained in the present study showed lineage different 

of the found in GenBank. 

Key-words: Orchids, Rhizoctonia-like fungi, endophytic, mycorrhiza, molecular 

phylogenetics. 

 

 

 

 

_______  

 
1 Orientadora: Prof. Dra. Leila Garcês de Araújo, EA-UFG.  

Co-orientadora: Prof. Dra. Rosane Garcia Collevatti, EA-UFG. 
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1 INTRODUÇÃO 

As associações micorrízicas são um tipo de mutualismo, em que a planta e o 

fungo se beneficiam. Fungos micorrízicos infectam mais de 90% das plantas vasculares no 

mundo, incluindo diversas plantas cultivadas e silvestres, portanto é uma associação 

econômica e ecologicamente importante e significativa para a agricultura (Trigiano et al., 

2010). 

Os fungos micorrízicos comumente afetam a diversidade das comunidades de 

plantas e também sua distribuição. As orquídeas tendem a formar uma relação micorrízica 

com uma estreita amplitude filogenética de fungos em comparação com outros tipos de 

associações micorrízicas, caracterizando uma maior especificidade entre fungo e planta 

(Phillips et al., 2011). 

Os principais fungos micorrízicos isolados de orquídeas no Brasil pertencem a 

quatro gêneros principais que são Ceratorhiza, Epulorhiza, Opadorhiza e Rhizoctonia, e 

são denominados de rizoctonioides (Pereira et al., 2009; Pessoa et al., 2012; Valadares et 

al., 2012). O gênero Rhizoctonia é um dos mais frequentes entre os fungos micorrízicos, 

embora seja um grupo polifilético, composto por espécies patogênicas, endofíticas e 

saprófitas (Trigiano et al., 2010). Este gênero inclui o fitopatógeno Rhizoctonia solani 

(Kühn) e teleomorfo Thanatheporus cucumeris (Frank) Donk, que é o mais conhecido por 

ser um patógeno cosmopolita e de grande importância econômica, agrícola e florestal 

(Nakatani, 2006). 

Endófitos possuem uma grande relevância ecológica e possui uma grande 

importância em estudos de controle biológico, degradação de compostos lignocelulolíticos 

e produção de metabólitos secundários para controle biológico de patógenos de plantas e 

de humanos (Castillo, 2012). 

Os fungos rizoctonioides raramente produzem esporos sexuais em meio de 

cultura, dificultando sua identificação taxonômica e, por isso, são caracterizados 

morfologicamente pelas ramificações de suas hifas em ângulos de noventa graus, 

constrição e septos próximos ao ponto de ramificação e por grupos de anastomose (AG). 

Entretanto, vários trabalhos demonstraram que somente estes caracteres morfológicos 

citados são insuficientes para a identificação ao nível de espécie. Por isso, com os avanços 
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da biologia molecular, os fungos rizoctonioides são caracterizados geneticamente por meio 

de análise e sequenciamento da região ITS do gene nuclear ribossomal (nrDNA) (Otero et 

al., 2007; Valadares et al., 2012).  

O estudo filogenético tem possibilitado a reconstrução filogenética de 

organismos com representantes de diferentes áreas geográficas, bem como a investigação 

da história evolutiva das espécies que estão em constantes interações simbióticas, ou em 

interações entre patógeno e hospedeiro, e de co-evolução (Schneider, 2003). Com o 

crescente desenvolvimento de técnicas moleculares como o sequenciamento, o uso de 

certos fragmentos de DNA tornou-se uma importante fonte de caracteres para a análise 

filogenética, e os espaçadores ITS são ideais e os mais utilizados para esses estudos (Miz, 

2006; Calonje et al., 2009). 

Estudos filogenéticos de fungos micorrízicos de orquídeas tropicais enfatizam 

a especificidade das suas relações, suas implicações e conservação em ambientes naturais 

(Suárez et al., 2006; Mosquera-Espinosa, 2010). Por esse motivo a utilização de estudos 

filogenéticos é bastante determinante em estudos de caracterização e especificidade 

micorrízicas, pois apresenta uma maior precisão quanto aos seus resultados se comparados 

com caracteres morfológicos que em muitas vezes são ambíguos e inespecíficos. 

Alguns trabalhos foram realizados envolvendo caracterização e filogenia de 

fungos micorrízicos de orquídeas, utilizando o sequenciamento da região ITS, esses 

trabalhos foram realizados com orquídeas de vários ambientes não incluindo o Cerrado, 

notando-se a necessidade de estudos nesse bioma (Pereira, 2001; Valadares et al., 2012). 

Também foram feitos trabalhos que realizaram a filogenia de fungos endofíticos e 

fitopatogênicos obtidos de várias espécies de plantas (Peláez et al., 2008; Mosquera 

Espinosa, 2010).   

O presente estudo tem como objetivo caracterizar molecularmente e 

estabelecer relações filogenéticas entre os fungos micorrízicos/endofíticos isolados de C. 

saintlegerianum rchb.f., de E. nocturnum jacq. pertencentes aos gêneros de Rhizoctonia 

sp., de Xylaria sp., de Rhizoctonia spp. patogênicos ao arroz e ao feijão e de alguns 

isolados obtidos do Genbank. Nossa hipótese de trabalho é que os isolados de fungos 

micorrízicos compõem linhagens diferentes daquelas fitopatogênicas do mesmo gênero.  
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2         REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1      FAMÍLIA ORCHIDACEAE 

A família Orchidaceae é uma das mais numerosas entre as famílias das plantas, 

são caracterizadas por apresentarem várias espécies de orquídeas com distribuição 

geográficas limitadas (Dearnaley, 2007; Campos, 2008). É a maior família de 

monocotiledôneas do mundo e uma das maiores dentre as Angiospermas, estima-se que 

tenha entre 17.000 e 35.000 espécies em 1000 gêneros (Dressler & Dodson, 1960; 

Dressler, 1993). As orquídeas pertencem à Ordem Asparagales, Classe Liliopsida, Divisão 

Magnoliophyta, ao Reino Plantae e ao Domínio Eukarya. Ocorrendo maior número de 

gêneros e espécies em regiões tropicais, predominantemente como epífitas e rupículas 

(Williams, 1974; Dressler, 1993; Pereira & Ribeiro, 2004). 

No Brasil são encontrados aproximadamente 236 gêneros e 2.457 espécies dos 

quais 60 gêneros e 1.626 espécies são endêmicos (Barros et al. 2014). Dentre as mais de 

dez mil espécies vegetais do Cerrado, a Orchidaceae está entre as cinco famílias mais 

representativas, com aproximadamente 689 espécies (Mello, 2000; Barros et al. 2014; 

Batista et al., 2005). Os gêneros mais significativos são Cattleya Lindl., Catassetum Rich. 

Kunth., Cleistes Rich. Lindl., Epidendrum Lindl. e Cyrtopodium Rchb. (Menezes, 2000). 

 

2.1.1 Espécies Cyrtopodium saintlegerianum Rchb. f. e Epidendrum 

nocturnum Jacq. 

 

A espécie C. saintlegerianum Rchb. f. (Figura 1 A) pertence ao gênero 

Cyrtopodium, subtribo Cyrtopodiinae, tribo Cymbidieae, subfamília Epidendroideae, 

família Orchidaceae. Pode ser encontrada como epífita ou terrestre, e enquanto epífita 

crescendo sobre o tronco de palmeiras ou nas bainhas das palmas.  Apresenta 
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pseudobulbos claviformes com aproximadamente 60 cm, recobertos por bainhas 

firmemente aderidas. Possui raízes bastante lignificadas com velame e raízes adventícias 

que formam uma rede em torno do caule da planta suporte e inflorescência apical, com 

flores amarelas e pontos em marrom (Figura 1B) e às vezes apresenta hastes secundárias 

(Suttleworth & Zim, 1995; Sousa, 2012).    

O gênero Cyrtopodium foi proposto por Robert Brown, em 1813, o nome do 

gênero vem do grego Cyrtos, arqueado, e podium, pés, devido ao formato dos 

pseudobulbos e o epíteto específico “saintlegerianum” em homenagem ao pesquisador 

Francês Saint Léger (Campacci, 2000; Menezes, 2000). A espécie C. saintlegerianum não 

é endêmica do Brasil, mas pode ser encontrada nos estados do Pará, Tocantins, Piauí, 

Bahia, Minas Gerais, Mato Grosso, Grosso do Sul, Distrito Federal e Goiás (Menezes, 

2000; Batista et al., 2005; Barros et al., 2011). Na Floresta Amazônica ocorre como 

terrestre e epífita (Barros et al., 2003) e no Cerrado é observada crescendo sobre o caule de 

palmeiras (Figura 1 A) (Menezes, 2000). 

A espécie E. nocturnum Jacq (Figura 1 C) pertence ao gênero Epidendrum, 

subtribo Laeliinae, tribo Epidendreae, subfamília Epidendroideae, família Orchidaceae. 

Pode ser encontrada como epífita, terrestre e rupícola. Possui caule ereto podendo variar 

entre 20 a 80 cm de altura, folhas coriáceas e finas de cor verde claro, espaçadas e 

alternadas. A flor apresenta coloração amarelo esverdeado, aparecendo no ápice dos 

caules, com pétalas e sépalas muito parecidas e finas (Figura 1 D) (Suttleworth & Zim, 

1995; Sousa, 2012). As raízes possuem velame, são fasciculadas e filiformes, situando-se 

na base do caule (Bonates, 2007). 
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Figura 1. Características morfológicas das espécies de orquídeas C. saintlegerianum e E. 

nocturnum. A: Planta de C. saintlegerianum sobre caule de palmeira do gênero 

Acrocomia sp.; B: Flor de C. saintlegerianum; C: Planta de E. nocturnum sobre 

rocha em Cerrado Rupestre; e D: Flor de  E. nocturnum. 

