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RESUMO

Os fungos endofiticos sdo caracterizados por habitarem o interior (intra ou
intercelularmente) dos tecidos vegetais, ndo causando aparentemente nenhum dano a
seus hospedeiros. A familia Cucurbitaceae, constituida por 96 géneros e cerca de 1000
espécies, amplamente distribuidas em regiGes tropicais e subtropicais possui
cultivares de grande importancia para economia mundial. O presente estudo teve
como objetivo estudar a diversidade de fungos endofiticos associados a culturas de
Cucumis melo, Citrullus lanatus e Cucurbita moschata na regido semiarida do estado
de Pernambuco. Para isso, foram coletadas folhas das trés espécies vegetais. No
laboratério, as folhas foram submetidas a técnica de desinfestacdo, sendo imersas em
etanol 70% por 30 segundos, em hipoclorito de sddio (2%) por 1 minuto e 30 segundos
e lavadas trés vezes em agua destilada esterilizada. Fragmentos foliares foram
distribuidos sobre o meio de cultura (BDA) acrescido de cloranfenicol (100 pg/mL)
contido em placas de Petri. As leveduras endofiticas foram identificadas utilizando
técnicas moleculares. Para identificacdo dos fungos filamentosos foram avaliadas as
caracteristicas macroscopicas e microscopicas dos isolados, utilizando-se literatura
especifica, posteriormente foram realizadas analises filogenéticas para a confirmacéo
das espécies. Foram obtidos 706 isolados endofiticos agrupados em 66 espécies de
fungos distribuidos entre os filos Ascomycota, Basidiomycota e Mucoromycota. A
micobiota endofitica foi composta principalmente por ascomicetos que representaram
93% do total de taxons obtidos, sendo Dothideomycetes, Eurotiomycetes e
Sordariomycetes as classes de ascomicetos mais frequentes. Nossos resultados
mostraram que a composi¢do e a diversidade da comunidade de fungos endofiticos
associadas a C. moschata difere da comunidade de C. lanatus e C. melo. Alguns
isolados mostraram uma baixa similaridade com as sequéncias encontradas no banco
de dados GenBank, e foram descritos como novos taxons para a ciéncia. As espécies
de cucurbitaceae apresentam uma grande diversidade de fungos endofiticos. E
importante entender como os taxons de fungos estdo distribuidos em diferentes
espécies de plantas para melhorar o conhecimento sobre o papel ecolégico desses
organismos.

Palavras-chave: Taxonomia; Ecologia de fungos; Endofitos.



ABSTRACT

Endophytic fungi are characterized by inhabiting the interior (intra or intercellularly)
of plant tissues, apparently not causing any damage to their hosts. The Cucurbitaceae
family, consisting of 96 genera and about 1000 species, widely distributed in tropical
and subtropical regions. The representants of this family has cultivars of great
importance for the world economy. The aim of this study was to study the diversity
of endophytic fungi associated with Cucumis melo, Citrullus lanatus, and Cucurbita
moschata in the semiarid region of Pernambuco state. For this, leaves were collected
from three plant species. In the laboratory, the leaves were submitted to the
disinfestation technique, immersed in 70% ethanol for 30 seconds, in sodium
hypochlorite (2%) for 1 minute and 30 seconds and washed three times in sterile
distilled water. Leaf fragments were distributed on Petri dishes with culture medium
(PDA) plus chloramphenicol (100 pg/mL). Endophytic yeasts were identified using
molecular techniques. To identify the filamentous fungi the macroscopic and
microscopic characteristics of the isolates were evaluated, using specific literature,
later phylogenetic analyzes were performed to confirm the species. The isolates
obtained (706) were grouped in 66 species of endophytic fungi, distributed among
Ascomycota, Basidiomycota and Mucoromycota phyla. The mycobiota was mainly
composed for ascomycetes that represented 93% of the total taxa observed.
Dothideomycetes, Eurotiomycetes and Sordariomycetes were the most frequent fungi
found. Our results showed that the composition and diversity of endophytic fungi from
C. moschata differs from those found in C. lanatus and C. melo. Some isolates showed
low similarity to the sequences found in the GenBank database and were described as
new taxa. Cucurbitaceae species present a great diversity of endophytic fungi. It is
important to understand how fungal taxa are distributed in different plant species to

improve the knowledge about the ecological role of these organisms.

Keywords: Taxonomy; Fungi ecology; Endophytes.
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1 INTRODUCAO

A familia Cucurbitaceae € constituida por 120 géneros e cerca de 800 espécies de
plantas, amplamente distribuidas em regiGes tropicais e subtropicais (TEPPNER, 2004).
Possui cultivares de grande importancia para economia mundial (PARIS et al., 2009),
desempenhando um importante papel na alimentacdo humana (PRATISSOLI et al.,
2015). No Nordeste brasileiro cultivam-se varios representantes de interesse agronémico
dessa familia. Destacar-se as espécies de melBes (Cucumis melo L.); melancias
(Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum & Nakai); aboboras (Cucurbita moschata L.);
chuchus (Sechium edule (Jacq.) Swartz); maxixes (Cucumis anguria L.); abobrinhas
(Cucurbita pepo L.) e pepinos (Cucumis sativus L.).

No Brasil a abobora esta entre as hortalicas de importancia econdmica mais
comercializadas (SANTI et al., 2013). O cultivo do meldo e melancia esta entre os de
maior producdo dentro do agronegdcio brasileiro de frutas tropicais, conquistando espago
cada vez maior no mercado nacional e internacional. A regido Nordeste vem sendo
apontada como um potencial centro produtivo do mel&o e da melancia (IBGE 2017), com
Pernambuco ocupando o quinto lugar em cultivo desses frutos no Brasil, destaque para
0s municipios de Floresta e Inaja como maiores produtores (BRAGA et al., 2009; IBGE
2017).

Os fungos endofiticos sdo caracterizados por habitarem o interior (intra ou
intercelularmente) dos tecidos vegetais, sem causar dano aparente ao hospedeiro
(PETRINI, 1991; AZEVEDO; ARAUJO, 2007). Muitos trabalhos demonstram que esses
fungos oferecem diversos beneficios a planta hospedeira, atuam no controle bioldgico de
doencas e pragas, no aumento da toleréncia a estresses abioticos e na promogdo do
crescimento da planta hospedeira (SCHULZ et al., 2002; STROBEL; DAISY, 2003;
YAN etal., 2011; WANG; CHAO-DAI, 2011).

Por estarem em intima associagdo com os vegetais, os fungos endofiticos sdo
considerados fontes promissoras de metabdlitos com aplicacdo na agricultura, na
medicina e na industria (STROBEL, 2004; SILVA et al., 2010). Além dos aspectos
econdmicos e biotecnologicos, o estudo desses micro-organismos tem forte interesse da

comunidade académica na descoberta de novos tdxons (STROBEL, 2004).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Nikolaus_Joseph_von_Jacquin
https://pt.wikipedia.org/wiki/Olof_Swartz
https://pt.wikipedia.org/wiki/Lineu
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Esses fungos sdo taxonomicamente diversos e habitam todas as espécies de
plantas até 0 momento estudadas. Estes estdo associados com diversos tipos de vegetais,
desde bridfitas e pteridofitas até plantas superiores de diversos ambientes, tais como;
florestas tropicais e temperadas, incluindo regides do artico (ARNOLD et al., 2000;
SURYANARAYANAN et al., 2002; ARNOLD, 2007; ROSA et al., 2009).

Apesar de inumeros estudos relatarem a associa¢dao dos fungos endofiticos com
diversas espécies vegetais, poucos detalharam a comunidade desses fungos associados
as especies de Cucurbitaceae. Em estudo realizado por Mu et al. (2010) em Yanging de
Pequim, China, foram isolados fungos endofiticos de 40 plantas de pepino (Cucumis
sativus) sem sintomas, incluindo diferentes cultivares em diferentes estagios de
desenvolvimento. Huang; Jiang (2015) investigaram a comunidade de fungos endofiticos
em folhas, raizes, caules, flores e frutos de meldo amargo (Momordica charantia) em
cinco locais na provincia de Guangdong, China. Em outro estudo, Xia et al. (2019)
estudaram a diversidade de fungos endofiticos em vérias espécies de plantas de cultivo
organico e convencional nos Estados Unidos, incluindo Citrullus lanatus (melancia). Em
estudo realizado por Reddy et al. (2014) em plantas cucurbitaceas de diferentes locais na
india, um nimero total de 18 fungos endofiticos foram isolados.

Diante da atual caréncia de trabalhos sobre a ocorréncia desses fungos em
Cucurbitaceae, e a importancia econdmica de plantas dessa familia na regido Nordeste,
considera-se importante conhecer a interacdo da micobiota endofitica presente nesses
vegetais. Além disso, esses estudos podem contribuir com o conhecimento da
diversidade de fungos endofiticos associados com diversos hospedeiros na regido
semiarida do Nordeste brasileiro. Possivelmente havera diferenca nas comunidades de
fungos endofiticos encontrados em meldes (C. melo); melancias (C.lanatus) e ab6boras

(C. moschata).

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral
Conhecer a diversidade de fungos endofiticos associados as folhas de melédo

(Cucumis melo L.), melancia (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum & Nakai) e abdbora

(Cucurbita moschata L.) na regido semiarida do estado de Pernambuco, Brasil.
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1.2.2 Objetivos especificos
e Isolar e identificar as espécies de fungos endofiticos associados ao a meldo

(C. melo L.), melancia (C. lanatus) e abdbora (C. moschata) cultivados na
regido semiarida do estado de Pernambuco, Brasil.

e Confirmar usando uma abordagem polifasica as espécies identificadas.

e Realizar descricdo taxondmica e estabelecer material tipo para taxons novos,
quando descobertos.

e determinar ariqueza, diversidade e frequéncia relativa dos fungos endofiticos
de folhas sadias de diferentes espécies vegetais da familia Cucurbitaceae

cultivadas na regido semiarida de Pernambuco.
2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 FUNGOS ENDOFITICOS

2.1.1 Conceito, colonizagao e transmissdo dos fungos endofiticos
O termo "simbiose" foi aplicado pela primeira vez a biologia em 1878, pelo

botanico e micologista Heinrich Anton de Bary (OULHEN et al., 2016), para descrever
organismos diferentes que vivem juntos, incluindo a relagéo entre fungos e plantas.

Ao longo dos anos, varios autores sugeriram diferentes conceitos para fungos
endofiticos. Segundo Petrini (1991) fungos endofiticos sdo todos os micro-organismos
que colonizam os tecidos vegetais (intra ou intercelularmente) sem causar dano aparente
ao seu hospedeiro, bem como patdgenos latentes que podem viver de forma
assintomatica. Wilson (1995) sugeriu que enddéfitos sdo fungos e bactérias que tém todo
ou uma parte do seu ciclo de vida dentro de tecidos de plantas vivas e causam infec¢bes
inaparentes ou assintomaticas inteiramente dentro de tecidos vegetais, mas ndo causam
sintomas de doencas. Uma interpretacéo feita por Azevedo; Aradjo, (2007) conceituou
micro-organismos endofiticos como todos aqueles cultivaveis ou ndo, em meio de
cultura, que habitam o interior dos tecidos vegetais sem causar dano aparente ao
hospedeiro e sem produzir estruturas externas que emergem nas superficies das plantas.

A associagdo entre micro-organismos endofiticos e seu hospedeiro (endofitismo)
é complexa e pode depender de varios fatores; tais como a caracteristica do vegetal, do
micro-organismo e do nicho ocupado em um determinado estagio da interacdo do

hospedeiro com o micro-organismo (STROBEL et al., 2004). Os fungos endofiticos
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podem formar um relacionamento mutualmente benéfico (simbiose) com as plantas
hospedeiras, enquanto outros podem ser patdgenos oportunistas (RAI et al., 2014). Sendo
dificil a distincdo entre os micro-organismos endofiticos, epifiticos e patogénicos
(AZEVEDO et al., 2000). Desse modo, um micro-organismo epifitico pode ser
encontrado no vegetal como enddfito, em certas condi¢des, podendo também tornar-se
um patdgeno, e em outras circunstancias um patdégeno pode ser considerado um endofito
(AZEVEDO, 1998; AZEVEDO et al., 2000). Sendo a distin¢do entre micro-organismos
endofiticos, fitopatogénicos e oportunistas puramente didatica.

