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RESUMO: Os fungos degradadores de madeira
podem degradar polimeros complexos no solo como
a lignina e a celulose, o que torna sua atividade
muito importante para a formacdo da matéria
organica no solo em ambientes florestais.
Entretanto, sdo poucos os estudos envolvendo os
fungos degradadores de podriddo marrom. Diante
disso objetivou-se identificar uma espécie de fungo
de podriddo marrom presente em uma area de
cultivo de Pinus sp. na FEPAGRO/Florestas em
Santa Maria, RS. Os 3 espécimens coletados foram
identificados por ferramentas de biologia molecular
como Sarcoporia polyspora, sendo sua primeira
ocorréncia para a América do Sul. A situacdo
filogenética desse fungo ainda continua néao
resolvida pelos métodos utilizados até o momento.
Termos de indexacdo: podriddo marrom, fungos
degradadores, matéria organica.

INTRODUCAO

Entre os habitats terrestres, o0 solo é o que contém
maior diversidade bioldgica, refletindo-se em grande
diversidade metabdlica, responsavel pela realizagao
de muitos processos essenciais ao funcionamento
dos ecossistemas naturais ou manejados (Jesus &
Moreira, 2008). Dentre as muitas atividades
desenvolvidas pelos microrganismos neste
ambiente, destaca-se a degradacdo de polimeros
complexos no solo, como a lignina e a celulose
contribuindo dessa forma para a formacdo da
matéria organica no solo.

No entanto, poucos microrganismos do solo
possuem essa capacidade, o que torna o
metabolismo desses organismos extremamente
importante para o ambiente e para a biotecnologia.
Segundo Kirk & Cullen (1998) a biodegradacdo de
materiais lignocelulésicos no solo constitui uma das
etapas mais importantes do ciclo do carbono da
natureza. O principal grupo de microrganismos que
efetuam essa atividade no solo sdo os fungos
degradadores de madeira.

De acordo com o tipo de degradacéo, os fungos
degradadores podem ser classificados em fungos
causadores da podriddo branca atuando
simultaneamente sobre a lignina, a celulose, e a

hemicelulose; e em fungos causadores da podridao
marrom, efetivos na degradacéo dos
polissacarideos celulose e hemicelulose, mas pouco
eficientes na degradacdo de lignina (Alexopoulus et
al., 1996).

Os sistemas degradativos de espécies de
podriddo branca tém sido intensivamente estudados,
em razdo do elevado potencial de utilizagdo em
aplicag@es biotecnoldgicas, como na biodegradacao
de compostos xenobidticos (Rabinovich et al., 2004),
na decomposicdo de residuos madeireiros (Van
Heerden et al., 2008), na biopolpacdo da madeira
(Ferraz et al.,, 2008) e no biobranqueamento de
polpas celulésicas (Milagres et al., 2002).

Entretanto sdo escassos o0s estudos de taxonomia
e aplicacBes biotecnoldgicas envolvendo fungos de
podriddo marrom no Sul do Brasil. O conhecimento
de novas espécies de fungos de podriddo marrom
torna-se importante para 0s processos de
biodegradacdo de materiais recalcitrantes com alto
teor de lignina (pela modificacdo estrutural) e
celulose no solo (biodegradacao). Diante disso, esse
trabalho teve como obijetivo identificar uma espécie
de fungo degradador de podriddo marrom presente
em uma a&rea de cultivo de Pinus sp. na
FEPAGRO/Florestas em Santa Maria, Rio Grande
do Sul.

MATERIAL E METODOS

Obtencéo de Basidiomas

Os basidiomas de um fungo de podriddo marrom
foram coletados em uma éarea cultivada com Pinus
sp. na FEPAGRO/Florestas, em Santa Maria, Rio
Grande do Sul em novembro de 2011. As amostras
foram observadas, fotografadas, acondicionadas em
potes de plastico e apds, foram transportadas até o
Laboratério de Biologia do Solo e Microbiologia do
Ambiente Professor Marcos Rubens Fries no
Departamento de Solos da Universidade Federal de
Santa Maria, para identificacdo por ferramentas de
biologia molecular. Os 3 basidiomas coletados
foram identificados inicialmente como DBB29,
DBB30 e DBB33.



Andlise molecular

O DNA foi extraido a partir de aliquotas dos
basidiomas usando o kit DNeasy Plant Mini Kit®
(Qiagen, Séo Paulo, Brasil). A completa regido do
nrDNA (ITS1-5.8S-ITS2) foi amplificada com os
primers ITS1 e ITS4 (White et al., 1990). A reacdo
de amplificacdo dos fragmentos do nrDNA foi
realizada segundo Baldoni et al. (2012). Apds a
amplificagdo, a eletroforese foi realizada para
verificar a amplificacdo em gel de agarose a 1,5% e
tampdo TBE 1X. As amostras de DNA foram
coradas com BlueGreen Loading Dye I® (LGC
Biotecnologia, Cotia, Brasil) e observadas em luz
ultravioleta. Os produtos da PCR foram purificados
com o kit Gen Elute PCR clean-up Kit® (Sigma, Saint
Louis, USA), seguindo as instrucfes do fabricante.