 

A espécie E. nocturnum é conhecida como night scented orchid por apresentar 

um agradável aroma noturno. Por este motivo, possui grande apelo ornamental e 

comercial, como também conservacionista (Zettler et al., 2007). A espécie E. nocturnum 

não é endêmica do Brasil (Barros et al., 2014), mas podendo ocorrer em todas as regiões 

do país com ênfase para os estados do Amazonas, Pará, Mato Grosso do Sul, Paraná, São 

Paulo, Minas Gerais e Goiás (Batista & Bianchetti, 2003; Royal, 2006; Barbero, 2007; 

Bonates, 2007; Stancik et al., 2009; Medeiros & Jardim, 2011). 
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2.2      FUNGOS MICORRÍZICOS E ENDOFÍTICOS DE ORQUÍDEAS 

As micorrizas surgiram a cerca de 430 milhões de anos, no Siluriano, durante a 

era Paleozóica, no período em que as plantas saíram do ambiente aquático e passaram a 

colonizar a terra. Estes registros fósseis mostram que as primeiras associações ocorreram 

entre os fungos Glomeromycota, que formam micorrizas do tipo arbuscular, e os 

representantes das plantas Marchantiophyta (clorófitas), que supostamente originaram as 

plantas vasculares (Esposito & Azevedo, 2010). 

Os primeiros relatos sobre micorrizas datam de 1840, mas somente em 1885 o 

botânico Alemão Albert Bernard Frank propôs o termo micorrizas, caracterizando-as como 

associações simbióticas mutualistas e não patogênicas entre raízes de plantas e fungos 

específicos. A formação de micorrizas é a simbiose mais comum que ocorre entre fungos e 

plantas, sendo encontradas na maioria dos grupos vegetais. Vários mecanismos físicos, 

químicos e microbianos estão envolvidos concomitantemente na interação micorrízica 

(Siqueira, 1996; Boldrini et al.; Esposito & Azevedo, 2010). 

As associações micorrízicas são um tipo de mutualismo, em que a planta e o 

fungo se beneficiam em termos de adaptabilidade. A espécie fúngica aumenta a eficiência 

da absorção de nutrientes pelo hospedeiro e, por outro lado, recebe carbono produzido 

durante a fotossíntese. Fungos micorrízicos infectam mais de 90% das plantas vasculares 

no mundo, incluindo diversas plantas cultivadas e nativas, portanto é uma associação 

econômica e ecologicamente importante e significativa para a agricultura (Trigiano et al., 

2010). 

Desde 1889 há registros, de que as orquídeas realizam simbiose com fungos 

micorrízicos e estes podem variar quanto à taxonomia, fisiologia e ecologia. As orquídeas 

apresentam sementes muito pequenas, com pouca reserva nutricional, estas sementes 

precisam ser colonizadas pelo fungo simbionte para que ocorra a germinação (Rasmussen, 

1995; Pereira et al., 2003; Peterson et al., 2004).  

Os fungos micorrízicos mais frequentes em orquídeas pertencem ao grupo dos 

rizoctonioides Rhizoctonia-like  (Currah & Zelmer, 1992; Rasmussen, 2002; Pereira et al., 

2005a; Dearnaley, 2007). Estes fungos pertencem a quatro gêneros principais que são, 

Ceratorhiza, Epulorhiza, Opadorhiza e Rhizoctonia. Os fungos rizoctonioides obtidos de 

orquídeas brasileiras promoveram a germinação da semente e o desenvolvimento do 
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embrião das mesmas em plântula (Pereira et al., 2003; Nogueira et al., 2005; Pereira et al., 

2005a; Pereira et al., 2005b; Pereira et al., 2009; Pereira et al., 2011; Pessoa et al., 2012; 

Souza, 2012; Valadares et al., 2012).  

A digestão dos pelotons formados após a colonização do embrião pelo fungo 

micorrízico fornece nutrientes para a germinação e desenvolvimento da plântula 

(Rasmussen, 1995). Após a germinação, o embrião da semente da orquídea desenvolve-se 

formando o protocormo, estrutura heterotrófica, que origina a plântula, da qual se 

desenvolve a planta adulta (Peterson et al., 2004). 

Endófitos são microrganismos que se desenvolvem dentro do tecido vegetal 

sem causar danos ou sintomas de doença (Bayman & Otero, 2006). Pesquisas sobre fungos 

endofíticos e micorrízicos estão intimamente ligadas, e a discussão separada dessa 

associação se torna praticamente impossível (Castillo, 2012). Em alguns casos essas 

associações são consideradas simbióticas, mas em outros casos ao longo da história de vida 

do organismo pode se tornar comensalista, mutualista, parasita ou ambos (Bayman & 

Otero, 2006). 

Os fungos endofíticos também podem beneficiar as plantas de forma indireta 

por meio da indução de metabólitos de defesa contra patógenos, produção de hormônios 

pela planta aumentando sua taxa de crescimento, aumento da mobilidade de nutrientes para 

a planta hospedeira e uma maior tolerância a stress (Castillo, 2012). 

Um dos endófitos associados às orquídeas é o fungo Xylaria sp. pertencente à 

ordem Xylariales e à família Xylariaceae (Ascomicota). Essa família possui em torno de 40 

gêneros, sendo descritas 431 espécies (Cafêu, 2007). Apresenta como forma perfeita 

Hypoxylon sp. e imperfeita Nodulisporium sp. (Castillo, 2012). Xylaria ocorre em regiões 

temperadas e tropicais, entretanto é mais frequente em plantas tropicais do que de clima 

temperado. O gênero Xylaria, é encontrado como saprófita, parasita e endófito. Espécies 

endofíticas de Xylaria foram relatadas em orquídeas, palmas e bromélias, entre outras 

(Cafêu, 2007; Sousa, 2012). Existem poucos trabalhos sobre esse fungo no Brasil, um 

exemplo é o trabalho de (Carvalho et al., 2012a), que discutiram sobre a diversidade e a 

atividade biológica de fungos endofíticos associados à Stryphnodendron adstringens 

(Barbatimão). O maior número de publicações e relatos sobre o fungo Xylaria hypoxylon 

(L.) Grev.(1824) estão localizadas na America do Norte, Europa e Oceania (Figura 2). 
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Figura 2. Mapa de distribuição mundial do fungo X. hypoxylon, locais de ocorrência do fungo 

(pontos amarelos).  Fonte: http://data.gbif.org. 

 

Xylaria sp. proporciona também a produção de metabólitos secundários com 

potencialidade antifúngica controladora de patógenos de plantas e de humanos. Assim a 

inoculação de organismos desse grupo pode não apenas favorecer a planta fornecendo uma 

maior disponibilidade de nutrientes, mas também a produção de enzimas e metabólitos 

secundários que podem atuar no biocontrole de patógenos, melhorando o desempenho das 

plantas em baixas condições de cultivo (Castillo, 2012).  

Os fungos Xylaria sp. possuem um sistema enzimático eficiente que possibilita 

a degradação de materiais lignocelulolíticos da madeira, da agricultura e de florestas e 

possuem potencial para produção de biocombustíveis. Estes resíduos constituem fontes 

renováveis dos quais vários produtos biológicos e químicos podem ser produzidos 

(Sánchez, 2009). Mas, poucos são fungos que produzem um conjunto de enzimas capaz de 

degradar a celulose e a hemicelulose em unidades de glicose e xilose. As enzimas 

envolvidas na conversão da celulose em glicose são conhecidas como celulases e 

compreendem uma classe de enzimas que atuam sinergisticamante: endoglucanases, 

celobiohidrolases e as β-glicosidases que degradam as cadeias de oligossacarídeos à 

glicose. A hidrólise da xilana (uma hemicelulose de origem vegetal), ocorre devido à ação 

sinérgica de endoxilanases, ß-xilosidases e exo-xilanases (Gomes, 2007). Além disso 

algumas destas enzimas também estão envolvidas no controle biológico de fitopatógenos. 
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X. hypoxylon é um desses fungos que produz enzimas lignocelulolíticas como 

lacase, xilanase, endoglucanase, glucosidase e esterase (Sánchez, 2009). Baldrian (2006) 

testou 20 isolados de fungos Xylariaceae para presença de genes que codificam a síntese da 

enzima oxidativa lacase, três dos isolados apresentaram genes para síntese dessa enzima, e 

foram descritos por isso como Xylaria sp.. De acordo com Gomes (2007) a produção da 

enzima lacase pelo fungo X. hypoxylon possui um grande potencial para estudos futuros 

pois é uma enzima que apresenta atividade lignolítica despolimerizando os polímeros de 

lignina, o que representa um grande potencial industrial. Xilanases são enzimas 

extracelulares, produzidas principalmente por fungos e bactérias, sendo os fungos seus 

maiores produtores, podem ser empregadas em indústrias como suplemento animal, para 

manufatura de pão, alimentos e bebidas, indústria de polpa de celulose e papel, têxtil e 

produção de xilitol (Gomes, 2007).  

 

2.3 CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA DE FUNGOS 

RIZOCTONIOIDES MICORRÍZICOS E FITOPATOGÊNICOS 

Os fungos rizoctonioides apresentam as seguintes características morfológicas: 

(i) constrição da hifa na região do septo; (ii) ramificação da hifa logo após o septo e em 

ângulo reto; (iii) presença de cadeias de células intumescidas, as células monilioides, que 

são propágulos assexuais de resistência; (iv) formação de escleródios; (v) septo dolipórico 

complexo; (vi) ausência de esporos assexuais e (vii) ciclo sexual raro e de difícil 

observação (García et al., 2006). A identificação desses fungos micorrízicos pode ser 

realizada utilizando-se chaves taxonômicas baseadas em características culturais, 

morfológicas e fisiológicas (Currah & Zelmer, 1992; Currah et al., 1997). Entretanto, o 

processo de identificação baseada nessas características é trabalhoso, estimulando-se a 

utilização de técnicas moleculares (Taylor et al., 2002). 

Grande parte dos fungos micorrízicos orquidoides pertencem ao gênero-forma 

Rhizoctonia, um grupo polifilético de patógenos, endofíticos, saprófitas e fungos 

micorrízicos que foi descrito em 1815 por De Candolle (Warcup, 1981; Otero et al., 2002; 

2004; Bonnardeaux et al.; Otero et al., 2007; Valadares, 2009; Valadares et al., 2012). Este 
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gênero inclui o fitopatógeno anamorfo Rhizoctonia solani (Kühn) e teleomorfo 

Thanatheporus cucumeris (Frank) Donk, que é o mais conhecido por ser um patógeno 

cosmopolita e de grande importância econômica, agrícola e florestal. Este fungo causa 

doenças em várias culturas vegetais importantes no mundo, infectando sementes, raízes, 

hastes, frutos, folhas e colmo (Pereira, 2001; Nakatani, 2006; Valadares, 2009). R. oryzae 

causa podridão da raiz e nanismo em trigo, cevada, arroz e outros cereais, diminuindo 

drasticamente o rendimento desses cultivares, também considerado o agente causal de 

doenças na bainha do arroz (Paulitz et al., 2003).Também pode ser encontrado como 

micorriza de espécies de orquídeas como E. nocturnum (Sousa, 2012). 