No geral, fungos endofiticos sdo onipresentes e extremamente diversificados no
hospedeiro, habitando tecidos de plantas, folhas, caules, cascas, peciolos e estruturas
reprodutivas (FAETH; FAGAN, 2002; STONE et al., 2004). Esses micro-organismos ja
foram encontrados associados a todas as espécies de plantas examinadas até 0 momento
(HYDE; SOYTONG, 2008; TEJESVI et al., 2010), e podem apresentar uma certa
preferéncia de colonizagdo de acordo com a textura do tecido vegetal (PHOTITA et al.,
2001; ARNOLD, 2007). A composicao da comunidade endofitica pode ser influenciada
por diversos fatores, como temperatura, salinidade, fauna, flora, distribuicdo geografica,
idade da planta, condicdes fisioldgicas do vegetal, condi¢des sazonais e especificidade
endofito-hospedeiro (GAMBOA; BAYMAN, 2001; PETRINI; STONE; CARROLL,
1992). Esses fungos podem ser transmitidos horizontalmente e penetram a partir de
aberturas naturais, tais como hidatodios, estbmatos e lenticelas presentes no tecido do
hospedeiro ou verticalmente pelas sementes (AZEVEDO, 1998, LATA et al., 2018)
(Figura 1).
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Figura 1 - Entrada, estabelecimento e transmissdo de micro-organismos enddéfitos na
planta (LATA et al. 2018, modificado).
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2.2 IMPORTANCIA E INTERACOES DOS FUNGOS ENDOFITICOS
Nos fungos endofiticos, grupo polifilético de grande diversidade, predominam

espécies pertencentes ao filo Ascomycota, em menor nimero Basidiomycota e alguns
representantes de Mucoromycota (ARNOLD, 2007). Esses fungos podem ser
encontrados associados a diferentes vegetais, em diversos ambientes, desde florestas
tropicais a regides do artico (ARNOLD, 2007; FERREIRA et al., 2015; ROSA et al.,
2010). Os micro-organismos endofiticos chamaram a atencdo dos cientistas por serem
uma fonte biotecnoldgica de diversas substancias, metabolitos primarios e secundarios,
gue atuam como herbicidas, agentes antifungicos, antibacterianos, antitumorais,
antimicrobianos, anti-insetos, antioxidantes, anticancerigenos, antineoplasicos, dentre
outros (STROBEL; DAISY, 2003; ZHENG et al., 2015).

Os diversos metabdlitos bioativos produzidos pelos fungos endofiticos pertencem
a diversos grupos estruturais: alcaloides, benzofuranos, ciclohexanonas, flavonoides,
lipoides, acidos organicos, peptideos, fenilpropanaoides, piridinas, quinonas, esterdides e
terpendides (ZHENG et al., 2015). Esses bioativos podem fornecer protecdo ao
hospedeiro induzindo mecanismos de defesa nas plantas contra uma ampla gama de
patdgenos, além de conferir resisténcia aos fatores bio6ticos e abidticos e estimular o
crescimento vegetal (ALURAPPA et al., 2018).

A eficécia dos fungos endofiticos em produzir substancias in vitro que inibem o

crescimento de outras espécies estimulou pesquisas sobre a bioprospec¢do desses micro-
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organismos e seu uso no controle bioldgico. O fungo endofitico Piriformospora indica é
relatado como um dos mais importantes endoéfitos radiculares, que possui a capacidade
de conferir resisténcia a patogenos e a estresses abioticos (JOHNSON et al., 2014). Esses
fungos, também, sdo altamente adaptados e capazes de sobreviver em habitats extremos,
com altas temperaturas, deficiéncias nutricionais, salinidade excessiva e dessecacao
prolongada (GONCALVES et al., 2016, RHO et al., 2018).

Os fungos associados as plantas podem ser classificados em diferentes grupos
considerando seu ciclo de vida e papel ecologico, como fungos micorrizicos,
patogénicos, epifiticos, endofiticos e saprobios (PORRAS-ALFARO; BAYMAN 2011).
O endofitismo resulta em diversos beneficios ao hospedeiro, contribuindo na satde do
vegetal, impedindo a herbivoria e a patogénese, facilitando o crescimento das plantas
através da absorcédo de nutrientes, além de auxiliar na eficiéncia do uso da dgua (RAI et
al., 2014).

Os mecanismos envolvidos na relagdo enddfito-planta ndo sdo bem
compreendidos, porém sabe-se que as interacdes podem ser mutualistas, neutras ou
antagbnicas (SPECIAN et al., 2014, LATA et al., 2018). Segundo Luna (2018) para
haver uma simbiose bem-sucedida, trés eventos sdo necessarios: penetracdo do simbionte
no tecido do hospedeiro, colonizacgdo e expressao de um relacionamento simbidtico. No
entanto, a resposta ao tipo de associacao enddfito-hospedeiro pode sofrer influéncia de
alguns fatores, como a disponibilidade de nutrientes, o estresse ambiental e a competicao
microbiana (SCHULZ; BOYLE, 2005; LATA et al., 2018).

Alguns estudos sugerem que os fungos endofiticos também podem atuar como
saprébios, podendo sobreviver no tecido foliar morto, os dados moleculares e
morfoldgicos fornecem evidéncias que algumas espécies endofiticas podem mudar suas
estratégias ecoldgicas e alternarem seu ciclo de vida entre endofitico e saprobio
(PROMPUTTHA et al., 2007, PURAHONG; HYDE, 2011; SURYANARAYANAN,
2013). Segundo Osono (2006) a permanéncia de fungos endofiticos no tecido morto pode
depender de vérios fatores, tais como ciclo de vida, capacidade de degradacdo de
substratos, competigdo e interacdes miceliais. Porém ndo ha um limite claro entre fungos
endofiticos e fungos saprdbios, mas é possivel que uma alta quantidade de fungos viva
simbioticamente e saprobicamente nos ecossistemas (HE et al., 2012).

Embora o conhecimento acerca da ecologia, ciclo de vida e filogenia dos fungos

endofiticos esteja crescendo nas duas Ultimas décadas, questdes basicas sobre a origem
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evolutiva e as interagdes ecoldgicas existentes entre esses micro-organismos e seus

hospedeiros ainda ndo estdo completamente elucidadas (SAIKKONEN et al., 2004).

2.3 FUNGOS ENDOFITICOS EM REGIOES ARIDAS E SEMIARIDAS
Regides aridas e semiaridas ocupam cerca de 41% da superficie do planeta

(SAFRIEL et al., 2005). Nessas regides as plantas sobrevivem a condi¢des ambientais
extremas como, precipitacdo esporadica, altas temperaturas, deficiéncias nutricionais e
intensa radiacdo solar. No Nordeste brasileiro a zona semiarida ocupa aproximadamente
800.000 km? (DRUMOND et al., 2004). O clima é caracterizado por um elevado
potencial de evapotranspiracdo e uma precipitacdo anual que varia de 150 mm a 1300
mm, com temperaturas relativamente elevadas, com média em torno de 28 °C e a méaxima
em torno de 40 °C (RAMALHO, 2013). As condicdes de estresse abidtico nessa regido
sdo os principais fatores que influenciam a morfologia, fisiologia e bioquimica do vegetal
(KUMAR, 2018). No entanto, plantas de regifes secas sdo adaptadas e desenvolvem
novas estratégias para suportar o estresse e completar seu ciclo de vida (ALl et al., 2018).
Essas plantas estabelecem relagdes simbioticas com uma grande variedade de micro-
organismos, entre estes 0s fungos endofiticos que tém influéncia significativa sobre o
crescimento e protecdo de suas plantas hospedeiras (KUMAR, 2018). Esses fungos
produzem compostos bioativos exclusivos para sua planta hospedeira, o0 que
possivelmente aumenta a adaptabilidade de ambos a estreses bidticos e abioticos (ALl et
al., 2018). Varios estudos ja investigaram a associacdo de fungos endofiticos com plantas
destas regides (LORO et al., 2012; BEZERRA et al., 2013; KNAPP et al., 2015,
DASTOGEER et al., 2018).

A diversidade de endofitos em regides semiaridas sofre influéncia de diversos
fatores bioclimaticos, como latitude, temperatura média ou precipitacdo anual
(ARNOLD; LUTZONI 2007). O grau de perturbacdo ambiental que afeta uma
comunidade vegetal também pode alterar a composicdo da micobiota endofitica
(GAMBOA; BAYMAN 2001). Aléem disso, a idade, o estado fitossanitario da planta e a
especie vegetal também podem influenciar a composicao desses organismos (ARNOLD
et al., 2003).

Devido as condi¢Ges ambientais, as regifes semiaridas e aridas constituem um
ambiente promissor de pesquisas para examinar e caracterizar a relagdo simbiotica entre
plantas e fungos (KHIDIR et al., 2010). A investigacdo de fungos endofiticos associados

as plantas dessas regibes aumenta o conhecimento acerca das interagcBes fungo-
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hospedeiro (KHIDIR et al., 2010; HERRERA et al., 2011). Além de propiciar uma
oportunidade para avaliar o potencial da comunidade de endofitos desconhecidos.

Diversas pesquisas verificaram a associa¢do dos fungos endofiticos em plantas
de ambientes aridos e semiaridos, como a floresta tropical seca brasileira, denominada
Caatinga. No Brasil, uma consideravel diversidade de fungos endofiticos foi relatada na
regido semiérida. Bezerra et al. (2012, 2013) examinaram a comunidade de fungos
endofiticos de Opuntia ficus-indica e Cereus jamacaru, respectivamente. Em outro
estudo Padua et al. (2018) investigaram a diversidade de fungos endofiticos em folhas de
Myracrodruon urundeuva, e a capacidade que esses possuem em produzir a enzima L-
asparaginase. Silva et al. (2018) mostraram que Tillandisia catimbauensis, endémica na
floresta tropical seca brasileira, € colonizada por diferentes espécies de Penicillium e
Talaromyces, com potencial biotecnolégico.

Outros estudos exploraram a diversidade de fungos associados as gramineas em
regides semiaridas dos Estados Unidos e Venezuela (KHIDIR et al., 2010; LORO et al.,
2012). Em regides desérticas da China, Sun et al. (2012) investigaram a comunidade de
fungos endofiticos em folhas e caules de oito espécies de plantas. Os mesmos autores
observaram que a composicao fungica diferiu entre as espécies vegetais. Herrera et al.,
(2011) examinaram a comunidade de fungos endofiticos associada a raizes de
Sporobolus cryptandrus em regido semiarida do Novo México, EUA. Ja Gonzélez-
Teuber et al. (2017) estudaram a comunidade endofitica associada as raizes de plantas de
Chenopodium quinoa cultivadas no deserto do Atacana, Chile. Esses estudos ajudam a
entender a associacdo planta-fungo endofitico em ambientes aridos e semiéaridos,
fornecendo subsidios para novas pesquisas.

2.4 FUNGOS ENDOFITICOS EM PLANTAS ECONOMICAMENTE IMPORTANTES
Os fungos endofiticos representam um importante reservatorio de bioativos,

acredita-se que esses fungos possam promover o crescimento da planta hospedeira e
contribuir para adaptacdo do vegetal ao estresse abidtico e bidtico, aumentando a
resisténcia a seca e estresse hidrico, assim como a tolerancia a altas temperaturas e alta
salinidade (REDMAN et al., 2002; ARNOLD et al., 2003; WALLER et al., 2005; ALY
et al., 2010).