O sequenciamento das amostras foi realizado no
sequenciador ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems).

Identificacdo molecular e
filogenética

Os fragmentos sequenciados foram analisados
utiizando o programa Staden Package 2.0.0b
(Staden et al, 2003) para a obtencdo das
sequéncias consenso.

As sequéncias foram alinhadas no programa
MAFFT 6.0 (Katoh et al, 2002), utlizando o
algoritmo E-ins-i.

A relacdo filogenética dos espécimes foi
reconstruida com base em andlises da regido ITS
no software MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011), com a
andlise de Maxima Verossimilhanga (ML) em um
total de 1000 replicacbes para todas as
reconstrugbes. O modelo de substituicdo de
nucleotideos Tamura-Nei Model foi estimado
utilizando JModelTest como melhor modelo para
resolver os dados (Posada et al., 2006), executado
com taxas uniformes e parametros de excluséo
parcial (95%). As sequéncias de Tremella globispora
(AF444432) e Tremella cinnabarina (AF444430)
foram utilizados como grupo externo. Para a
reconstrucdo filogenética também foram utilizadas
sequéncias retiradas do GenBank de outros fungos
degradadores de madeira (Figura 1).

reconstrucao

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 3 espécimes coletados (DBB29, DBB30 e
DBB33) sdo fungos causadores de podriddo marrom
e possuem elevada similaridade com os espécimes
de Sarcoporia polyspora registrados para o Leste
dos Estados Unidos, (Figura 1), indicando uma
origem coespecifica e confirmando a presenca
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desta espécie pela primeira vez na América do Sul.

Sarcoporia polyspora P. Karst. € fungo
poliporéide de podriddo marrom agressivo na
degradacdo da madeira, que é caracterizada pela
producdo de basidiomas ressupinados branco-
marrons, sistema hifal monomitico com fibulas e
esporos dextrindides. Atualmente, Sarcoporia
polyspora esta incluido na familia Fomitopsidaceae
Jilich (Kirk et al., 2008).

Apesar de néo ter sido localizado relatos sobre
aplicag@es biotecnoldgicas de Sarcoporia polyspora,
alguns estudos mostram a grande capacidade de
utilizacdo de fungos degradadores de podridao
marrom para biorremediacdo do solo (Purmono et
al., 2011) e para a biodegradacdo de compostos
xenobiéticos (Monrroy et al., 2006).

Em termos da relacdo evolutiva entre Sarcoporia
e outros fungos degradadores de madeira, varios
estudos filogenéticos tém posicionado Sarcoporia
polyspora (Parmastomyces transmutans), no clado
poliporéide ou no clado das Antrodias, relacionado
com outros fungos de podriddo marrom. Hibbett e
Binder (2002) baseado em SSU-nrDNA (133
espécies) colocou-o dentro do clado polyporoide.
Enquanto no estudo multi-locus realizada por Binder
et al. (2005), (656 espécies) S. polyspora ficou
agrupado dentro do clado das Antrodias. No estudo
de Lindner e Banik (2008) (sequéncias nrLSU)
também apareceu como parte do clado Antrodias
aparentemente relacionados com Grifola frondosa
(podriddo branca). No estudo de Yu et al. (2010)
com base em sequéncias parciais de LSU nrDNA, S.
polyspora apareceu mais estreitamente relacionado
com o0s géneros Auriporia, Amylocystis, Oligoporus e
Taiwanofungus, do que para os géneros Antrodia,
Daedalea, Fibroporia, Fomitopsis, Piptoporus, e
Neolentiporus. Recentemente, no estudo de Ortiz-
Santana et al. (2013), utilizando nuclear LSU e ITS
rDNA, os isolados de S. polyspora se agruparam
com isolados de Auriporia e Taiwanofungus e
apareceram relacionados com um clado contendo
isolados Amylocystis e Dacryobolus, no entanto uma
vez que esses grupos ndo foram estatisticamente
sempre apoiados a relacdo entre Sarcoporia e
outros fungos de podriddo marrom continua ndo
resolvida.

CONCLUSOES

Os 3 espécimes de fungo de podriddo marrom
identificados como Sarcoporia polyspora
representam a primeira ocorréncia dessa espécie
para a América do Sul e sua relagao filogenética
continua néo resolvida.
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Figura 1 — Dendograma da reconstrucdo filogenética baseada em Méaxima Verossimilhanca dos espécimes
de Sarcoporia polyspora obtido a partir de sequéncias ITS1-5.8S-ITS2 do nrDNA. Valores de bootstrap (em
%) e 1000 replicacBes foram realizadas. As sequéncias de Tremella globispora (AF444432) e Tremella
cinnabarina (AF444430) foram utilizadas como grupo externo.