Os isolados de Rhizoctonia sp. podem ser caracterizados morfologicamente por 

meio de grupos de anastomose de hifas ou AG’s com isolados de grupos padrões. Este 

método consiste no pareamento de isolados desconhecidos com isolados conhecidos ou 

padrões, observando-se a ocorrência da reação de anastomose nas hifas localizadas na 

região de confluência (Carling et al., 2002). Os isolados micorrízicos de Ceratorhiza sp. 

(teleomorfo – Ceratobasidium spp.) binucleados foram agrupados em 21 AG’s e os 

isolados fitopatogênicos de R. solani  (teleomorfo T. cucumeris) em 12 AG’s (Carling et 

al., 1999; Mosquera-Espinosa et al., 2012).  

Além dos grupos de anastomose características microscópicas, como o formato 

das hifas, número de núcleos por célula e também testes enzimáticos são utilizados para a 

distinção dos gêneros rizoctonioides, micorrízicos dos fitopatogênicos. Dessa forma Sousa 

(2012) avaliou oito isolados fúngicos micorrízicos, cinco obtidos de E. nocturnum e três de 

C. saintlegerianum, três fitopatogênicos ao arroz e feijão e dois endofíticos (Xylaria sp.) de 

C. saintlegerianum quanto ao número de núcleos por célula (coradas com SYBR Green I), 

teste enzimático e capacidade de germinação simbiótica in vitro. Os isolados micorrízicos 

identificados como Epulorhiza foram binucleados, já os isolados de Rhizoctonia tanto 

micorrízicos quanto fitopatogênicos foram multinucleados, e a condição nuclear não foi 

observada nos isolados endofíticos.  

No teste enzimático para produção de polifenol oxidase, os isolados obtidos de 

C. saintlegerianum não produziram o halo de cor âmbar, ou seja, não houve produção de 

polifenol oxidase. Por outro lado, dois isolados de E. nocturnum produziram polifenol 
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oxidase enquanto, os isolados fitopatogênicos não cresceram em meio contendo Ácido 

tânico. Os isolados de Xylaria sp. produziram halo de cor âmbar, ou seja, houve produção 

de polifenol oxidase, como também foi observado por Baldrian (2006) onde cepas de 

Xylaria polymorpha e Xylaria hypoxylon também produziram grandes quantidades de 

polifenol oxidases em meio de cultivo específico. 

Em outro trabalho (Carvalho et al., 2012b) mostraram que este mesmo isolado 

micorrízico apresentou maior halo de inibição in vitro para Magnaporthe oryzae que causa 

a brusone do arroz, evidenciando assim um possível papel no controle biológico desse 

patógeno como antagonista. Portanto a identificação de metabólitos secundários desse 

isolado pode levar à produção de moléculas bioativas com potencial de aplicação no 

controle da brusone, reduzindo assim os custos de produção com agrotóxicos, 

proporcionando também uma agricultura mais sustentável. 

Sousa (2012) também realizou dois experimentos de germinação simbiótica de 

sementes de C. saintlegerianum, ambos em fotoperíodo de 16/8 h (Luz/Escuro) a 26°C ± 

2°C com os mesmo isolados fúngicos. Testou-se três meios de cultivo, mas somente o 

meio ágar aveia padrão proporcionou a germinação. Verificou-se que o isolado 

Rhizoctonia sp. oriundo de E. nocturnum foi o melhor para germinar as sementes com 

81,64 e 90,73% de germinação nos experimentos 1 e 2, respectivamente. Observou-se que 

um isolado inespecífico, dois isolados fitopatogênicos e um específico foram eficientes em 

germinar as sementes de C. saintlegerianum. Sendo assim, para a germinação simbiótica in 

vitro de C. saintlegerianum não ocorreu especificidade entre a orquídea e um único fungo 

rizoctonioide.  

 

2.4. CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DE FUNGOS 

RIZOCTONIOIDES MICORRÍZICOS E FITOPATOGÊNICOS 

A diversidade dos isolados micorrízicos de orquídeas é estudada pela análise 

da variabilidade existente entre os pertencentes a diferentes gêneros, a um mesmo gênero 

ou a uma mesma espécie (Horton & Bruns, 2001; Rasmussen, 2002; García et al., 2006). 

Para isso, utiliza-se a comparação entre características morfológicas e moleculares, e as 
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últimas foram avaliadas por meio de diferentes técnicas baseadas na composição do DNA 

total desses fungos (Rasmussen, 2002; Taylor et al., 2002; Pereira et al., 2009). 

A análise da sequência da região ITS do gene nuclear ribossomal é uma técnica 

molecular utilizada para identificação de fungos micorrízicos de orquídeas (Taylor et al., 

2002; Dearnaley, 2007) e para estudar a variabilidade inter e intraespecífica de fungos 

rizoctonioides (Sharon et al., 2008). Outra técnica molecular utilizada no estudo da 

diversidade destes fungos é a ITS-RFLP (polimorfismo no comprimento de fragmentos de 

restrição) (Lanfranco et al., 1998; Shefferson et al., 2007). 

  

2.4.1.   Região ITS  

As sequências de DNA que codificam RNAs ribossomais foram amplamente 

usadas para estudar variações, relações taxonômicas e filogenéticas em fungos (Lanfranco 

et al., 1998). Dentre os sistemas de marcadores de DNA não codificantes o mais utilizado é 

o nuclear ITS. Esta região possui herança biparental e está presente em quase todos os 

organismos, exceto em vertebrados. Apresenta rápida evolução comparada com regiões 

como rbcL (grande subunidade da carboxilase ribulose-bifosfato) que possui uma evolução 

relativamente mais lenta, e é muito utilizado para solucionar questões entre espécies 

correlacionadas (Calonje et al., 2009).  

As regiões não codificantes do genoma são mais utilizadas em estudos 

filogenéticos, por acumularem mutações, e por apresentarem diferentes taxas de mutações 

(Dutra, 2008). Uma região hipervariável, curta e intercalada entre as sequências que são 

conservadas dos genes servem de base para que primers de PCR possam ser 

confeccionados para parear com as regiões conservadas e amplificar o DNA interno mais 

variável. Regiões ITS são compostas por fragmentos curtos de DNA hipervariável 

localizados próximo às regiões ribossomais 5.8S denominadas pequenas subunidades 

ribossomais (SSU), 18S e 26S grandes subunidades ribossomais (LSU) (Trigiano et al., 

2010).  

O rDNA nuclear em fungos é organizado como uma unidade de rDNA, que é 

repetida em tandem e apresentam um alto número de cópias no genoma do fungo. (Edel; 

Lanfranco et al., 1998; Arruda, 2005). Uma unidade é composta por três subunidades 

gênicas, a pequena subunidade 18S, a 5.8S e a grande subunidade 26S. Nessas unidades os 
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genes são separados por espaços internos transcritos (ITS1 e ITS2) e espaçadores 

intergênicos (IGS) que estão representados na Figura 3 (Edel; Lanfranco et al., 1998; 

Salles & Souza, 1998).  

 

 

Figura 3. Unidades de repetição e subunidades gênicas da região ITS1 e ITS2 (espaço interno 

transcrito) do gene nuclear ribossomal. ETS: Espaço externo transcrito, NTS: 

Espaço não transcrito, IGS: Espaçadores intergênicos. Fonte: (Dutra, 2008). 

 

A subunidade 18S evolui de uma forma relativamente lenta e é bastante útil 

para comparar organismos distantemente relacionados. Já algumas regiões 26S são 

bastante variáveis dentro de espécies (Edel, 1998). As regiões ITS são geralmente 

constantes, ou apresentam pequena variação dentro de espécies, mas são bastante distintas 

entre espécies de um gênero (Lanfranco et al., 1998).  

A região ITS é bastante útil em estudos de caracterização molecular de fungos 

micorrízicos e para outros fungos também por quatro motivos principais, como (i) a região 

ITS é relativamente curta (500-800pb), portanto pode ser facilmente amplificada por PCR, 

utilizando pares de primers universais únicos que são complementares a regiões 

conservadas dentro dos genes da subunidade do rRNA; (ii) a natureza multicópia da 

repetição de rDNA torna fácil a amplificação de regiões pequenas, diluídas ou amostras de 

DNA altamente degradadas (Lanfranco et al., 1998; Arruda, 2005); (iii) a região ITS pode 

ser altamente variável entre espécies morfologicamente distintas (Lee & Taylor, 1992; 

Arruda, 2005) e dados de restrição para ITS-RFLP gerados podem ser utilizados para 

estimar distancias genéticas, fornecendo caracteres para análises sistemáticas e 

filogenéticas (Bruns et al., 1991); (iv) sondas ITS-PCR geradas espécie – específicas 

podem ser produzidas rapidamente sem a necessidade de se produzir uma biblioteca 

genômica. Muitos pesquisadores selecionaram sequências da região ITS para desenvolver 
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sondas espécie – específicas, porque as sequências ocorrem em múltiplas cópias 

(Lanfranco et al., 1998).  

 

 

2.4.2  Filogenia molecular e diversidade genética de fungos micorrízicos  

Filogenia pode ser conceituada como a junção da historia ancestral com as 

relações evolutivas, com base em caracteres morfológicos e evolutivos ao longo do tempo 

(Amorim, 2002; Valadares, 2009). As análises filogenéticas têm como objetivos a 

reconstrução de genealogias mais apropriadas para os organismos, e a inferência do tempo 

de diversificação entre os organismos e seus ancestrais. Também pode ser utilizada para 

inferir a historia comum dos genes por meio de suas relações (Lemey et al., 2009). 

A identificação precisa de fungos micorrízicos de orquídeas empregando-se 

técnicas moleculares é muito importante para que se possa analisar qual é a amplitude 

filogenética de fungos compatíveis com orquídeas (Bonnardeaux et al., 2007). O 

conhecimento da identidade e da especificidade dos fungos que colonizam orquídeas é 

importante para determinar como as orquídeas são sensíveis às mudanças de habitat, e 

como consequência dessa mudança ocorrem também variações nos fungos que as 

colonizam. Por meio desse conhecimento é possível conservar as espécies de orquídeas 

ameaçadas de extinção (Bougoure et al., 2009). 