A capacidade que os fungos endofiticos possuem em auxiliar no desenvolvimento
vegetal é extremamente importante e pode ser explorada em praticas agricolas. Estudos

relataram que esses fungos podem solubilizar fosfatos insoluveis e produzir horménios
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de crescimento de plantas, como auxinas, citocininas e giberelinas (VAN LOON, 2007,
CONTRERAS-CORNEJO, 2016). O wuso de micro-organismos promotores do
crescimento vegetal é uma estratégia que pode ajudar a agricultura moderna a enfrentar
os desafios da producéo agricola e garantir a sustentabilidade (LUZ et al., 2006). Varios
estudos ja demonstraram que os fungos endofiticos possuem a capacidade de produzir
diversos bioativos, além de promoverem o crescimento de plantas de interesse
econémico, como milho (Zea mays L.), tabaco (Nicotiana tabacum L.) (VARMA et al.,
1999) e soja (Glycine max (L.) (HAMAYUN et al., 2009). Além de estimularem o
desenvolvimento vegetal, esses fungos possuem potencial de conferir resisténcia a
fitopatdgenos e diminuir a herbivoria em culturas de ambientes aridos e semiaridos
(KHAN et al., 2013).

Os beneficios da relacdo simbidtica estabelecida entre fungos endofiticos e
plantas ja foram relatados em varios estudos. Rai et al. (2001) relataram aumento
significativo no crescimento e rendimento de Spilanthes calva e Withania somnifera
inoculados com Piriformospora indica. Wagas et al. (2012) verificaram que a simbiose
endofitica com plantas de pepino resultou em assimilacdo significativamente maior de
nutrientes essenciais como potassio, calcio e magnésio durante o estresse de salinidade.
Em outro estudo, Khan et al. (2011) mostraram que a simbiose endofitica promoveu uma
alta solubilizacédo de fosfato tricélcico, além de ter melhorado a germinacdo de sementes
de soja (Glycine max) sob estresse de salinidade.

A importancia dos endofitos fingicos cresceu para uma perspectiva formidavel,
devido ao grande nimero de fungos que formam associa¢des endofiticas com diferentes
plantas em diversos ambientes (FERREIRA et al., 2015). A maioria dos estudos sobre
enddfitos sdo realizados usando plantas de regies temperadas (AZEVEDO et al. 2000).
No entanto, nos Gltimos anos pesquisas em plantas de regiBes tropicais vém crescendo,
esses estudos revelam uma grande diversidade de micro-organismos endofiticos
associados as plantas dessas regides (FROHLICH e HYDE 1999; HYDE et al. 2006).

O estudo sobre a comunidade de fungos endofiticos em plantas tropicais incluem
palmeiras (TAYLOR; CROUS 1999; RUNGJINDAMAI et al., 2008), arvores frutiferas,
como bananas (PHOTITA et al., 2001) e gengibre (Amomum siamense) (BUSSABAN et
al., 2001). Plantas medicinas, tais como urundetva (Myracrodruon urundeuva) (PADUA
et al., 2018); e Camptotheca acuminata (LIN et al., 2007). Plantas de mangue, mangue
vermelho (Rhizophora mucronata) (XU et al., 2009) e plantas de regides semiéridas,
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figueira-da-india (Opuntia ficus-indica) e mandacaru (Cereus jamacaru) (BEZERRA et

al., 2012; 2013).

Dentre esses estudos em regides tropicais, muitos examinaram a comunidade de

fungos endofiticos associados as plantas economicamente importantes. Apesar da

complexidade e variabilidade das interagdes entre os fungos endofiticos e as plantas

hospedeiras, a caracterizacdo das comunidades endofiticas e suas intera¢fes € crucial

para melhor entender as relacdes simbidticas. Esses estudos mostram que essas plantas

formam um reservatorio, pouco explorado, de diversidade fungica. O quadro 1 retne

um resumo dos trabalhos sobre fungos endofiticos associados a culturas de importancia

econdmica.

Quadro 1- Principais trabalhos sobre fungos endofiticos associados a culturas de interesse

agrondmico.

Plantas

Géneros flngicos

NUmero

Pais

Referéncia

Coffea arabica- café Aureobasidium,

(Rubiaceae)

Cladosporium,
Colletotrichum,
Diaporthe,
Drechslera,
Khuskia,
Lasiodiplodia,
Nodulisporium,
Pestalotiopsis,
Phyllosticta, Phoma,
Rhodotorula,
Sarocladium,
Xylaria

336

Brasil

OLIVEIRA et al. (2014)

Coffea
(Rubiaceae)

ardbica Colletotrichum, 843

Fusarium,
Penicillium,
Aspergillus,
Beauveria,
Cladosporium,
Mycosphaerella,
Paecilomyces,
Phomopsis

Coldmbia,
México

Puerto
Rico

VEJA et al. (2010)

Citrus limon
(Rutaceae)

Colletotrichum, 482

Pestalotiopsis,
Diaporthe,
Ramichloridium,

Camaroes

DOUANLA-MELI
(2013)

et al.
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Mycosphaerella,
Cercospora,

Vitis labrusca 550 Brasil

(Vitaceae)

Aporospora,
Aureobasidium,
Colletotrichum,
Diaporthe,
Epicoccum,
Flavodon,
Fusarium,
Guignardia,
Paraphaeosphaeria,
Phanerochaete,
Phyllosticta,
Pleurotus, Preussia,
Tinctoporellus,
Xylaria

BRUM et al. (2012)

Vitis labrusca 644 Brasil

(Vitaceae)

Nigrospora,
Colletotrichum,
Colletotrichum,
Alternaria,
Beauveria,
Gliomastix,
Lasiodiplodia,
Nodulisporium,
Paecilomyces,
Pestalotiopsis,
Stemphylium,
Trichoderma,
Xylaria

LIMA et al. (2014)

Glycine max (soja) Aspergillus, Fusarium, 297 Brasil
Penicillium,

Cladosporium,

Chaetomium,

Curvularia,

Colletotrichum,

Paecilomyces,

PIMENTEL et al. (2006)

Phaseolus 394 Coldmbia

(Feijao)

vulgaris  Acremonium,
Alternaria,
Aspergillus,
Aureobasidium,
Chaetomium,
Cladosporium,
Cochliobolus,
Curvularia,
Epicoccum,
Fusarium,
Macrophomina,
Neurospora,

PARSA et al. (2016)
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Vigna

unguiculata (L.
(feijéo-caupi)
(Fabaceae)

Aspergillus, Penicillium 1579

Fusarium,
Curvularia,
Alternaria,
Botryodiplodia,
Chaetomium,
Cladosporium,
Epicoccum,
Fusariu.,
Macrophomina,
Phomopsis,
Rhizopus,  Torula,
Trichoderma,
Trichothecium

Brasil

RODRIGUES;
MENEZES, (2002)

Zea mays
(Poaceae)

Gibberella, Fusarium, 66

Aspergillus,
Trichoderma,
Fusarium,
Sarocladium,
Fusarium,
Acremonium,
Eupenicillium,
Aspergillus,

india

POTSHANGBAM et al.
(2017)

Oryzae sativa
(Poaceae)

Galactomyces, Phoma, 57

Penicillium,
Fusarium,
Fusarium,
Aspergillus,
Trichoderma,
Acremonium

india

POTSHANGBAM et al.
(2017)

Musa acuminata Chaetomium, 61

(banana)
(Musaceae)

Cladosporium,
Colletotrichum,
Cordana,
Curvularia,
Dactylaria,
Deightoniella,
Fusarium,
Guignardia,
Helminthosporium,
Nigrospora,
Periconiella,
Pestalotiopsis,
Phoma, Phomopsis

Thailand

PHOTITA etal. (2001)

Lycopersicon
Esculentum
(tomate)

(Solanaceae)

Trichoderma, 76

Fusarium,
Aspergillus,
Hypocrea,
Stemphylium,

Quénia

BOGNER et al. (2016)
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Altenaria,
Cochliobolus,
Trichoderma

Sorghum bicolor
(Poaceae)

Aspergillus, Fusarium, 107 Brasil
Penicillium,
Cladosporium,
Curvularia,
Syncephalastrum

RODRIGUES et al. 2018

Theobroma
(Cacau)
Malvaceae

cacao Acremonium, 147 Brasil

HANADA et al. (2010)
Arthrinium,
Aspergillus,
Clonostachys,
Colletotrichum,
Curvularia,
Fusarium,
Gliocladium,
Myrothecium,
Penicillium,
Pestalotiopsis

Theobroma
(Cacau)
Malvaceae

cacao Colletotrichum, 150 Brasil

RUBINI et al. (2005)
Cordyceps,
Crinipellis,
Diaporthe,
Fusarium,
Gibberella,
Lasiodiplodia,
Nectria,
Pestalotiopsis,
Phomopsis,
Pseudofusarium,
Verticillium

Theobroma
grandiflorum
(Cupuacu)

(Malvaceae)

Acremonium, 13 Brasil

HANADA et al. (2010)
Asteromella,

Lasiodiplodia,

Pestalotiopsis,

Phoma,

Annona
(pinha)
(Annonaceae)

squamosa Peniophora, 131 China

LIN etal. (2010)
Guignardia,

Phomopsis,

Diaporthe,

Cordyceps,

Fusarium,

Paecilomyces,

Pestalotiopsis,

Xylaria,
Annulohypoxylon,
Eupenicillium,

Penicillium,
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Aspergillus,
Pyrenochaeta,

Malus domestica Alternaria, 1385
(macd) Colletotrichum,

(Rosaceae) Cladosporium,
Xylaria,Botryosphae
ria,
Sporobolomyces,

Rhodotorula, Debaryo

myce, Cryptococcus,
Epicoccum

Brasil CAMATTI-SARTORI et
al. (2005)

Euterpe oleracea Xylaria, 3200
(acai) Letendraeopsis,
(Arecaceae) Hypoxylon,
Phomopsis,
Colletotrichum,
Phoma,  Ustulina,
Thozetella, Idriella,

Brasil RODRIGUES (1994)

Spondias  mombin  Colletotrichum, 822

(caja) Guignardia,
Phomopsis,
Drechslera,
Pestalotiopsis,
Phoma,
Phomatospora,
Phomopsis,
Trichoderma,
Wiesneriomyces,
Xylaria

Brasil
RODRIGUES; SAMUELS
(1999)

Anacardium Aspergillus, 160
occidentale Drechslera,
(caju) Guignardia,
Trichoderma

Brasil GUIMARAES et al. (2013)

Saccharum sp. (cana- Acremonium, 249

de-acucar) Alternaria,
Aspergillus,
Bionectria,
Chaetomium,
Chaetosphaeria,
Cladophialophora,
Cladosporium,
Colletotrichum,
Cunninghamella,
Curvularia,
Diaporthe,
Dokmaia,
Epicoccum,
Exophiala,
Fusarium,

Brasil ROMAO-DUMARESQ et
al. (2016)
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Mariannaea,
Microdochium,
Myrmecridium,
Myrothecium,
Nigrospora,
Paecilomyces,
Paraphaeosphaeria,
Penicillium, Phoma,
Phomopsis,
Pyricularia,
Resinicium,
Saccharicola,
Sagenomella,
Scolecobasidium,
Thielavia,
Thozetella,
Trichoderma

Prunus
(cereja)

cerasus Alternaria,
Aureobasidium,
Botrytis,
Cladosporium,
Epicocum,

15

Republica
Tcheca

HORTOVA:; NOVOTNY
(2011)

Gossypium

(algodéo)

hirsutum Acremonium,
Alternaria,
Bipolaris,
Cercospora,
Chaetomium,
Chaetomium,
Cochliobolus,
Phoma, Pleospora,
Polyporales,
Preussia,
Pseudozyma,
Verticillium,

1259

Texas

EK-RAMOS et al. (2013)

Bactris

(pupunha)

gasipaes Fusarium, Neotyphodiu,
Epicoccum,
Colletotrichum,
Alternaria

7

Brasil

ALMEIDA et al. (2005)

Triticum
(trigo)

aestivum  Alternaria,
Cladosporium,
Epicoccum,
Cryptococcus,
Rhodotorula,
Penicillium,
Fusarium,
Nigrospora, Phoma,
Pleospora,
hodotorula

722

Argentina

LARRAN et al. (2007)
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2.5 FUNGOS ENDOFITICOS EM CUCURBITACEAE
A familia Cucurbitaceae possui varios cultivares de interesse econdmico em

regibes semiaridas, e poucas espécies sdo encontradas em regides temperadas
(JEFFREY, 1980). Existem inumeros estudos sobre a comunidade de fungos endofiticos
em vérias plantas, incluindo cactos (SURYANARAYANAN et al., 2005), palmas
(FROHLICH et al., 1999), trigo (LARRAN et al., 2007) e banana (PHOTITA et al.,
2001). Entretanto, poucos estudos detalharam a comunidade de fungos endofiticos
associados as espécies de Cucurbitaceae. Em estudo realizado por Mu et al. (2010) em
Yanging de Pequim, China, foram isolados fungos endofiticos de 40 plantas de pepino
(Cucumis sativus) sem sintomas, incluindo diferentes cultivares em diferentes estagios
de desenvolvimento. Huang; Jiang (2015) investigaram a comunidade de fungos
endofiticos em folhas, raizes, caules, flores e frutos de meldo amargo (Momordica
charantia) em cinco locais na provincia de Guangdong, China. Em outro estudo, Xia et
al. (2019) estudaram a diversidade de fungos endofiticos em vérias espécies de plantas
de cultivo organico e convencional nos Estados Unidos, incluindo Citrullus lanatus
(melancia). Em estudo realizado por Reddy et al. (2014) em cucurbitaceas de diferentes
locais na India, um nimero total de 18 fungos endofiticos foram isolados.

No Brasil, Crous et al. (2018a), Crous et al. (2018b) descreveram Simplicillium
filiforme e Preussia citrullina, respectivamente, como endofiticos de folhas de Citrullus
lanatus. Em outro estudo, Silva et al. (2019) relataram Perenniporia centrali-africana
pela primeira vez como enddéfito para o mundo em folhas de Citrullus lanatus (Figura
2).
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Figura 2 - Localizacdo dos estudos que examinaram a diversidade de fungos endofiticos
em Cucurbitaceae

. Estados Unidos . [ndia O China .Brasil

Alem de pesquisas com fungos endofiticos, outros estudos registraram a
comunidade de bactérias endofiticas associadas a espécies de cucurbitaceas. Como o de
Glassner et al. (2015) que investigaram a diversidade de bactérias endofiticas em frutos
de Cucumis melo nos Estados Unidos. Khalaf; Raizada (2016) verificaram a comunidade
de endofiticos bacterianos em sementes de sete espécies de Cucurbitaceae, dentre elas
Cucumis melo, Cucumis sativus, Citrullus lanatus e Cucurbita moschata. Sharrock et al.
(1991) verificaram a incidéncia e o nimero de bactérias endofiticas em tecidos internos
de frutos de abdbora (Cucurbita maxima) na Nova Zelandia.

2.6 CUCURBITACEAE
2.6.1 Distribuicdo e importancia )
Aparentemente, Cucurbitaceae Juss. (1789) se originou na Asia no final do

periodo cretaceo (SCHAEFER et al. 2009). Essas plantas sdo de grande importancia para
econbmica mundial, compreendem cerca de 96 géneros e aproximadamente 1000
especies distribuidas principalmente nas regides tropicais e subtropicais do mundo, com
poucas espécies em regifes temperadas (RENNER, SCHAEFER 2016). Vinte oito
géneros e 159 espécies desta familia estdo distribuidos em todas as regides brasileiras,
em diferentes fitofisionomias, 23 géneros e 74 espécies sdo encontrados na regiao
Nordeste (FLORA DO BRASIL, 2020).
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Os géneros economicamente mais importantes estdo concentrados nas tribos
Cucurbiteae e Benincaseae. No mundo destacam-se como principais representantes de
importancia econdmica o meldo (Cucumis melo, L.), a melancia (Citrullus lanatus
(Thunb.) Matsun et Nakai), as abéboras (Cucurbita maxima, Duchesne, C. moschata,
Duchesne, C. pepo, L.), o pepino (Cucumis sativus L.), o chuchu (Sechium edule) e o
maxixe (Cucumis anguria L.) (FILGUEIRA, 2003). Outros géneros importantes da
familia sdo Trichosanthes, Benincasa, Mormodica, Bryonopsis e Corallocarpus, os quais
sdo ricos em cucurbitacinas, terpenos com propriedades citotoxica, antitumoral, anti-
inflamatoria, antifertilizante, curativa e antimicrobiana.

As Cucurbitaceae incluem plantas trepadeiras, herbaceas ou lenhosas, perenes ou
anuais, raramente arvores (Dendrosicyos) ou arbustos (Acanthosicyos). Possuem flores
unissexuais amarelas ou esbranquicadas, um ovario inferior com placentacédo parietal e
numerosas sementes que sdo relativamente grandes. Cerca de 50% de suas espécies sao
mondicas e 50% dioicas (SCHAEFER; RENNER 2011). Embora sua morfologia seja
diversificada sdo plantas facilmente reconhecidas pelo habito trepador, formando
gavinhas posicionadas a 90° em relacdo ao peciolo, folhas palmatilobadas ou compostas
(SCHAEFER; RENNER, 2011). Séo sensiveis a baixas temperaturas, porém ha espécies
com tubérculos subterraneos que suportam o clima frio em regides temperadas
(JEFFREY, 1980). Representantes desta familia estdo associados com a origem da
agricultura e estdo entre as primeiras espécies de plantas domesticadas. Seus frutos sao
nutritivos, antioxidantes, ricos em agua, acUcares e vitaminas. Suas sementes sdo
consumidas em diversos paises, sdo ricas em gordura, proteina, tiamina, niacina, célcio,
fésforo, ferro e magnésio (MENDES et al. 2008).

2.6.2 Aspectos gerais da cultura da melancia
Citrullus lanatus (Thumb.) Matsum. & Nakai pertence a subfamilia

Cucurbitoidadae, tribo Benincaseae (JEFFREY 1990; MAYNARD 2001). E uma espécie
anual, nativa da Africa, possui formas selvagens e cultivadas (DANE; LIU, 2007). Fursa
(1972) estabeleceu trés subespécies dentro de C. lanatus: subsp. vulgaris, subsp. lanatus
e subesp. mucosospermus. Citrullus lanatus subsp. vulgaris € amplamente cultivada,
possui frutos vermelhos e doces (MUJAJU et al., 2004). E possivel extrair um 6leo
comestivel das suas sementes, além de também serem consumidas torradas
(WASYLIKOWA; VEEN, 2004). A Subespécie lanatus € abundantemente encontrada

no deserto Kalahari, Africa Austral, é uma fonte essencial de 4gua e comida para regio
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(LEVI; THOMAS, 2005). A terceira subespécie C. lanatus subesp. Mucosospermus
representa o grupo de melancia tipo egusi, cultivada na Africa Ocidental, possui grandes
sementes comestiveis com um pericarpo carnoso (JEFFREY, 2001).

A melancia destaca-se como uma das frutas mais economicamente importantes
do mundo (YANG et al., 2018). Anualmente s&o produzidas cerca de 90 milhdes de
toneladas desse fruto, o qual est4 entre os cinco mais consumidos no mundo (FAO
2017). Entre os maiores produtores, mundiais, estdo a China, seguida da Turquia, Ird
e Brasil (FAO, 2017). No Brasil a area plantada com melancia em 2016 foi de 94.555
hectares, sendo produzida 2.090.432 toneladas do fruto (FAQ, 2017). A regido Nordeste
possui uma &rea plantada com 29.369 ha, destaca-se como maior produtora do Brasil
com 545.194 toneladas, seguida pelas regides Sul, Norte, Centro-Oeste e Sudeste do Pais
(IBGE, 2017). Em Pernambuco destacam-se como maiores produtores os municipios de
Inaj4, Ibimirim e Petrolandia (IBGE, 2017).

A melancieira caracteriza-se por ser uma planta herbacea, com ciclo anual
variando entre 60 e 120 dias, dependendo das condi¢cGes ambientais e do cultivar
utilizado, possui habito rastejante, com um sistema radicular do tipo pivotante. O caule
compde-se de ramos primarios e secundarios, que podem assumir disposic¢do radial ou
axial, com presenca de gavinhas. As folhas possuem disposicao alternada e geralmente
apresentam limbo com contorno triangular, recortado em trés ou quatro pares de I6bulos
e de margens arredondadas. As flores sdo simples, com pedinculo longo e delgado nas
flores masculinas e curto e grosso nas femininas (SOUZA et al., 2008).

E uma cultura de clima tropical, seu melhor desenvolvimento ocorre sob
temperaturas médias entre 23 °C e 28 °C. E sensivel as variacdes de fotoperiodo, maior
fotoperiodo favorece o crescimento e o florescimento da cultura, de modo que, sob
condicbes de dias quentes, longos e com alta luminosidade, as plantas tém
desenvolvimento acelerado, provocando ligeiro encurtamento do ciclo (SOUZA et al.,
2008). O fruto da melancia possui sabor agradavel, propriedades refrescantes e diuréticas
associadas ao baixo teor caldrico. Possui propriedades nutricionais e terapéuticas,
podendo ser utilizada no tratamento de problemas renais, intestinais e respiratorios
(PEIXOTO et al., 2006; BASTOS et al., 2008).
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2.6.3 Aspectos gerais da cultura da abdébora

Cucurbita pertence a subfamilia Cucurbitoidadae, tribo Cucurbiteae (RENNER,
SCHAEFER 2016). Espécies desse género estdo entre as primeiras plantas domesticadas
pelo homem (SMITH 1997; PEPERNO; TOTHERT 2003). As evidéncias sugerem que
2000 anos a.C. ja cultivava-se abdbora nas Américas, mais precisamente no nordeste do
México (RAMOS et al., 2010). No Brasil, a abdbora constituiu a base alimentar das
populacdes indigenas antes do periodo colonial (VERGER, 1987).

As espécies, C. moschata, C. pepo e C. maxima destacam-se como as mais
economicamente importantes no mundo (LOY 2004, BIKASH et al., 2018). O género
caracteriza-se por ser uma herbacea de crescimento rasteiro ou trepador, seus frutos
variam em forma e coloragdo, variando de amarelo intenso a laranja, possuem altos niveis
de carotenoides, principalmente a e B-caroteno, B-criptoxantina, luteina e zeaxantina, sdo
plantas bem adaptadas a regides de clima quente e seco (BIKASH etal., 2007, RAMOS
et al., 2010). As aboboras possuem altos niveis de tiamina, niacina, vitamina B6, ferro,
magnésio e fosforo. Além disso, possuem altos niveis de vitamina C, vitamina A,
vitamina E, potassio, cobre e manganés. Sao fontes de fibras dietéticas, pobre em gordura
saturada, colesterol e sodio. Embora suas sementes sejam ricas em gorduras, elas
compensam com altos niveis de proteina, magnésio e zinco (AJURU; NMOM 2017).
Além da importancia nutricional, espécies de Cucurbita destacam-se por possuirem
sementes com potencial para serem utilizadas como matéria prima na producdo de
biodiesel (SCHINAS et al., 2009; BIKASH et al., 2018).