A definição precisa de homologia de uma espécie por meio de estudos 

filogenéticos é arbitrária, mas se as sequências de rDNA apresentam similaridade variando 

em torno de 98-100% são consideradas pertencentes a indivíduos de mesma espécie. 

Similaridade abaixo desse valor principalmente em estudos das regiões ITS1 e ITS2 que 

apresentam uma rápida evolução, são mais prováveis de pertencerem a um mesmo gênero 

ou família do que a uma mesma espécie (Huynh et al., 2009).  

Pereira (2001) utilizou o método de médias aritméticas não ponderadas 

(UPGMA) para inferir distâncias genéticas entre sete isolados de orquídeas brasileiras, 

utilizando (PCR-RFLP) da região ITS1 e ITS2 do rDNA juntamente com dados 

morfológicos. A partir da análise das distâncias genéticas foi possível distinguir os 

isolodos de Epulorhiza e Ceratorhiza, e inferir que os isolados de Ceratorhiza 
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provavelmente pertencem a espécies diferentes, pois são geneticamente distantes. 

Utilizando a mesma metodologia de agrupamento Valadares (2012), obtiveram três clados 

tanto por dados morfológicos quanto pelas análises moleculares por meio do 

sequenciamento da região ITS utilizando primers ITS1 e ITS4. Foi demonstrado que os 

clados do Brasil diferiram dos da Colômbia obtidos por Otero et al. (2004 e 2007), e um 

dos clados não encontrou similaridade no GenBank superior a 90%, sendo possivelmente 

um novo grupo dentro de Ceratobasidium. Verifica-se, portanto que estudos filogenéticos 

e de diversidade genética de fungos micorrízicos em orquídeas tem um papel importante na 

seleção de fungos específicos para a utilização em programas de micorrização controlada, 

reintrodução, manejo e conservação de orquídeas.  

 

2.4.3  Especificidade micorrízica por meio da filogenia molecular  

Estudos moleculares filogenéticos facilitam a análise da especificidade entre 

orquídea e micorriza, nesse contexto podemos definir especificidade micorrízica como a 

amplitude filogenética das associações entre taxas distintos (Otero et al., 2007). Algumas 

espécies de orquídeas apresentam níveis variados de especificidade micorrízicas e 

amplitude filogenética de fungos micorrízicos revelando assim algumas características 

evolutivas destas (Otero et al., 2004; Shefferson et al., 2007; Yuan et al., 2010).  

Para se discutir a especificidade entre orquídea e fungos micorrízicos é 

necessário que se compreenda as relações filogenéticas de ambos os grupos (Otero et al., 

2004). Na relação específica uma orquídea interage com taxa de fungos contidos dentro de 

um único e restrito clado filogenético. Entretanto, antes acreditava-se que existia uma 

ampla gama te táxons fúngicos em interações micorrízicas com orquídeas, mas estudos 

recentes de filogenia molecular mostram que o número de táxons não é assim tão grande 

(Bougoure et al., 2005). Estudos mostraram que as relações entre orquídea e fungo 

micorrízico são consideradas as mais específicas, quando comparados a outros sistemas 

micorrízicos existentes em outras plantas que são generalistas, e portanto, exibem amplas 

associações micorrízicas (Otero et al., 2007; Shefferson et al., 2007).  

Uma explicação para isso é o fato de que embora, as orquídeas possam 

apresentar filogeneticamente vários fungos micorrízicos, estes desempenham melhor suas 
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funções com associações específicas (Otero et al., 2007). Portanto verifica-se que em cada 

etapa da vida da orquídea esta é colonizada por subconjuntos específicos de fungos 

micorrízicos (Bidartondo & Read, 2008; Chen et al., 2012).  

Acredita-se também que as plantas de orquídeas possuam a característica de 

escolha de seu parceiro fúngico, assim são mais específicos e isso se deve a ação da 

seleção natural (Bruns et al., 2002). Por isso, que durante a história evolutiva das orquídeas 

certas linhagens fúngicas foram abandonadas e outras foram favorecidas. Isso implica na 

existência de linhagens que são mais vantajosas para orquídeas do que outras, e assim elas 

tenham selecionado dentro da comunidade fúngica o melhor fungo que supra suas 

necessidades nutricionais (Rasmussen & Rasmussen, 2009). 

Outra hipótese que influencia na especificidade micorrízica e na diversidade 

filogenética são os diferentes padrões de distribuição geográficos de fungo micorrízicos. 

Os fungos simbiontes apresentam uma estreita distribuição geográfica, dificultando sua 

associação com as orquídeas favorecendo a especificidade por não apresentar simbiontes 

alternativos. Uma possível justificativa para essa assimetria está no fato dos fungos 

micorrízicos de orquídeas não serem dependentes da orquídea para sua dispersão e 

reprodução, podendo sobreviver não apenas como simbionte, mas também como saprófitas 

ou parasitas. Portanto é pouco provável que os fungos evoluíram apenas em resposta às 

orquídeas, já que eles são muito menos limitados na sua escolha do hospedeiro, do que a 

orquídea que apresenta uma restrição filogenética na escolha de seu simbionte (Jacquemyn 

et al., 2011; Martos et al., 2012). 

Os trabalhos demonstraram que alguns gêneros de orquídeas epífitas e 

terrestres são extremamente específicos, ou seja, apresentam estreita gama filogenética de 

fungos micorrízicos (Yuan et al., 2010). Martos et al. (2012) ainda sugerem que 

associações epífitas são mais conservadoras e podem coevoluir mais do que as terrestres. 

Essa especialização filogenética mais estreita foi provavelmente ocasionada pelas 

condições de vida bem mais estressantes em nichos de epífitas do que terrestres. Uma 

hipótese para isso está no fato de que os nichos de epífitas forçaram uma maior cooperação 

entre orquídeas e fungos, pois crescem em condições abióticas extremas de ambiente seco, 

alta luminosidade e baixa disponibilidade de nutrientes. Portanto, os fungos de orquídeas 

terrestres formam um clado diferente do de epífitas, essa associação entre filogenia e 

habitat já é esperada, pois muitos grupos de orquídeas mudam seus parceiros micorrízicos 
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de acordo com a mudança de habitat (Mosquera-Espinosa et al., 2012). Por exemplo, os 

fungos de raízes de Vanilla poitaei Rchb. f. obtidos de plantas que se encontravam no solo 

e na casca da árvore diferiram filogeneticamente de forma significativa entre si (Figura 4), 

em que isolados de Ceratobasidium spp. foram mais comuns em raízes obtidas do solo e 

Tulasnella spp. em raízes obtidas da casca de árvore (Porras-Alfaro & Bayman, 2007; 

Mosquera-Espinosa et al., 2012). Evidenciando, portanto que de acordo com o habitat a 

diversidade filogenética de fungos que interagem com as orquídeas podem ser diferentes. 

 

 

Figura 4. Filogenia de Ceratobasidium com base na análise de Máxima Verossimilhança 

(ML) obtida a partir da análise da região ITS dos isolados de orquídeas epífitas e 

terrestres. As sequencias de Tulasnella correspondem ao outgroup (Mosquera 

Espinosa, 2010).  
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Em outro trabalho, Yuan et al. (2010) observaram que os fungos diferem 

quanto à capacidade de se desenvolverem em diferentes condições ecológicas, resultando 

em mudanças na amplitude filogenética das suas associações micorrízicas para se 

adaptarem às alterações ambientais. A mudança de simbiontes pela orquídea em novos 

ambientes tem implicações na conservação ex situ destas que se encontram ameaçadas de 

extinção. A capacidade da planta em alternar sua associação entre fungos é uma forte 

adaptação a ambientes severos, demonstrando que as associações entre orquídea e fungo 

são sensíveis a estímulos ambientais favorecendo a sobrevivência dos simbiontes. A 

especificidade da orquídea pode limitar a distribuição das espécies e também a capacidade 

de sobrevivência das plantas transplantadas, no entanto a plasticidade e sua amplitude 

filogenética adaptável às condições de seu habitat faz com que a conservação ex situ, e a 

propagação por meio de micorrização sejam possíveis.  

 

2.4.4  Filogenia de Fungos Micorrízicos/Endofíticos e Fitopatogênicos  

Análises filogenéticas baseadas em regiões ITS1 e ITS2 separaram os táxons 

de fungos associados a orquídeas dos não associados a estas plantas. Irwin et al. (2007) 

sugerem que espécies de Ceratobasidium fitopatogênicas são muito diferentes das espécies 

micorrízicas, pois formaram clados distintos (Figura 5). O que demonstra que o tipo de 

interação entre fungo e planta pode variar de acordo com as condições ambientais e do 

hospedeiro, fazendo com que as linhagens fúngicas ancestrais se divergissem formando 

novas linhagens.  
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Figura 5. Filogenia de Ceratobasisium-like com base no método neighborjoining (NJ) obtida 

a partir da análise da região ITS. A: Isolados não derivados de orquídeas 

(fitopatogênicos); B e C: Isolados derivados de orquídeas (micorrízicos) (Irwin et 

al., 2007). 

 

Peláez et al. (2008) inferiu as relações evolutivas de alguns gêneros endofíticos 

(Xylariaceae) por meio de estudos filogenéticos, com o objetivo de se obter uma visão 

precisa sobre as relações evolutivas dos gêneros dentro da família Xylariaceae utilizando 

quatro métodos diferentes de análises de sequência (Parcimônia, Neighbor-joining, 
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máxima verossimilhança e análise Bayesiana). As reconstruções filogenéticas mostraram 

um razoável grau de correlação entre os dados de sequência e as propostas de esquemas de 

classificação morfológica só para alguns gêneros dentro da família.  Este estudo sugere a 

necessidade de uma nova revisão dos conceitos genéricos dentro do Xylariaceae. 