A producdo mundial de abdboras em 2016 foi de 26,5 milhdes de toneladas (FAO,
2017). No Brasil, os dados referentes a comercializagdo séo escassos, sendo a ultima
informagdo disponivel em 2006, com area colhida de 86.735 ha e 384.912 toneladas
produzidas (IBGE, 2017). Os Estados do Nordeste representaram 52,3% da area
cultivada e 24,1% da producdo nacional, sendo os maiores produtores Bahia, Maranh&o
e Pernambuco (RESENDE et al., 2013). O cultivo de aboboras destaca-se na regiao
Nordeste, ocorrendo normalmente em pequenas propriedades rurais e em cultivos
comerciais, onde é considerada como cultura de subsisténcia (CARMO et al., 2011).
Dentre os cultivares existentes no Nordeste brasileiro, Cucurbita moschata é uma das
espécies mais apreciada pela populacéo e tem grande potencial para cultivos comerciais,
(SOUZA et al., 2012).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996911004881#bb0030
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2.6.4 Aspectos gerais da cultura do meléo
O género Cucumis inclui 66 espécies, pertence a subfamilia Cucurbitoidadae e

tribo Benincaseae (RENNER; SCHAEFER, 2016), Cucumis melo L. esta entre 0s
principais taxons de importancia econémica da familia Cucurbitaceae. Seu cultivo se d&
em regides temperadas e tropicais do mundo (GONZALO et al., 2005). S&o encontradas
quatro espécies pertencentes ao género Cucumis no Brasil: Cucumis anguria L.
(maxixe); Cucumis dipsaceus Ehrenb. (maxixe-bravo); Cucumis sativus L. (pepino) e
Cucumis melo L. (meldo) (FLORA DO BRASIL, 2020).

No Brasil 0 meldo destaca-se por ser um fruto muito consumido e de grande
popularidade (VARGAS et al., 2008). Em 2016 o pais foi responsavel pela producdo de
596.430 toneladas com 23.105 ha de area plantada (FAO, 2017). A China, seguida da
Turquia, Ird e Egito sdo os maiores produtores mundiais, responsaveis por mais de 71%
do total produzido (CARVALHO et al., 2017; FAO, 2017). Na América do Sul, o Brasil
ocupa o primeiro lugar em producdo, seguido da Venezuela e Argentina (FAO, 2017).
Todas as regiGes brasileiras sdo produtoras de meldo, porém na regido Nordeste
concentra-se cerca de 95% da producdo nacional, os Estados do Ceard, Rio Grande do
Norte, Bahia e Pernambuco sdo os principais produtores, contribuindo com 86,9% do
percentual regional (CARVALHO et al., 2017).

A ocorréncia das condicdes edafoclimaticas ideias para o desenvolvimento da
cultura no Nordeste brasileiro, tais como temperaturas apropriadas, insolacdo e
luminosidade, baixa umidade relativa do ar e presenca de solos férteis, favorecem o
desenvolvimento de frutos com elevados teores de solidos solUveis totais e com boa
aparéncia (CARVALHO et al., 2017).

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 AREA DE ESTUDO

As coletas foram realizadas em cultivos de melancia (Citrullus lanatus), melao
(Cucumis melo) e abdbora (Cucurbita moschata), todos gerenciados com uso de
pesticidas ou fungicidas, localizados no municipio de Petrolandia, sertdo pernambucano
(8°57'48"S 38°13'12"W). Este municipio possui uma area aproximada de 1.088,2 km? e
esta localizado na regido semiarida do estado de Pernambuco, Brasil. Caracteriza-se por
apresentar clima tropical semiérido do tipo BSh segundo a classificacdo de Kdppen
(KOPPEN, 1923), com temperatura média anual de 25°C e precipitacdo média anual em

torno de 435 mm, a vegetacdo predominante é a caatinga hiperxerdfila formada por
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espécies vegetais com elevada capacidade de retencéo de dgua. Os solos em sua maioria
séo arenosos (PARAHYBA et al., 2004).
3.2 COLETA DO MATERIAL

Foram realizadas coletas de folhas formadas de melancia (Citrullus lanatus) em
julho/2016, de meldo (Cucumis melo) em maio/2017 e abobora (Cucurbita moschata)
em abril/2018. Para a coleta foram escolhidas aleatoriamente trés areas de cultivo por
espécie de planta. Foram delimitados 36 pontos de coleta para cada planta, e foram
selecionados trés individuos vegetais em cada ponto, dos quais foram coletadas trés
folhas por planta. As folhas coletadas foram acondicionadas em sacos de papel
devidamente etiquetados, e transportadas ao Laboratério | da Po6s-Graduagdo em

Biologia de Fungos, para manipulacdo, no tempo maximo de 24 horas.

3.3 ISOLAMENTO DOS FUNGOS ENDOFITICOS

No laboratorio, as folhas foram lavadas em agua corrente para a remocdo da
poeira e outros residuos, e posteriormente submetidas a técnica de desinfestacdo para
eliminacdo dos micro-organismos epifiticos. Em condicBes assépticas as folhas
(cortadas) foram imersas em etanol 70% por 30 segundos, em hipoclorito de sédio (2%
de cloro ativo) por 1 minuto e 30 segundos e lavadas trés vezes em agua destilada
esterilizada (ARAUJO et al., 2002, modificado). Ap6s a desinfestacio das folhas, foram
retirados oito fragmentos de 2,5 x 2,5 mm (GAMBOA et al., 2002). Esses fragmentos
foliares foram distribuidos sobre o meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA)
acrescido de cloranfenicol (100 pg/mL) contido em placas de Petri e incubados a
temperatura ambiente (28 + 2°C) por até 30 dias, sendo observados diariamente e
qualquer coldnia fungica presente foi purificada, isolada e identificada. O controle de
eficiéncia de desinfestacdo foi confirmado pela inoculagdo de 1mL da ultima &gua de

lavagem em placas de Petri com 0 mesmo meio de cultura.

3.4 IDENTIFICACAO DOS FUNGOS
As leveduras endofiticas foram previamente cultivadas em meio de cultura Batata
Dextrose Agar (BDA). O processo de identificacdo consistiu na amplificacio dos
dominios D1/D2 do LSU rDNA utilizando os primers LR1 e LSU2 (VAN TUINEN et
al., 1998, SANTIAGO et al., 2014). Todos os fungos filamentosos isolados também
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foram cultivados em meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA). Ap6s sete a 15 dias
de crescimento foram avaliadas as caracteristicas macroscopicas e microscopicas dos
isolados, utilizando-se literatura especifica (ELLIS 1971, 1976; SUTTON 1980;
DOMSCH et al.1993; DOMSCH et al. 2007; DEIFERT et al., 2011). Especifica que so
as espécies foram sequenciadas.

3.5 CARACTERIZAC}AO MOLECULAR

3.5.1 Extracdo de DNA, amplificacdo (PCR) e sequenciamento

A biomassa dos fungos foi obtida a partir de culturas desenvolvidas em placas de
Petri contendo BDA, mantidas a 28°C por até sete dias. Todo micélio fungico foi
transferido para microtubos de 2 mL com tampa de rosca, acrescidos de 0,59 de esferas
de vidro (glass beads) com dois diametros diferentes na proporcao de 1:1 (acid-washed,
150-212um and 425-600um; Sigma, U.S. sieve). O material foi triturado por agitacédo
em alta velocidade em um FastPrep. A extracdo do DNA gendmico foi realizada, com o
material previamente triturado, conforme Gobes-Neto et al. (2005), que incluiu
homogeneizacdo do material em tampdo CTAB 2% e uma lavagem com cloroférmio:
alcool isoamilico (24:1), além de precipitacdo em isopropanol, lavagem em etanol 70%
e ressuspensao em 50 puL de agua ultrapura. Para amplificagcdo das regides ITS do rDNA,
foram utilizados os primers ITS1 e ITS4 (WHITE et al.,1990), para alguns taxons foram
amplificadas e sequenciadas outras regibes do DNA para melhor identificagcdo
taxonémica, para Aspergillus e Penicillium, foram amplificados os genes calmodulina e
b-tubulina, utilizando os iniciadores Bt2a/ Bt2b (GLASS; DONALDSON 1995) e
CMD5/CMD6 (HONG et al., 2006), respectivamente.

Os parametros para amplificacdo e as concentracdes dos reagentes (dNTPs,
cloreto de magnésio, Tag DNA polimerase e tampdo de reacdo) foram 0s mesmos
descritos por Oliveira et al. (2014). Controles negativos, contendo todos os componentes
exceto DNA, foram utilizados em cada procedimento para detectar possiveis
contaminagdes. Os produtos das extragdes de DNA e das reagdes de PCR (5 pL) foram
visualizados sob luz UV, a partir de gel de agarose 1%, corado com GelRed. Os produtos
de amplificagdo foram purificados com o “PureLink PCR Purification Kit” (Invitrogen),
seguindo as instrucdes do fabricante e encaminhados para a plataforma multiusuéria de
sequenciamento de DNA do Centro de Biologicas UFPE.

Os Cromatogramas foram analisados para a determinacéo da sequéncia consenso,

utilizando pregap e Gap4 do pacote Staden (STADEN et al., 2000). Apos a edigéo, todas
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as sequéncias foram utilizadas para busca das mais similares depositadas no banco de
dados GenBank do NCBI, utilizando a ferramenta BLASTn.

3.6 ANALISES FILOGENETICAS

Foram realizadas reconstrucfes filogenéticas para fungos filamentosos e
leveduriformes, a partir das regides ITS e LSU do rDNA, e os genes calmodulina e b-
tubulina. As sequéncias dos fungos foram alinhadas e editadas com MEGA, verséo 5,0
(TAMURA et al., 2007). O melhor modelo de nucleotideo para cada reconstrucédo
filogenética foi obtido usando Topali 2.5 (MILNE et al., 2004). As analises de inferéncia
bayesiana (1 x 106 geracBes) e maxima verossimilhanca (1.000 bootstraps) foram
realizadas, respectivamente, com MrBayes 3.1.2 (RONQUIST; HUELSENBECK 2003)
e PhyML (GUINDON; GASCUEL 2003), a partir do Topali 2.5 (Apéndice A).

3.7 ANALISE DA COMUNIDADE DOS ENDOFITOS

Para o célculo da frequéncia relativa (Fr), o numero de isolados de cada espécie
(frequéncia absoluta — Fa) foi dividido pelo numero total de isolados, sendo expressa em
termos percentuais (BEZERRA et al., 2013). Para determinar a riqueza de espécies,
consideraram-se os diferentes hospedeiros (trés espécies vegetais), a qual foi mensurada
como o0 numero de espécies observadas de acordo com a identificacdo morfolégica e
andlises filogenéticas das sequéncias de DNA dos fungos endofiticos. Foram
consideradas espécies raras aquelas que apresentaram um ou dois isolados por planta
(BEZERRA et al., 2013). Diagramas de Venn foram construidos utilizando a ferramenta
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/.

A diversidade foi estimada utilizando o indice de Shannon-Wiener (H'") (H=-X
ni/nIn (ni/n). A diferenca entre as médias do indice de diversidade para cada espécie
vegetal foi avaliada utilizando a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
utilizando o teste de Tukey (P < 0,05). Curvas de rarefacdo foram realizadas para indicar
se 0 numero de unidades amostrais foi suficiente para capturar totalmente a riqueza de
espécies utilizando fungdes do pacote do R “INEXT’ (HSIEH et al., 2016). O estimador
Jackknife de primeira ordem (Jackknifel) foi calculado utilizando a fungéo specpool do
pacote Vegan no software estatistico R (http://www.R-project.org).

Analise de Coordenadas Principais (PCoA) com base em dissimilaridades de
Jaccard foi usada para visualizar a composi¢do da comunidade de fungos endofiticos
entre as espécies vegetais. Analise de Espécies Indicadoras foi usada para determinar se
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algum téxon de fungo endofitico estava significativamente associado a uma (ou mais)
das trés espécies de plantas estudadas. Espécies foram consideradas indicadoras quando
apresentaram P< 0,05 e valores indicativos > 25% (DUFRENE; LEGENDRE 1997),
realizamos a analise utilizando a fun¢éo indval do pacote labdsv no software estatistico

R (http://www.R-project.org).