Mosquera-Espinosa et al. (2012) demonstraram por meio de análise 

filogenética das regiões ITS1 e ITS2 utilizando primers ITS1 e ITS4 que Thanatheporus 

sp. (fitopatógeno) formou um clado (Figura 4) dentro de Ceratobasidium corroborando a 

hipótese de que esse gênero é parafilético como relatado por Porras-Alfaro & Bayman 

(2007). Este clado é composto principalmente por fungos fitopatogênicos incluindo um 

importante patógeno do arroz da Colômbia, mas inclui também isolados micorrízicos da 

Colômbia e Porto Rico. Além disso alguns dos isolados micorrízicos de Ceratobasidium 

promoveram a germinação das sementes de orquídeas. 

 Souza et al. (2007) determinaram os grupos de anastomose (AGs) de isolados 

de R. solani associados ao arroz no estado do Tocantins, testando a hipótese de que os 

isolados pertencem ao grupo AG-1 IA, que é o causador da queima da bainha em arroz, e 

também da mela da soja. A análise filogenética feita a partir da região ITS do rDNA, 

mostrou a formação de um único grupo filogenético formado pelos isolados do arroz, da 

soja e do controle AG-1 IA (Figura 6). Sendo assim foi confirmada a hipótese de que os 

isolados de R. solani patogênicos ao arroz do Tocantins pertencem ao AG-1 IA, bem como 

indicou que esses isolados também podem ser os causadores da mela na soja (Sousa, 

2012). 
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Figura 6. Análise filogenética da região ITS do rDNA por MV (Máxima Verossimilhança), os 

isolados de arroz e de soja formaram um único grupo filogenético com o grupo 

AG1-IA, com 98% de suporte estatístico por meio de análise de bootstrap. 

Adaptado de (Souza et al., 2007). 

 

Gaino et al (2010) estudaram a filogenia de isolados de T. cucumeris fase 

anamórfica de R. solani e Ceratobasidium spp. que é o agente causal da mancha areolada 

em seringueira, obtidos de seringueira e de outras espécies nativas ou cultivadas que não 

incluem orquídeas. A determinação de AG foi efetuada com base em análise filogenética 

da região ITS-5.8S do rDNA com primers ITS4 e ITS5. A filogenia de R. solani e 

Ceratobasidium spp. pela região ITS foi considerada uma ferramenta confiável na 

distinção de AGs. Com este estudo obteve-se um novo grupo de R. solani (AG-2-2 Hb) 

(Figura 7), que distinguiu-se de outros grupos de anastomose (AG-1 IB e ID, AG-4 HGI) 

de Ceratobasidium sp. (AG-R) (Figura 8) que também infectaram a seringueira. Com a 

distinção dessa grande diversidade de AGs obtida por meio da caracterização filogenética 

foi possível perceber a necessidade de obtenção de clones resistentes a mais de um AG 

(Gaino et al., 2010). 
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Figura 7. Árvore filogenética ilustrando as relações entre haplótipos da região ITS-5.8S dos 

AGs de R. solani (AG-1 a AG-12 e AG-BI) e o grupo de isolados de T. cucumeris 

(R. solani) obtidos de Hevea brasiliensis e diversas outras espécies cultivadas ou 

nativas. Fonte: (Gaino et al., 2010). 
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Figura 8. Árvore filogenética ilustrando as relações entre haplótipos da região ITS-5.8S dos 

AGs de Ceratobasidium sp. (AG-A a AG-U e CAG-1 a CAG-7) e o grupo de 

isolados obtido de Mimosa sp., espécie nativa da Amazônia brasileira. Esta árvore 

foi enraizada com a sequência da região ITS-5.8S de T. cucumeris (R. solani AG-2-

2 Hb da seringueira). Fonte: (Gaino et al., 2010). 
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3          MATERIAL E MÉTODOS  

3.1.      MATERIAL FÚNGICO  

Os fungos utilizados no presente trabalho foram obtidos por Sousa (2012), 

sendo cinco de C. saintlegerianum e cinco de E. nocturnum. Também foram utilizados dois 

isolados de Rhizoctonia spp. fitopatogênicos ao arroz e dois ao feijão (Tabela 1), 

pertencentes à coleção de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Arroz e Feijão. 

 

Tabela 1. Isolados fúngicos e sua classificação com base em caracteres morfológicos, código 

do isolado, gênero e planta de origem. 

Código do isolado Gênero Planta de origem  

En07  Rhizoctonia sp.  E. nocturnum 

Cs16 Xylaria sp. C. saintlegerianum 

Cs18 Xylaria sp. C. saintlegerianum 

Rh21180  R. solani  Phaseolus vulgaris  

RH24F1 R. solani P. vulgaris 

Ro88  R. oryzae  Oryza sativa  

Ro93  R. oryzae  O. sativa 

 

 

Os fungos foram mantidos em meio BDA (batata 200g, dextrose 20g e Agar 

20g) até sua posterior repicagem para meio líquido BD (batata 200g, dextrose 20g), bem 

como para manutenção da micoteca para estudos posteriores. 

No presente estudo levou-se em consideração a classificação taxonômica dos 

fungos alcançada realizada por meio dos dados morfológicos quantitativos e qualitativos 

das espécies de orquídeas C. saintlegerianum e E. nocturnum obtidos por Sousa (2012). 

Assim como a classificação das espécies fitopatogênicas feita na Embrapa Arroz e Feijão.  
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3.2     DADOS MORFOLÓGICOS  

Os caracteres morfológicos obtidos por Sousa (2012) dos isolados fúngicos de 

C. saintlegerianum e E. nocturnum utilizados para comparação com os dados moleculares 

foram o micélio aéreo, margem, aspecto do micélio, cor do isolado e a condição nuclear. 

Também foram usados os dados de produção de polifenol oxidase dos isolados pela mesma 

autora (Tabela 2). 

 

 



38 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

              

 

              

 

 

* Caráter não avaliado 

Tabela 2. Caracteres morfológicos como presença de micélio aéreo, formato da margem, aspecto e cor do micélio dos 

isolados rizoctonioides de C. saintlegerianum e E. nocturnum, e também dos isolados de Xylaria sp. obtidos de C. 

saintlegerianum e teste de Polifenol Oxidase obtidos por Sousa (2012) utilizados no presente trabalho. 

Código do 

isolado 

Gênero/ 

Espécie 

Micélio 

Aéreo 

Margem Aspecto do 

micélio 

Cor do isolado Condição 

nuclear 

Teste de Polifenol 

Oxidase  

En02 Epulorhiza sp. Abundante Aérea Grumoso Creme Binucleada Sim 

En03 Epulorhiza sp. Abundante Submersa Floculento Branco Binucleada Não 

En05 Epulorhiza sp. Escasso Aérea Grumoso Creme Binucleada Sim 

En07 Rhizoctonia sp. Escasso Submersa Mucoso Creme Multinucleada Sim 

En24 Rhizoctonia sp. Abundante Aérea Floculento Creme Multinucleada Sim 

Cs02 Epulorhiza sp. Escasso Submersa Floculento Branco Binucleada Não  

Cs10 Epulorhiza sp. Abundante Aérea  Mucoso Marrom Binucleada Não 

Cs16 Xylaria sp. Abundante  Aérea Floculento Branco e cinza * Sim 

Cs18 Xylaria sp. Escasso Aérea  Grumoso Branco e marrom * Sim 

Cs21 Epulorhiza sp. Escasso Submersa Floculento Branco Binucleada Não 

Rh21180 R. solani Escasso Aérea Grumoso Branco e marrom Multinucleada Não 

Rh24F1 R. solani Escasso Aérea Grumoso Marrom Multinucleada Não  

Ro88 R. oryzae Abundante Aérea Cotonoso Salmão  Multinucleada Não 

Ro93 R. oryzae Abundante Aérea Cotonoso Salmão Multinucleada Não 
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3.3     DADOS MOLECULARES  

Foram utilizados além das sequências ITS de isolados rizoctonioides e de 

Xylaria obtidos no presente estudo algumas obtidas do GenBank que são próximas aos 

grupos estudados e algumas distantes, para ampliação do número de espécies 

favorecendo assim a análise comparativa e filogenética dos isolados (Tabela 3 e 4).   

        Tabela 3. Espécies, número de acesso, fonte, origem e autor dos isolados rizoctonioides de 

C. saintlegerianum e E. nocturnum, bem como as obtidas do GenBank. 

Espécie 

Número de 

Acesso 

NCBI/GenBa

nk 

Fonte Origem Autor 

R. solani GU206548 O. sativa Colombia 
Mosquera, A. T. et al. (não 

publicado) 

Thanatephorus 

cucumeris/ anamorfo: 

R. solani 

FJ667267 O. sativa Japão 
Aye, S. S. & Matsumoto, M. 

(não publicado) 

T. cucumeris FJ667262 O. sativa Japão 
Aye, S. S. & Matsumoto, M. 

(não publicado) 

R. solani (Rh24F1)* - O. sativa 

Embrapa 

Arroz e Feijão 

(Go) Brasil 

Embrapa Arroz e Feijão (Go) 

Brasil 

R. solani (Rh21180)* - P. vulgaris 

Embrapa 

Arroz e Feijão 

(Go) Brasil 

Embrapa Arroz e Feijão (Go) 

Brasil 

R. solani AF308623 P. vulgaris USA Godoy-Lutz,G. et al. (2008) 

Thanatephorus sp. DQ278950 P. vulgaris Brasil 
Nakatani, A. K et al. (2006) 

(tese) 

R. solani AF153793 Glycine max Australia 
Pope,E.J. and Carter,D.A. 

(2001) 

R. solani JQ911746 Glycine max India 
Baiswar,P. and Ngachan,S.V. 

(2012) (Não publicado) 

R. solani JQ616871 
Nicotiana 

tabacum 
Argentina 

Mercado Cardenas,G.E. and 

Galvan,M.Z. (Não publicado) 

R. solani HQ241274 
Nicotiana 

tabacum 
USA 

LaMondia,J.A. and 

Vossbrinck,C.R. 