4 RESULTADOS

ARTIGO 1 - COMUNIDADE DE FUNGOS ,ENDOFI'TICOS EM FOLHAS DE
CUCURBITACEAE CULTIVADAS NO SEMIARIDO DO BRASIL

Resumo

Os fungos endofiticos desempenham importante papel ecoldgico quando associados as
plantas de ambientes semiaridos. Portanto, para melhor entender a distribuicdo desses
fungos em plantas dessas regides avaliamos a comunidade de fungos endofiticos em
folhas de trés espécies vegetais cultivada na regido semiarida do Nordeste do Brasil:
Citrullus lanatus, Cucurbita moschata e Cucumis melo. Um total de 706 fungos
endofiticos, distribuidos em 66 espécies foram encontrados. A micobiota associada é
composta principalmente por ascomicetos, 93% do total de taxons obtidos.
Dothideomycetes, Eurotiomycetes e Sordariomycetes foram as classes mais frequentes.
Né&o registramos diferencas na diversidade ou composicdo da comunidade de C. lanatus
e C. melo, mas observamos diferencas significativas na composi¢édo e diversidade da

comunidade de fungos endofiticos associados a C. moschata.

Introducéo

Fungos endofiticos ocorrem em tecidos vegetais saudaveis sem causar danos a
planta hospedeira (ARNOLD 2007; BEZERRA et al., 2017). Esses fungos séo
conhecidos como um grupo polifilético de grande diversidade, atuam promovendo o
crescimento da planta e contribuindo para adaptacdo do vegetal ao estresse abidtico e
bidtico, aumentando a resisténcia a seca e estresse hidrico, assim como a tolerancia a
altas temperaturas e alta salinidade (REDMAN et al., 2002; ARNOLD et al., 2003;
WALLER et al., 2005; ALY et al., 2010).

Alguns estudos mostram a importancia da contribuicao ecologica desses fungos

em plantas de regides secas. Essas regides constituem um ambiente promissor de
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pesquisas para examinar e caracterizar a relacdo simbidtica entre plantas e fungos
(KHIDIR et al., 2010). A ecologia e a comunidade de fungos endofiticos em plantas
dessas regiGes podem ser influenciadas por muitos fatores, como temperatura, umidade,
precipitacdo, caracteristicas nutricionais da planta (PIETERSE et al., 2018), estagio
fenologico (DALAL; KULKARNI 2014); preferéncias por 6rgdos e tecidos (GAZIS;
CHAVERRI 2010), além do hospedeiro (SAIKKONEN 2007). Esses fatores podem
desempenhar um papel importante na determinacdo da composi¢do da comunidade de
fungos endofiticos. Entender como eles afetam a distribuicdo desses fungos pode ajudar
a projetar um gerenciamento adequado do ecossistema, especialmente em regibes aridas
e semiéridas (DOUST et al., 2019).

Na literatura, os fatores ambientais sdo bem documentados e mostram que estéo
correlacionados com a composic¢do da comunidade de fungos endofiticos (ESCHEN et
al.,, 2010; ZIMMERMAN; VITOUSEK 2012; WHITAKER et al., 2018). Estudos
anteriores mostram, também, que diferentes espécies hospedeiras possuem distintas
comunidade de fungos endofiticos. Em um estudo realizado por Kembel; Mueller (2014)
em diferentes espécies vegetais, em uma floresta tropical, foi observado que a identidade
taxondmica das arvores poderia explicar mais da metade da diferenca na composicao da
comunidade de fungos. Em outra pesquisa, Liu et al. (2019) evidenciaram diferencas
significativas na comunidade de fungos endofiticos associada a espécies hospedeiras
filogeneticamente relacionadas.

Apesar de varios estudos relatarem a associacdo estabelecida entre fungos
endofiticos e diversos vegetais, poucos detalharam a comunidade de fungos associados
as espécies de Cucurbitaceae. Por exemplo, Mu et al. (2010) exploraram a comunidade
de fungos endofiticos em 40 plantas de pepino (Cucumis sativus) sem sintomas,
incluindo diferentes cultivares em diferentes estagios de desenvolvimento em Yanging
de Pequim, China. Huang; Jiang (2015) investigaram a comunidade de fungos
endofiticos em diversos 6rgdos de meldo amargo (Momordica charantia) em cinco locais
na provincia de Guangdong, China. Em outro estudo, Xia et al. (2019) estudaram a
diversidade de fungos endofiticos em vérias espécies de plantas de cultivo organico e
convencional nos Estados Unidos, incluindo Citrullus lanatus (melancia).

A familia Cucurbitaceae Juss. (1789) é de grande importancia econdmica
mundial, compreende cerca de 96 géneros e aproximadamente 1000 espécies distribuidas

principalmente nas regides tropicais e subtropicais do mundo, com poucas espécies em
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regides temperadas (SCHAEFER; RENNER 2016). Vinte oito géneros e 159 espécies
estdo distribuidos em todas as regides brasileiras, em diferentes fitofisionomias, dos
quais 23 géneros e 74 espécies sdo encontrados na regido Nordeste (FLORA DO
BRASIL, 2020). No Mundo destacam-se como principais representantes de importancia
econdmica o meldo (Cucumis melo, L.), a melancia (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsun
et Nakai), as abdboras (Cucurbita maxima, Duchesne, C. moschata, Duchesne, C. pepo,
L.), o pepino (Cucumis sativus L.), o chuchu (Sechium edule) e o maxixe (Cucumis
anguria L.) (FILGUEIRA 2003). Outros géneros importantes da familia sdo
Trichosanthes, Benincasa, Mormodica, Bryonopsis e Corallocarpus, esses membros sao
ricos em cucurbitacinas (terpenos com propriedades citotoxica, antitumoral, anti-
inflamatdria, antifertilizante, curativa e antimicrobiana).

A distribuicdo de fungos endofiticos em plantas de regifes secas é uma pergunta
intrigante e para entender melhor a dindmica ecoldgica desse grupo fungos em folhas de
Cucurbitaceae, analisamos a diversidade e o perfil da comunidade fungica endofitica
associada a: Citrullus lanatus, Cucurbita moschata e Cucumis melo cultivadas na regido
semiarida. Focamos como principal hipotese que a distribuicdo dos fungos endofiticos

seja modulada pela espécie hospedeira.

RESULTADOS

Diversidade de fungos endofiticos
Foram utilizados 2.592 fragmentos foliares para isolamento de fungos, dos quais 706
fungos endofiticos foram recuperados. Com base em caracteres morfoldgicos e analises
filogenéticas (Apéndice A), foram identificados 39 géneros e 66 espécies de fungos
endofiticos distribuidos entre os filos Ascomycota, Basidiomycota e Mucoromycota
(Tabela 1).

Do total de fungos isolados, 646 eram filamentosos e 60 foram leveduriformes.

Os isolados fangicos foram principalmente Ascomycota (93% dos isolados), com alta
frequéncia relativa de organismos das classes Dothideomycetes (379 isolados, 53.68%)
Eurotiomycetes (166 isolados 23.51%) e Sordariomycetes (88 isolados 12.46%). Os 658
isolados pertencentes ao filo Ascomycota foram atribuidos a 13 ordens: Pleosporales
(307 - 46.66%), Eurotiales (166 - 25.23%), Capnodiales (54 - 8.21%), Glomerellales (40
- 6.08%), Saccharomycetales (25 - 3.8%), Xylariales (25 - 3.8%), Sordariales (14 -
2.13%), Dothideales (12 - 1.82%), Hypocreales (5 - 0.76%), Mycosphaerellales (4 -
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0.61%), Coniochaetales (2 - 0.3%), Botryosphaeriales (2 - 0.3%) e Myrmecridiales (2 -
0.3%). Para o filo Basidiomycota, foram encontrados representantes de quatro classes:
Ustilaginomycetes (23 isolados - 3.26%), Tremellomycetes (11 isolados - 1.56%),
Agaricomycetes (3 isolados - 0.42%) e Microbotryomycetes (1 isolado - 0.14%), os quais
estdo distribuidos em seis ordens. Mucoromycota foi representado por apenas uma classe
e uma ordem, Mucoromycetes (10 isolados - 1.42%) e Mucorales, respectivamente.

A comunidade de fungos endofiticos associada as espécies de curcubitaceas foi
dominante por fungos pertencentes as classes Dothideomycetes e Eurotiomycetes. Os
géneros Alternaria (29,18%), Aspergillus (15,7%), Cladosporium (7,65%), Exserohilum
(7,64%) e Penicillium (7,51%) foram os mais frequentes (Tabelal). Quatro espécies se
destacaram com os maiores valores de frequéncia relativa, Alternaria sp.1 (150 isolados
- 21,25 %), Aspergillus austroafricanus (108 isolados - 15,3%), Alternaria sp.2 (56
isolados - 7,93%) e Penicillium oxalicum (53 isolados - 7,51%).

De todas as espécies encontradas, 38 foram representadas por um ou dois
isolados e foram consideradas espécies raras. Apenas cinco (7,5%) espécies de fungos
endofiticos foram comuns nas trés espécies de plantas. A micobiota endofitica analisada
em plantas de cucurbitaceas é dominada por um grupo de espécies raras ou ocasionais.
Além disso, alguns isolados mostraram uma baixa similaridade com as sequéncias
encontradas no banco de dados do GenBank, sugerindo novos taxdns de fungos para a
ciéncia. A maioria das espécies encontradas neste estudo é comumente relatada como
endofiticas em plantas tropicais, contudo, Perenniporia centrali-africana e Mucor
merdicola, estdo sendo listadas pela primeira vez como espécies endofiticas para mundo
(Silva et al., 2019).
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Tabela 1 — Espécies de fungos endofiticos com frequéncia absoluta (fa), frequéncia relativa (Fr), e espécies indicadoras com respectivo valor indicador (1V)
e valor P (P) isoladas de folhas sadias de Cucurbita moschata, Citrullus lanatus e Cucumis melo cultivadas no semiarido brasileiro.