R. solani KF892039 Solanum Tunisia Mrabet,M. (Não publicado) 
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tuberosum 

R. solani AB905380 
Solanum 

tuberosum 
Egito 

Moussa,T.A. et al. (Não 

publicado) 

R. solani AY964637 Zea mays India Srinivas,P. et al. (2005) 

R. zeae KC620577 Zea mays Brasil Gurkanli,C.T. et al. (2013) 

R. solani JQ616858 Sorghum sp. Argentina 
Mercado Cardenas,G.E. and 

Galvan,M.Z. (Não publicado) 

R. zeae JQ350869 
Sorghum 

halepense 
Iran 

Telmadarrehei,T. et al., 

(2012) 

R. oryzae (Ro88)* - O. sativa 

Embrapa 

Arroz e Feijão 

(Go) Brasil 

Embrapa Arroz e Feijão (Go) 

Brasil 

R. oryzae (Ro93)* - O. sativa 

Embrapa 

Arroz e Feijão 

(Go) Brasil 

Embrapa Arroz e Feijão (Go) 

Brasil 

R. oryzae FJ766521 
O. sativa cv. 

Sinthwelatt 
Japão 

Aye, S. S. & Matsumoto, M. 

(não publicado) 

R. oryzae HE612882 O. sativa Índia 
Banerjee, S. et al. (não 

publicado) 

R. oryzae (teleomorfo 

Waitea circinata) 
DQ356417 

Hordeum 

vulgare 
USA Okubara,P.A., et al., (2008) 

R. oryzae-sativae 

(Teleomorfo: 

Ceratorhiza oryza-

sativae) 

FJ667257 O. sativa Japão Aye, S. S. et al. (2009) 

R. oryzae KC590601 Triticum sp. Turquia 
Unal, F. (2013) (Não 

publicado) 

R. oryzae JQ350872 
Bainha Zea 

mays 
Iran 

Telmadarrehei,T. et al., 

(2012) (Não publicado) 

R. oryzae EU809420 O. sativa 
AGRISUL 

(Argentina) 

Barrera,V., et al., (2008) (Não 

publicado) 

Rhizoctonia sp. 

(En07)* 
- 

E. nocturnum 

(Orchidaceae) 
Brasil Sousa (2012) 

Rhizoctonia sp. AJ318444 

Oncidium 

varimyce 

(Orchidaceae) 

Singapura Ma, M. (2001) (Tese) 

Rhizoctonia sp. AJ318430 

Aranda brite 

Ng. 

(Orchidaceae) 

Singapura Ma, M. (2001) (Tese) 

Rhizoctonia sp. AJ318431 Arachnis Singapura Ma, M. (2001) (Tese) 
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Maggie oei 

(Orquidaceae) 

Rhizoctonia sp. AJ318423 
Phaleanosis 

(Orchidaceae) 
Singapura Ma, M. (2001) (Tese) 

Rhizoctonia sp. HQ713501 

Sacoila 

australis 

(Orchidaceae) 

Argentina 
Fernandez Di Pardo, A. et al. 

(não publicado) 

Rhizoctonia sp. HQ853687 

Dendrobium 

nobile 

(Orchidaceae) 

China 
Chen,J. and Guo,S. X., 

(2011) (não publicado) 

Rhizoctonia alliance 

(teleomorfo: 

Ceratobasidium) 

EF160072 

Pterostylis 

recurva 

(Orchidaceae) 

Australia 
Bonnardeaux,Y., et al., 

(2006) 

Ceratorhiza oryza-

sativae 
HE964993 O. sativa India 

Banerjee,S.B. et al., (2012) 

(Não publicado) 

Ceratorhiza hydrophila JQ359765 O. sativa Iran 
Amirmijani,A., et al. (2012) 

(Não publicado) 

Ceratorhiza sp. KF171076 Solo Cuba 
Gonzalez-Garcia,M. (2013) 

(Não publicado) 

Ceratorhiza sp. KF171075 O. sativa Cuba 
Gonzalez-Garcia,M. (2013) 

(Não publicado) 

Ceratorhiza sp. KF171070 
Nicotiana 

tabacum 
Cuba 

Gonzalez-Garcia,M. (2013) 

(Não publicado) 

Ceratorhiza sp. KF171069 P. vulgaris Cuba 
Gonzalez-Garcia,M. (2013) 

(Não publicado) 

Ceratorhiza sp. KF171068 Begonia sp Cuba 
Gonzalez-Garcia,M. (2013) 

(Não publicado) 

Ceratorhiza oryza-

sativae 
KC428404 

Rizoma de 

Gengibre 
India 

Devi,I.S. (2012) (Não 

publicado) 

Ceratorhiza sp. HQ127084 Epidedrum Brasil 

Pereira, M.C. and Kasuya, 

M.C.M. (2010) (Não 

publicado) 

Ceratorhiza sp. HM751797 
Bletilla 

ochracea 
China 

Tao,G., et al., (2010) (Não 

publicado) 

Tulasnella sp. KF476601 

Arthrochilus 

oreophilus 

(Orchidaceae) 

Australia Linde,C.C., et al., (2013) 

Tulasnella sp. KF476577 

Drakaea 

glyptodon 

(Orchidaceae) 

Australia Linde,C.C., et al., (2013) 
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Tulasnella sp. KF476558 

Chiloglottis 

valida 

(Orchidaceae) 

Australia Linde,C.C., et al., (2013) 

Tulasnella asymmetrica DQ388048 

Thelymitra 

epipactoides F. 

Muell. 

(Orchidaceae) 

Alemanha Suarez,J.P., et al. (2006) 

Tulasnella asymmetrica DQ388046 

Thelymitra 

luteocilium 

Fitzg. 

Alemanha Suarez,J.P., et al. (2006) 

Tulasnella calospora  DQ388043 

Thelymitra 

aristata Ldl. 

(Orchidaceae) 

Alemanha Suarez,J.P., et al. (2006) 

Tulasnella calospora DQ388042 

Diuris maculata 

Sm. 

(Orchidaceae) 

Alemanha Suarez,J.P., et al. (2006) 

Tulasnella calospora 

(Anamorfo: Epulorhiza 

repens) 

KC796464 Dendrobium China 
Sheng,C.L., et al. (2013) 

(Não publicado) 

Tulasnella calospora 

(Anamorfo: Epulorhiza 

repens) 

KC796463 Dendrobium China 
Sheng,C.L., et al. (2013) 

(Não publicado) 

Tulasnella calospora 

(Anamorfo: Epulorhiza 

repens) 

KF537655 
Liparis japonica 

(Orchidaceae) 
China Chen, X. (2013) 

Epulorhiza sp. FJ940903 

Pecteilis 

susannae (L.) 

Rafin 

(Orchidaceae) 

Tailandia  Chutima,R., et al. (2009) 

Epulorhiza sp. KC291639 

Hoffmannseggel

la caulescens 

(Orchidaceae) 

Brasil 
Bocayuva,M.F., et al., (2012) 

(Não publicado) 

Epulorhiza sp. JX456569 

Epidendrum 

secundum 

(Orchidaceae) 

Brasil 
Pereira,M.C., et al., (2012) 

(Não publicado) 

Epulorhiza sp. JX456568 

Epidendrum 

secundum 

(Orchidaceae) 

Brasil 
Pereira,M.C., et al., (2012) 

(Não publicado) 

Epulorhiza sp. HQ127088 
Epidendrum 

denticulatum 
Brasil 

Pereira,M.C. & 

Kasuya,M.C.M. (2010) (Não 
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(Orchidaceae) publicado) 

Epulorhiza sp. HQ127089 

Epidendrum 

denticulatum 

(Orchidaceae) 

Brasil 

Pereira,M.C. & 

Kasuya,M.C.M. (2010) (Não 

publicado) 

Epulorhiza sp. AJ313449 

Oncidium 

varimyce 

(Orchidaceae) 

Singapura Ma, M. et al., (2001)  

Epulorhiza epiphytica KC154068 
Raiz de 

Orchidaceae 
Brasil 

Nogueira,R.E., et al., (2012) 

(Não publicado) 

Epulorhiza epiphytica JF907598 
Raiz de 

Orchidaceae 
Brasil 

Almeida,P.R.M., et al. (2011) 

(Não publicado) 

Sebacina vermifera AF202728 

Isolado 

micorrízico de 

orquidea obtido 

por Warcup J. 

H. 

USA 
Taylor,D.L., et al. 1999 (Não 

publicado) 

* Novas sequências obtidas no presente trabalho. 
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      Tabela 4. Espécies, número de acesso, fonte, origem e autor dos isolados de Xylaria sp. 

obtidos de C. saintlegerianum, bem como as obtidas do GenBank.  

 

* Novas sequências obtidas no presente trabalho 

Espécie 

Número de 

Acesso 

NCBI/GenBank 

Fonte Origem Autor 

Xylaria sp. 

(Cs16)* 
- 

C. 

saintlegerianum 
Brasil Sousa (2012) 

 Xylaria sp. 

(Cs18)* 
- 

C. 

saintlegerianum 
Brasil Sousa (2012) 

Xylaria hypoxylon 

(L.) Grev. 
AY327477 Desconhecido Desconhecido Platas, G. et al. (2004) 

Xylaria hypoxylon AY909010 
Tronco de 

Angiosperma 
Holanda Pelaez, F. et al. (2008) 

Xylaria hypoxylon AY909011 Fagus sylvatica Holanda Pelaez, F. et al. (2008) 

Xylaria hypoxylon AY909012 Picea abies Holanda Pelaez, F. et al. (2008) 

Xylaria longipes AY909015 Desconhecido Espanha Pelaez, F. et al. (2008) 

Xylaria hypoxylon JX427059 
Tapetes 

microbianos 

hipersalinos 

Porto Rico Cantrell,S.A. et al. (2013) 

Xylaria persicaria AY909022 Desconhecido Espanha Platas,G. et al. (2008) 

Xylaria hypoxylon JN159673 
Stryphnodendron 

adstringens 
Brasil Carvalho,C.R. et al. (2011) 

Xylaria multiplex 

(Kunze) Fr. 
AY909018 Madeira Porto Rico Pelaez, F. et al. (2008) 

Xylaria multiplex JQ814313 
Hevea 

brasiliensis 
Brasil Deon,M. et al. (2012) 

Cepa de Fungo 

Endofítico 
JX155875 Hevea sp. USA 

Gazis,R.O. e Chaverri,P. 

(2012) Não publicado 

Xylaria mellissii AB376773 Folha de palmeira Japão  Okane,I. et al. (2008) 

Xylaria 

ochraceostroma 
EU179869 

Chão do pomar 

de manga 
Taiwan Ju,Y.-M. et al. (2007) 

Xylaria intraflava EU179866 
Terra de 

plantação de 

Bambu 

Taiwan 
Ju,Y.-M. and Hsieh,H.-M. 

(2007) 

Xylaria sp. KF926669 
Bauhinia 

variegata 
China 

Tang,A.M.C. et al.(2013) 

Não publicado 

Xylaria discolor JQ087411 Ocotea foetens Taiwan Ju,Y.-M. et al.(2011) 

Xylaria berteri KC473562 Casca Taiwan 
Fu,C.-H. et al. (2013) não 

publicado 

Xylaria feejeensis JX256824 Madeira podre China 
Ma,H., et al. (2012) Não 

publicado 

Xylaria hypoxylon AY327476 Não determinado Espanha Platas,G. et al. (2004) 

Xylaria hypoxylon AY327478 Não determinado Espanha Platas,G. et al. (2004) 

Hypoxylon sp. EU714405 Annella sp. Tailândia 
Preedanon,S. et al (2008) 

Não publicado 

Hypoxylon sp. KJ774042 Solo da praia Malásia 
Teh,L.Y. and Latiffah,Z. 

(2014) Não publicado 

Nodulisporium sp. KC894854 Everniastrum sp. China 
Sun,X. et al. (2013) Não 

publicado 

Nodulisporium sp. JQ968613 
Thelypteris 

angustifolia 
Índia 

Riyaz-Ul-Hassan,S. et al. 

(2013) 

Trametes 

versicolor 
AY354226 Betula pendula Suécia Lygis,V. et al. (2004) 
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3.4.    ANÁLISES MOLECULARES  

Para os estudos filogenéticos, o DNA genômico foi extraído utilizando-se a 

metodologia adaptada de Zolan & Pukkila (1986). Foi realizada a amplificação por 

reação em cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento da região ITS1 e ITS2 

(Desfeux & Lejeune, 1996) do gene nuclear ribossomal (nrDNA) dos isolados em 

estudo. 

 

3.4.1  Extração e quantificação do DNA genômico  

O procedimento para obtenção da massa micelial consistiu em crescer os 

fungos em erlenmeyers de 125 mL, contendo 50 mL meio liquido BD por cinco dias, 

sob agitação (180 r.p.m.) e temperatura de 28°C. Após seu crescimento os micélios 

foram filtrados a vácuo, e posteriormente macerados em almofariz de porcelana na 

presença nitrogênio líquido até formar um pó fino. 

O macerado foi transferido para tubo Eppendorf de 2 mL e posteriormente 

ressuspendido em 800 µL de tampão de extração (1 M Tris-HCl pH 7,5; 1,4 M NaCl; 5 

mM EDTA), 16 µL de β-Mercaptoethanol e 10 µL de RNAse A (20 mg/ml). A mistura 

foi homogeneizada em vortex e incubado em banho-maria a 65°C por 10 minutos.  As 

amostras foram retiradas do banho-maria e colocadas em gelo para esfriar, com a 

posterior adição de 400 µL da mistura fenol e tampão (somente a fase inferior) e 400 µL 

de CIA (Clorofórmio: álcool isoamil 49:1), foram centrifugadas por 10 minutos a 

12.000 r.p.m. e 4°C. O sobrenadante foi transferido para Eppendorf novo contendo CIA, 

as amostras foram novamente homogeneizadas em vortex e colocadas em centrífuga por 

10 minutos a 12.000 r.p.m. Transferiu-se o novo sobrenadante para Eppendorf contendo 

800 µL de Isopropanol (para precipitar os ácidos nucleicos), realizou-se uma 

homogeneização suave para não romper o DNA, as amostras foram encubadas em gelo 

por 5 minutos.  

Após as amostras serem retiradas do gelo foram centrifugadas por 10 

minutos a 20.000 r.p.m. a 4°C. O sobrenadante foi descartado restando apenas o pellet 

de DNA que foi lavado com 300 µL de etanol 70% e centrifugado por 1 minuto a 8.000 

r.p.m. a 4°C, seco a vácuo em Concentrador plus por 30 minutos. O DNA obtido foi 
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ressuspendido em 100 µL de TE (Tris-HCl 10 mM [pH8] EDTA 1 mM) + RNase A (20 

mg/mL) a 37°C por duas horas em banho-maria. A integridade e a quantificação das 

amostras de DNA foi testada em gel de agarose 1% com brometo de etídeo (EtB) 10 

mg/ml em tampão TBE 1X, utilizando-se marcador Low DNA Mass Ladder. O gel foi 

visualizado após a corrida em transiluminador UV L-Pix HE (Loccus Biotecnologia). 

As amostras de DNA obtidas foram mantidas em -20°C até a realização da reação de 

PCR.  

 

3.4.2  Sequenciamento das amostras  

Para a amplificação da região ITS1 e ITS2 do rDNA dos isolados foram 

utilizados os primers forward (F) 92 (5’- AAG GTT TCC GTA GGT GAA C – 3’) e 

reverse (R) 75 (5’ - TAT GCT TAA ACT CAG CGG G – 3’) (Figura 9) (Desfeux & 

Lejeune, 1996). A reação de PCR foi realizada utilizando-se a metodologia adaptada de 

Valadares (2009), preparando-se um mix contendo todos os reagentes com um volume 

final de 15 µL (Tabela 5). 

 

Tabela 5. Reagentes e concentrações utilizados nas reações de PCR dos isolados 

rizoctonioides de C. saintlegerianum e E. nocturnum, e também dos isolados de 

Xylaria sp. obtidos de C. saintlegerianum. 

Reagentes 
Concentração de 

Cada Reagente 
Volume (µL) Concentração Final 

Água Milli-Q - 5,77 - 

DNA 2,5 ng/µL 2,25 5,625 ng 

Primer Forward 1 µM 1,125 1,125 pMol 

Primer Reverse 1 µM 1,125 1,125 pMol 

BSA 2,5 mg/µL 1,5 3,75 mg 

Tampão  10x 1,5 - 

dNTPs 2,5 µM 1,5 3,75 pMol 

Taq Polimerase 5 U/µL 0,23 1,15 U 

Total  15  
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A amplificação foi realizada em termociclador Veriti 96-well Thermal 

Cycler - Applied Biosystems (ABI). A amplificação seguiu o seguinte parâmetro: 

desnaturação inicial de 94°C por 3 min, seguido por 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 

56°C e 1 minuto e meio a 72°C, e uma extensão final de 72°C por 10 min.  

 

 

 

Figura 9. Diagrama ilustrativo dos iniciadores utilizados para amplificar as regiões 

nucleares entre o gene ribossomal 5.8S e os espaçadores ITS1 e ITS2. Adaptado 

de Marouelli (2009). 

 

Após a amplificação os fragmentos foram testados quanto a qualidade, a 

partir de eletroforese em gel de agarose 3% acrescidos de brometo de etídio (EtB) a 10 

mg/mL, em tampão TBE 1X para visualização dos fragmentos amplificados em luz 

ultravioleta.  

O produto da reação de PCR foi purificado com as enzimas Exonuclease I 

de E. coli (10 U/µL) + SAP = Fosfatase Alcalina (Shrimp Alkaline Phosphatase) (1 

U/µL), utilizando-se a metodologia “EXO-SAP” sendo a proporção de 1 de 

Exonuclease I para 9 de Fosfatase Alcalina. O processo foi realizado em termociclador 

por 90 min a 37°C e a atividade enzimática foi neutralizada a 80°C por 20 min. 

A reação de sequenciamento foi realizada utilizando 1 µL de produto de 

PCR, 1 µL de Pré – Mix Dyenamic, 2 µL de tampão Save Money (Tris-HCl 1M pH: 9,0 

+ MgCl2 50 mM), 2,5 µL (1 µM) de primer forward 92 ou reverse 75, 3,5 µL de água 

Milli-Q, com um volume final de 10 µL. O processo foi realizado em termociclador em 

25 ciclos de 20 segundos a 95°C, 15 segundos a 50°C e 1 min a 60°C.  
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Para a purificação do produto da reação de sequenciamento adicionou-se 40 

µL de Isopropanol (65%) por amostra na placa de sequenciamento e posteriormente 

vortexada por 30 s, a placa foi deixada a temperatura ambiente por 20 min e 

centrifugada por 45 min a 2000 rcf (força centrífuga relativa), o sobrenadante foi 

descartado e a placa foi centrifugada invertida por 1 min a 300 rpm. Posteriormente 

foram adicionados 250 µL de Etanol (60%) por poço, centrifugada por 10 min a 2000 

rcf, o sobrenadante foi descartado e a placa foi centrifugada invertida por 1 mim a 400  

rpm. Em seguida adicionou-se 100 µL de Etanol (60%) por poço, centrifugada por 10 

min a 2000 rcf, o sobrenadante foi descartado, a placa foi centrifugada invertida por 1 

min a 500 rpm e colocada para secar em termociclador por 1 min a 95°C. As amostras 

foram preparadas para ir ao sequenciador adicionando-se 10 µL de Formamida Hi-Di 

por poço, deixada a temperatura ambiente por 5 min, vortexadas por 1 min e colocadas 

em sequenciador automático de DNA 3100 (Applied Biosystems).  

 

3.4.3   Análises e Alinhamento das Sequências  

Foram testados três pares de primers (ITS92/ITS75, ITS5/ITS4 e 

ITS101/ITS102) em ambas as direções na realização da reação de PCR. As sequências 

obtidas foram comparadas com as sequências do Genbank, no banco de dados do NCBI 

pelo software online BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). A qualidade das 

sequências obtidas foram analisadas no programa SeqScape® (Applied Biosystems, 

CA). As sequências foram alinhadas primeiramente por grupos de isolados utilizando-se 

o algoritmo ClustalW® (Thompson et al., 1997). E em seguida foi feito uma 

alinhamento múltiplo entre os grupos também com o auxilio do algoritmo ClustalW®. 

O software BioEdit (Hall, 1999) foi utilizado para fazer ajustes manuais nos 

alinhamentos quando necessário.  