Cédigo Ascomycota C. moschata  C. lanatus  C. melo fa Fr (%) V(% P
M165, ME419, B848 Alternaria sp.1 32 108 10 150 21,25 44 0.001
B931 Alternaria sp.2 56 - - 56 7,93 75 0.001
M251 Annulohypoxylon sp. - 1 - 1 0,14 2.7 1.00
ME432, M252 Aspergillus austroafricanus Jurjevi¢, S.W. Peterson & - 19 62 81 11,47 44 0.001
B.W. Horn
M260, ME442 Aspergillus sydowii (Bainier & Sartory) Thom & Church - 6 15 21 2,97 17 0.011
ME382 Aspergillus hortai (Langeron) C.W. Dodge - 1 1 0,14 27 1.00
ME384 Aspergillus tamarii Kita - - 1 1 0,14 27 1.00
ME441, ME312 Aspergillus flocculosus Frisvad & Samson - - 3 3 0,42 8.3 0.101
ME292 Aspergillus subramaniani Visagie, Frisvad & Samson - - 1 1 0,14 2.7 1.00
B709 Aspergillus pseudoglaucus Blochwitz 1 - - 1 0,14 2.7 1.00
B1009 Aspergillus sp. 2 - - 2 0,28 55 0.322
M141, ME281 Amesia sp. - 3 1 4 0,57 6.2 0.315
M209 Aureobasidium sp. 1 4 1 6 0,85 3.7 0.780
B649, ME492, M493 Aureobasidium melanogenum (Herm.-Nijh.) Zalar, Gostincar 1 4 1 6 0,85 3.7 0.769
& Gunde-Cim.
M173 Candida parapsilosis (Ashford) Langeron & Talice - 25 25 3,6 11 0.001
B993 Cercospora musigena Crous & U. Braun 4 - - 4 0,57 11 0.044
B849 Colletotrichum sp. 1 19 - - 19 2,69 41 0.001
B1009 Colletotrichum sp. 2 1 - - 1 0,14 2.7 1.00
B892 Colletotrichum sp. 3 6 - - 6 0,85 11 0.027
B638 Colletotrichum sp. 4 9 - - 9 1,27 11 0.032
B754 Corynascus similis Stchigel, Cano & Guarro, 7 - - 7 0,99 19 0.003
B1049 Coniochaeta sp. 2 - - 2 0,28 55 0.316
B895 Curvularia aeria (Wakker) Boedijn 2 - - 2 0,28 2.7 1.00
M133 Curvularia caricae-papayae H.P. Srivast. & Bilgrami - 2 - 2 0,28 55 0.340
M122 Curvularia brachyspora Boedijn - 2 - 2 0,28 55 0.332
M25 Curvularia subpapendorfii (Mouch.) Manamgoda, Rossman - 2 - 2 0,28 2.7 1.00
& K.D. Hyde
M206 Curvularia spicifera (Bainier) Boedijn - 2 - 2 0,28 55 0.342
ME280, ME330 Curvularia verruculosa Tandon & Bilgrami ex M.B. Ellis - - 11 11 1,56 13 0.013
M256, ME416 Cladosporuim sp. - 29 11 40 5,67 28 0.001
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B1028, ME417 Cladosporium colocasiae Sawada 12 - 2 14 1,98 26 0.001
ME367 Chaetomiumm sp. - - 1 1 0,14 2.7 1.00
B764 Chaetomium globosum 2 - - 2 0,28 55 0.308
M127, B832, B645, E319 Exserohilum rostratum (Drechsler) K.J. Leonard & Suggs 22 4 1 27 3,82 29 0.001
B974 Exserohilum holmii (Luttr.) K.J. Leonard & Sugg 27 - - 27 3,82 50 0.001
M240 Epicoccum sp. - 1 - 1 0,14 2.7 1.00
M11, B731 Ectophoma sp. 1 1 1 - 2 0,28 13 1.00
B689 Ectophoma sp. 2 4 - - 4 0,57 8.3 0.101
B701 Fusarium sp. 1 - - 1 0,14 2.7 1.00
B986 Gibellulopsis sp. (Pethybr.) Zare, W. Gams & Summerb 5 - - 5 0,71 8.3 0.109
M219 Hypoxylon monticulosum Mont. - 1 - 1 0,14 2.7 1.00
B699 Macrophomina pseudophaseolina Crous, M.P. Sarr & Ndiaye 2 - - 2 0,28 5.5 0.302
M254, ME499 Myrmecridium sp. - 1 1 2 0,28 2.7 1.000
ME297 Neocosmospora falciformis (Carrion) L. Lombard & Crous - - 1 1 0,14 2.7 1.00
M91, ME287 Nigrospora sp. - 3 7 10 1,42 11 0.077
B913 Nigrospora hainanensis Mei Wang & L. Cai 13 - - 13 1,84 19 0.002
M54, B820 Preussia sp. 13 1 - 14 1,98 28 0.001
M245 Preussia citrullina R.M.F. Silva, R.J.V. Oliveira, Souza- - 1 - 1 0,14 2.7 1.000
Motta, J.L. Bezerra & G.A. Silva
ME313 Preussia minima (Auersw.) Arx - - 1 1 0,14 2.7 1.000
M203 Periconia macrospinosa Lefebvre & Aar.G. Johnson - 1 - 1 0,14 2.7 1.000
M147, B964 Periconia sp. 1 1 - 2 0,28 13 1.000
ME370 Penicillium oxalicum Currie & Thom - - 53 53 7,51 55 0.001
M241, M142 Simplicillium filiforme R.M.F. Silva, R.J.V. Oliveira, Souza- - 2 - 2 0,28 55 0.332
Motta, J.L. Bezerra & G.A. Silva
ME283 Sarocladium implicatum (J.H. Mill., Giddens & A.A. Foster) - - 1 1 0,14 2.7 1.000
A. Giraldo, Gené & Guarro
M255 Talaromyces sp. 1 - 1 - 1 0,14 2.7 1.000
ME504 Talaromyces sp. 2 - - 1 1 0,14 2.7 1.00
Basidiomycota
B982 Coprinopsis calospora (Bas & Uljé) Redhead, Vilgalys & 1 - - 1 0,14 0.27 1.00
Moncalvo
M244 Cryptococcus albidus var. albidus (Saito) C.E. Skinner - 2 - 2 0,28 55 0.307
M248, M223, B263, ME500 Dirkmeia churashimaensis (T. Morita, Y. Ogura, M. 1 20 1 22 3,12 25 0.003

Takash., N. Hirose, T. Fukuoka, Imura, Y. Kondo &
Kitamoto) F.Y. Bai, Q.M. Wang, Begerow & Boekhout
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M241 Papiliotrema laurentii (Kuff.) Xin Zhan Liu, F.Y. Bai, M. - 5 2 7 0,99 7.9 0.212
Groenew. & Boekhout
M143 Papiliotrema sp. - 1 - 1 0,14 2.7 1.000
M208 Pseudozyma sp. - 1 - 1 0,14 2.7 1.000
M239 Perenniporia centrali-africana Decock & Mossebo - 1 - 1 0,14 2.7 1.000
M271 Pleurotus djamor (Rumph. ex Fr.) Boedijn - 1 - 1 0,14 2.7 1.000
M262 Rhodotorula sp. - 1 - 1 0,14 2.7 1.000
B772 Trichosporon asahii var. asahii Akagi ex Sugita, A. 1 - - 1 0,14 2.7 1.000
Nishikawa & Shinoda
Mucoromycota
B723 Mucor merdicola C.A.F. de Souza & A.L. Santiago 10 - - 10 1,42 16 0.007
Total 259 257 190 706 100,00

Obs: tdxons em negritos sdo considerados indicadores (IV > 25%, P < 0.05).
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Composicdo da comunidade de fungos endofiticos por hospedeiro

A influéncia das espécies de cucurbitaceas na composi¢do da micobiota
endofitica foi investigada e a distribui¢do dos principais grupos taxonémicos nas trés
espeécies vegetais examinadas foi comparada.

As trés espécies vegetais compartilharam um padrdo semelhante de
distribuic@o das principais ordens (Gréfico 1), com algumas diferencas. Pleosporales
e Eurotiales foram os grupos de fungos mais abundantes, sendo Pleosporales o mais
frequente em C. moschata e C. lanatus, seguido por Eurotiales que foi mais abundante
em C. melo. Algumas ordens como Glomerellales e Saccharomycetales foram
especialmente abundantes especificamente em C. moschata e C. lanatus,
respectivamente.

Alternaria foi o género dominante em C. moschata e C. lanatus. No entanto,
C. melo teve Aspergillus e Penicillium como os mais frequentes. Dentre as espécies,
Alternaria sp.2 e Alternaria sp.1 foram as mais frequentes para C. moschata.
Enguanto em C. lanatus Alternaria sp.1 foi a mais representativa. J& em folhas de C.
melo Aspergillus austroafricanus e Penicillium oxalicum foram as espécies
dominantes.

Gréfico 1- Distribuicdo dos grupos de ascomicetos como enddéfitos das espécies de
Cucurbitaceae (Cucumis melo; Cucurbita moschata e Citrullus lanatus).
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Para melhor elucidar a distribuicdo das espécies de fungos entre as trés
espécies de plantas, diagramas de venn foram construidos (Figura 3). Apenas cinco
espécies, Alternaria sp.l, Aureobasidium sp., Aureobasidium melanogenum,
Exserohilum rostratum e Dirkmeia churashimaensis foram comuns aos trés taxons de
cucurbitaceas. As plantas de C. lanatus e C. melo compartilharam sete tdxons, os quais
ndo foram encontrados em C. moschata (Aspergillus austroafricanus, Aspergillus
sydowii, Amesia sp. Cladosporuim sp., Myrmecridium sp. schulzeri, Nigrospora sp.
e Papiliotrema laurentii). Trés tdxons foram comuns as espécies C. lanatus e C.
moschata, (Ectophoma sp.1 Periconia sp. e Preussia sp.). Ja as plantas C. melo e C.
moschata compartilharam apenas um taxon, Cladosporium colocasiae.

Os diagramas, que ilustram o compartilhamento de tdxons de fungos entre as
espécies vegetais, revelaram muitas espécies Unicas que ocorriam em apenas uma
espécie vegetal. Das 66 espécies encontradas, 18 ocorreram apenas em C. lanatus, 21
foram exclusivas de C. moschata e 11 foram encontradas apenas em C. melo. A
andlise de espécies indicadoras identificou 14 espécies como boas indicadoras para as
diferentes plantas estudadas. Oito delas para C. moschata, quatro para C. lanatus e
duas para C. melo (Tabela 1). Alternaria sp.2 (IV 75%) e Exserohilum holmii (I 50%)
foram consideradas as melhores espécies indicadoras para C. moschata. Enquanto
Alternaria sp.1 (IV 44%) foi a melhor para C. lanatus. Em C. melo, apenas Aspergillus
austroafricanus (IV 44%) e Penicillium oxalicum (IV 55%) tiveram valores de
espécies indicadoras significativos.

Figura 3- Diagrama de Venn indicando o nimero de espécies comuns entre Citrullus

lanatus, Cucumis melo e Cucurbita moschata..

C. lanatus C. melo

C. moschata
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As curvas de rarefacdo para cada planta foram feitas para investigar a relacao
entre 0 numero de tdxons de fungos obtidos no estudo e o esfor¢co amostral (Figura
4). Nenhuma das curvas atingiram a assintota, indicando que o numero total de
espécies esperadas ndo foi encontrado, isso sugere que a rigueza continuaria a
aumentar com um maior esforco amostral. Com base no Jackknife de primeira ordem
(Jackknife 1), a riqueza estimada foi de 48 tdxons para C. lanatus, no entanto apenas
33 especies foram recuperadas, correspondendo a 68%. Para C. moschata estimou-se
40 espécies, onde 30 foram recuperadas, correspondendo a 82% da riqueza estimada.
Ja para C. melo a riqueza estimada era de 38 espécies, onde 24 foram recuperadas,
correspondendo a 63%. Apesar do nimero de tdxons isolados por espécies de planta
ser semelhante, estatisticamente o indice Shannon-Wiener (H") revelou que C.
moschata apresenta a maior diversidade de fungos endofiticos, enquanto C. lanatus e

C. melo apresentaram niveis de diversidade semelhantes (Figura 5).
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Figura 4- Curvas de rarefacdo do numero de espécies de fungos endofiticos em relagédo
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Figura 5- Indice de diversidade de Shannon-Wiener (H') de fungos endofiticos
encontrados em (Cucurbita moschata, Citrullus lanatus e Cucumis melo). Letras
diferentes indicam diferenca significativa (Tukey ao nivel de P < 0,05).
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A analise de Coordenadas Principais (PCoA) indicou que a comunidade de
fungos endofiticos de C. moschata difere dos fungos associados as folhas de C.
lanatus e C. melo. Porém ha uma sobreposicdo na composi¢cdo da comunidade de
fungos associados a C. lanatus e C. melo, sugerindo que os dois hospedeiros possuem
um perfil de comunidade de fungos endofiticos semelhante (Figura 6).