 

3.5 ANÁLISES FILOGENÉTICAS  

Para as análises foram construídas duas árvores filogenéticas sendo uma de 

isolados rizoctonioides e uma de Xylaria, utilizando-se a metodologia Bayesiana, e para 
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os isolados rizoctonioides foi empregado como outgroup o fungo Sebacina vermifera e 

já para Xylaria foi utilizado como outgroup Trametes versicolor. As árvores foram 

construídas por meio do software MrBayes 3.2.2 (Ronquist et al., 2001) utilizando para 

a procura das topologias a metodologia de Markov pelo método de Monte Carlo 

(MCMC). O melhor modelo evolutivo das sequências dos isolados rizoctonioides e de 

Xylaria, foi escolhido utilizado como informação a priori para construção das árvores, 

por meio da metodologia de máxima verossimilhança seguida pelo critério mínimo de 

informação teórica (“Minimum Theorectical Information Criterion”, AIC), 

implementado pelo software jModelTest (Posada, 2008) que realiza a seleção estatística 

de modelos de substituição de nucleotídeos que melhor se ajustam a um determinado 

conjunto de dados. O modelo escolhido pra isolados rizoctonioides foi o GTR+I+G 

(Tavaré, 1986), já para os isolados de Xylaria foi o TIM2ef+G (Posada, 2008). Foram 

utilizados um milhão de passos em quatro cadeias diferentes, sendo três quentes e uma 

fria, com uma topologia inicial aleatória, de modo que as topologias seriam amostradas 

a cada quinhentos  passos da cadeia de Markov. Foram descartados os 250 mil passos 

iniciais como burnin e as demais topologias foram utilizadas para obter a árvore 

consenso com as topologias de maior probabilidade posterior, segundo a metodologia 

Bayesiana. As árvores filogenéticas foram visualizadas e editadas no software FigTree 

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). 
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4  RESULTADOS E DISCUSSÃO  

Foram testados três pares de primers em ambas as direções na realização da 

reação de PCR; ITS92 (F) e ITS75 (R), ITS5 (F) e ITS4 (R) e ITS101 (F) e ITS102(R). 

O par de primers que foi mais eficiente na amplificação foi o par ITS92 (F) e ITS75 (R) 

(Figura 10) que foram utilizados no presente estudo.  

 

Figura 10. Análise por gel de agarose 3% da PCR de fungos rizoctonioides para teste de 

primers, utilizando marcador 1 Kb. En07 - Rhizoctonia sp., Cs21 - Epulorhiza sp., 

Ro93 e Ro88 - R. oryzae. 

O estudo de caracterização molecular dos isolados do presente trabalho (R. 

solani – Rh21180 e Rh24F1, R. oryzae – Ro88 e Ro93 e Rhizoctonia sp. – En07) vem a 

corroborar e complementar os dados obtidos a nível de gênero por meio da análise 

morfológica feita anteriormente por Sousa (2012), pois suas sequências apresentaram 

em torno de 98-100% de similaridade com o banco de dados (Tabela 6) podendo ser 

considerados pertencentes a mesma espécie, similaridade a baixo desse valor 

principalmente em estudos das regiões ITS1 e ITS2 que apresentam uma rápida taxa de 

evolução, são mais prováveis de pertencerem a um mesmo gênero ou família do que a 

uma mesma espécie (Huynh et al., 2009).  

 

ITS 75 (F) + 92 (R) ITS 5 (F) + 4 (R) ITS 101 (F) + 102 (R) 
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Tabela 6. Lista de fungos identificados por sequenciamento da região ITS, 

incluindo código do isolado, gênero encontrado por características 

morfológicas, espécie mais próxima e código de adesão e 

correspondência (%). 

 

As relações filogenéticas, baseadas em análises Bayesianas entre os isolados 

do presente trabalho, e dos obtidos do GenBank mostraram três clados. O clado I (CL1) 

apresentou dois sub-clados (CL1.1 e CL1.2) bem suportados. O CL1.1 foi composto 

predominantemente por isolados patogênicos ao arroz (R. oryzae – Ro88 e R. oryzae – 

Ro93), e um micorrízico Rhizoctonia sp. (En07) obtidos no presente trabalho. Além 

disso, neste sub-clado estão um isolado de R. oryzae (HE612882) e um de Ceratorhiza 

oryza-sativae HE964993 do GenBank patogênicos ao arroz. O CL1.2 é representado 

exclusivamente por fungos rizoctonioides micorrízicos da família Tulasnellaceae, nas 

duas formas Epulorhiza (anamórfica) e Tulasnella (teleomórfica). O clado 2 embora 

tenha apresentado baixo suporte e seja mal resolvido possui isolados somente do 

GenBank, e foi constituído por micorrizas (Rhizoctonia sp. e Ceratorhiza sp.) e 

fitopatógenos (R. oryzae; R. solani e T. cucumeris). Os isolados citados são patogênicos 

ao arroz, milho, soja, tabaco, batata, sorgo e feijão pertencentes a família 

Código do 

isolado 

Gênero 

(Morfológico) 

Encontrado 

Espécie mais próxima e código 

de adesão 

Correspondênc

ia (%) 

En07 Rhizoctonia 

sp. 

Rhizoctonia sp. (AY586176) 500/510 (89%) 

Cs16 Xylaria sp. Xylaria hypoxylon (JX427059) 383/386 (99%) 

Cs18 Xylaria sp. Cepa de Fungo Endofítico 

(JX155875) 

369/369 (100%) 

Rh21180 R. solani R. solani (DQ278950) 520/530 (98%) 

Rh24F1 R. solani R. solani (KF907708) 501/503 (99%) 

Ro88 R. oryzae R. oryzae (FJ896475) 440/450 (98%) 

Ro93 R. oryzae R. oryzae (FJ896474) 540/550 (98%) 
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Ceratobasidiaceae, nas duas formas R. solani (anamórfica) e T. cucumeris 

(teleomórfica). Além disso, este clado foi composto por Ceratorhiza oryza-sativae – 

KC428404 que é um isolado micorrízico obtido do arroz e patogênico ao arroz. O clado 

III foi bem suportado apresentando predominantemente isolados do GenBank 

patogênicos ao arroz e ao milho, e somente um isolado micorrízico Rhizoctonia sp. 

(HQ853687). Os acessos de Epulorhiza sp. – FJ940903 e Epulorhiza epiphytica – 

KC154068 ficaram mais basais com alto suporte não agrupando no clado 1.2 onde estão 

as demais espécies de Epulorhiza. 

Podemos observar que os isolados de R. oryzae patogênicos ao arroz (Ro88 

e Ro93) estudados no presente trabalho pertencem ao mesmo clado, já o isolado 

RH24F1 (R. solani) também patogênico ao arroz está localizado fora de qualquer clado 

diferindo-se do outro isolado RH21180 (R. solani) patogênico ao feijão que está 

ocupando o mesmo subclado CL1.1 dos isolados Ro88 e Ro93. O isolado micorrízico 

En07 de Rhizoctonia sp. obtido no presente trabalho também pertence ao mesmo 

subclado CL1.1, diferindo-se dos demais isolados micorrízicos do GenBank que estão 

presentes nos demais clados. 

Desta forma, nossos resultados demonstram que Rhizoctonia sp. é um grupo 

polifilético, composto por espécies patogênicas e micorrízicas o que corroboram os 

resultados obtidos por Valadares (2009). Em estudos anteriores a caracterização 

morfológica baseada em características sexuais originaram a classificação de vários 

grupos polifiléticos (Gonzalez, 2006; Valadares, 2009), sendo assim nossas análises 

complementam e corroboram esses estudos morfológicos. A Rhizoctonia micorrízica 

possivelmente evoluiu várias vezes de forma independente de linhagens diferentes de 

Rhizoctonia, o que observamos pelo fato da ausência de um clado bem definido de 

micorrízicos ou de fitopatogênicos. 



53 

 

 

 

Figura 11.  Árvore filogenética Bayesiana obtida a partir da análise dos fragmentos de 

restrição da região ITS1 e ITS2 de fungos micorrízicos e fitopatogênicos 

obtidos no presente trabalho e do GenBank. Clado I (Vermelho), Clado II 

(Azul) e Clado III (Laranjado). Outgroup: Sebacina vermifera. 
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As relações filogenéticas, baseadas em análises Bayesianas entre os isolados 

do presente trabalho, e dos obtidos do GenBank evidenciaram para os isolados 

Xylarioides a não relação entre os nossos isolados e os isolados pertencentes ao 

GenBank, como pode ser observado na árvore filogenética da Figura. 12, onde os 

isolados Xylarioides do presente trabalho se encontram fora do grande clado formado 

pelos isolados obtidos do GenBank. Essa grande divergência pode ser explicada pelo 

fato do gênero Xylaria ser encontrado como saprófita, parasita, endófito e mais 

recentemente identificado com poder de degradação de enzimas lignocelulolíticas 

(Cafêu, 2007; Sánchez, 2009). Sua capacidade de colonizar diversos grupos de plantas 

dentre elas orquídeas, palmas e bromélias também favorece a distinção dentro deste 

gênero (Sánchez, 2009), como observado em nossos isolados Cs16 e Cs18 obtidos da 

orquídea C. saintlegerianum divergiram dos isolados do GenBank que foram obtidos de 

outras plantas e substratos, corroborando assim a grande diversidade genética e de 

espécies dentro desse gênero.  

Portanto os resultados do presente trabalho de caracterização molecular dos 

fungos rizoctonioides e xylarioides vieram a complementar e corroborar a 

caracterização morfológica e também contribuirão para outros estudos nas áreas de 

micorrização, conservação, controle biológico e degradação de materiais 

lignocelulolíticos. 
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Figura 12.  Árvore filogenética Bayesiana obtida a partir da análise dos fragmentos de 

restrição da região ITS1 e ITS2 de fungos Xylarioides obtidos no presente 

trabalho e do GenBank em laranja nossos isolados outgroup Trametes 

versicolor. 
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5      CONCLUSÕES  

 

• Os resultados filogenéticos moleculares de Rhizoctonia sp. micorrízica 

corroboram os resultados morfológicos. 

• Os isolados micorrízicos/endofíticos de Rhizoctonia spp. formaram 

linhagens distintas dos fitopatogênicos. 

• Os isolados micorrízicos/endofíticos compõem um clado polifilético com 

os micorrízicos/endofíticos do GenBank. 

• O isolado micorrízico de Rhizoctonia sp. obtido de E. Nocturnum formou 

uma linhagem diferente das Rhizoctonias spp. oriundas de outras espécies de orquídeas 

do GenBank.  

• Os isolados Xylarioides obtidos no presente trabalho não apresentaram 

relação com os isolados pertencentes ao GenBank. 
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