Figura 6-Andlise de Coordenadas (componentes) Principais (PCoA) baseado na
dissimilaridade de Jaccard, mostrando a influéncia das espécies hospedeiras na
composic¢do da comunidade de fungos endofiticos em espécies filogeneticamente

proximas (Cucurbita moschata, Citrullus lanatus e Cucumis melo).
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DISCUSSAO

Analisamos a diversidade e a composicdo da comunidade de fungos
endofiticos em trés espécies de Cucurbitaceae cultivadas no semiérido brasileiro. Em
geral a micobiota associada € composta principalmente por ascomicetos que
representaram 93% do total de taxons obtidos. Dothideomycetes, Eurotiomycetes e
Sordariomycetes foram as classes mais frequentes. Observamos um numero
relativamente baixo de espécies dominantes e um nimero consideravelmente alto para
espeécies raras. Esse padrdo de distribuicdo também foi observado em outros estudos
que investigaram a comunidade de endéfitos foliares (HOFFMAN; ARNOLD, 2007;
CORREIA et al., 2017; SANTAMARIA et al., 2018), sugerindo que provavelmente
ha espécies sem preferéncia de hospedeiro e adaptadas a varias condi¢des, enquanto
outras podem ter uma certa preferéncia ecolégica sendo mais restritas em suas
distribuicbes (SANTAMARIA et al., 2018). O dominio dos ascomicetos e a baixa
proporcdo de taxons de basidiomicetos e zygomicetos na micobiota endofitica do
presente estudo, também é observado na maioria das pesquisas que investigam a
comunidade de fungos endofiticos em regides tropicais (ARNOLD, 2007; LORO et
al., 2012; BEZERRA et al., 2013; GARCIA et al., 2013; ZIDA et al., 2014; REN et
al., 2019). Além disso, as classes citadas possuem membros cosmopolitas, comumente
encontrados como endofitos, patégenos ou saprébios (SCHOCH et al., 2006;
HONGSANAN et al., 2017; LUO et al., 2017).

Todas as espécies vegetais apresentaram muitos taxons exclusivos. No
entanto, os grupos de fungos mais abundantes (Pleosporales e Eurotiales) ocorreram
em todas as espécies de Cucurbitaceae. Porém, Pleosporales foi mais dominante na
comunidade de C. moschata e C. lanatus, enquanto Eurotiales foi dominante em C.
melo. Essas ordens sdo cosmopolitas e comumente registradas em varios estudos de
diversidade de fungos endofiticos em regides tropicais (FERNANDES et al., 2015;
PADUA et al., 2018; Li et al. 2018; LACERDA et al., 2018; RASHMI et al., 2019).
Resultados semelhantes foram observados por Xia et al., (2019) estudando a
diversidade de fungos endofiticos em varias espécies de plantas em cultivo organico
e convencional no Estados Unidos, incluindo Citrullus lanatus. Esses grupos de
fungos também ja foram isolados de plantas como, Bouteloua gracilis no deserto no
Novo México (PORRAS-ALFARO et al., 2008) e em folhas de Myracrodruon

urundeuva (Anacardiaceae) na floresta tropical seca brasileira (PADUA et al., 2018).
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Neste estudo os fungos dominantes estdo distribuidos nos géneros Alternaria,
Aspergillus, Cladosporium, Exserohilum e Penicillium. Todos possuem
representantes patdgenos de cucurbitaceas (BASHIR et al., 2011; PAUL et al., 2015;
DUCHOVSKIENE; KUPCINSKIENE 2017; CHOUDHARY et al, 2018;
PORNSURIYA; CHITPHITHAK 2018). No entanto, j& foram relatados como
enddfitos de diversos vegetais incluindo Momordica charantia (meldo amargo)
(HUANG; JIANG 2015) e Citrullus lanatus (melancia) (XIA et al., 2019). Além
disso, alguns podem desempenhar papéis significativos no crescimento das plantas,
absorcéo de nutrientes e defesa contra patogenos (JAGROOP et al. 1991; AHMAD et
al., 2010; SU et al., 2011). Nossos resultados foram semelhantes a outros estudos,
como o observado por NIU et al. (2010) que relataram a presenca de 20 diferentes
taxons de fungos endofiticos em 40 plantas de cucurbitaceas, entre os principais
géneros identificados estavam Alternaria, Aspergillus, Chaetomium e Cladosporium.
Esses fungos sdo generalistas e possivelmente evoluiram com as adaptacOes
necessarias para prosperar em uma variedade de hospedeiros e diversos ambientes
(RASHMI et al., 2019). A observacdo de varias espécies indicadoras para as diferentes
espécies de Cucurbitaceae sugere que, além do hospedeiro, € possivel que as
condicBes ambientais favorecam a esporulacdo e distribuicdo dessas espécies (DE
ASSIS et al., 2016).

Aproximadamente 57% do total das espécies encontradas foram isoladas
apenas uma ou duas vezes, sugerindo que o aumento da amostragem revelaria uma
maior diversidade de fungos endofiticos nas espécies de cucurbitéceas, isto é apoiado
pelo nosso resultado na curva de rarefagdo, que também indica que a diversidade de
fungos continuaria a aumentar com um maior esforco amostral. Este resultado € um
padréo frequentemente encontrado em estudos de ecologia de comunidade de fungos
endofiticos em ambientes tropicais (BEZERRA et al., 2013; OONO et al., 2015;
CLAY et al., 2016; VAZ et al., 2018, PADUA et al., 2018). Loro et al. (2012)
estudando a comunidade de fungos endofiticos em gramineas na regido semiarida na
Venezuela relataram que 19% dos géneros foram representados por um unico isolado.
Segundo Santamaria et al. (2018) algumas espécies podem ter uma menor capacidade
de propagacdo sendo mais restritas na sua disseminagdo. Esses endoéfitos, também,
tendem a ser especificos ao hospedeiro, o que pode influenciar sua distribuicéo e gerar
certa preferéncia dos endofitos por algumas espécies vegetais (CHAUHAN et al.,


https://www.cabdirect.org/cabdirect/search/?q=au%3a%22Duchovskien%c4%97%2c+L.%22
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2019). O papel ecoldgico e a especificidade com o hospedeiro das espécies raras ainda
séo desconhecidas (ARNOLD, 2007).

A composicéo e a diversidade dos fungos endofiticos podem ser influenciadas
por uma variedade de fatores, como o hospedeiro e condi¢6es ambientais locais (LAU
etal., 2013; PERSOH 2013; ZHANG; YAO 2015). Nossos resultados mostraram que
a composicdo e a diversidade da comunidade de enddfitos associada a C. moschata
difere da comunidade de C. lanatus e C. melo, as quais possuem um perfil mais
semelhante. Embora as trés espécies de plantas filogeneticamente pertencem a mesma
familia e subfamilia, elas diferem por estarem em tribos diferentes (SCHAEFER;
RENNER 2011). Possivelmente as diferentes espécies vegetais estejam influenciando
a estrutura da comunidade de fungos endofiticos, indicando que talvez haja algum
grau de especificidade ao hospedeiro. Pesquisas anteriores verificaram resultados
semelhantes ao presente estudo, Dastogeer et al. (2018) e Liu et al. (2019), observaram
que a estrutura da comunidade de endofitos em diferentes espécies de Nicotina e
Ficus, respectivamente, foi altamente influenciada pelo hospedeiro. Segundo Liu et
al. (2019) a identidade do hospedeiro é o principal fator a moldar a composi¢édo da
comunidade de fungos endofiticos em espécies vegetais que compartilham um habitat
semelhante. Além disso, as diferencas observadas na diversidade de fungos entre as
plantas, também, podem estar correlacionadas as caracteristicas intrinsecas de cada
hospedeiro, como caracteristicas fisicas e quimicas da folha, as quais podem mediar
as interacOes entre os endofitos, influenciando na composicdo da comunidade de
fungos no hospedeiro (CORREIA et al., 2018; LIU et al., 2019).

Para entender melhor a estrutura da composicdo das comunidades de fungos
endofiticos é necessario um estudo mais amplo utilizando diversos fatores, além do
hospedeiro. Nesta pesquisa, relatamos que a espécie hospedeira pode ser um fator
principal que molda a composi¢do da comunidade de fungos endofiticos, no entanto
€ necessaria uma investigacdo mais profunda para fornecer respostas ambientais que
estdo relacionadas a ocorréncia desses organismos de acordo com as plantas

hospedeiras.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os fungos endofiticos ja foram encontrados colonizando os tecidos em todas
espécies de plantas até 0 momento estudas, esses fungos estabelecem um conjunto
diversificado de interacfes bioldgicas com os hospedeiros vegetais em diferentes
ambientes. O presente estudo revelou que as espécies de Cucurbitaceae cultivadas na
regido semiarida possuem uma rica diversidade de fungos endofiticos, um ndmero
predominante de espécies raras, registro de novos taxons para ciéncia e ocorréncia de
espécies registradas pela primeira vez como enddfito para mundo. Além disso, a
diversidade e composicdo da comunidade de fungos endofiticos em diferentes
espécies vegetais na regido semiarida do Brasil sdo influenciadas, principalmente,
pela espécie hospedeira.

Devido as condigdes ambientais, as regides semiaridas e aridas constituem um
ambiente promissor de pesquisas para examinar e caracterizar a relagdo simbidtica
entre plantas e fungos. Entender os possiveis fatores que moldam a composicédo de
fungos em relacéo ao hospedeiro nessas regides pode contribuir para compreensao do
papel ecoldgico desses organismos além de gerar subsidios para futuros estudos.
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APENDICE

APENDICE A- arvores filogenéticas

Figura 1. Arvore de inferéncia bayesiana obtida a partir da analise filogenética das
sequéncias dos genes B-tubulina (BenA) dos membros de Aspergillus. Os valores de
suporte > 70% mostrados nos nds sdo das analises bayesiana e de méxima
verossimilhanca, respectivamente. Sequéncias obtidas nesse estudo estdo marcadas
em negrito.
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Figura 2. Arvore de inferéncia bayesiana obtida a partir da analise filogenética das
sequéncias de calmodulina (CAM) dos membros de Penicillium. Os valores de
suporte > 70% mostrados nos nds sdo das analises bayesiana e de maxima
verossimilhanga, respectivamente. Sequéncia obtida nesse estudo est4d marcada em

negrito.
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Figura 3. Arvore de inferéncia bayesiana obtida a partir da analise filogenética de
sequéncias do LSU rDNA (D1/D2). Os valores de suporte > 70% mostrados nos nds
sdo das andlises bayesiana e de méaxima verossimilhanca, respectivamente.
Sequéncias obtidas nesse estudo estdo marcadas em negrito.
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Figura 4. Arvore de inferéncia bayesiana obtida a partir da analise filogenética de
sequéncias da regido ITS do rDNA. Os valores de suporte > 70% mostrados nos nos

sdo das andlises bayesiana e de maxima verossimilhanca,

respectivamente.

Sequéncias obtidas nesse estudo estdo marcadas em negrito.
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Figura 5. Arvore de inferéncia bayesiana obtida a partir da analise filogenética de
sequéncias da regido ITS do rDNA. Os valores de suporte > 70% mostrados nos nos
sdo das andlises bayesiana e de maxima verossimilhanca,

Sequéncias obtidas nesse estudo estdo marcadas em negrito.
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APENDICE B- Preussia citrullina R.M.F. Silva, R.J.V. Oliveira, Souza-Motta, J.L.
Bezerra & G.A. Silva, sp. nov. (Persoonia 40, 2018: 240— 393)

Persoonia 40, 2018: 240-393 ISSN (Online) 1878-9080
www.ingentaconnect.com/content/nhn/pimj RESEARCH ARTICLE https://doi.org/10.3767/persoonia.2018.40.10

Fungal Planet description sheets: 716-784

P.W. Crous'?, M.J. Wingfield?, T.I. Burgess*, G.E.St.J. Hardy*, J. Gené?®, J. Guarro®,

|.G. Baseia®, D. Garcia®, L.F.P. Gusmao’, C.M. Souza-Motta®'®, R. Thangavel®,

S. Adamcik', A. Barili"', C.W. Barnes'?, J.D.P. Bezerra'®, J.J. Bordallo™, J.F. Cano-Lira®,
R.J.V. de Oliveira®, E. Ercole's, V. Hubka''7, |. Iturrieta-Gonzalez5, A. Kubatova's,

M.P. Martin'®, P.-A. Moreau'®, A. Morte', M.E. Ordofiez', A. Rodriguez'4, A.M. Stchigel®,

A. Vizzini's, J. Abdollahzadeh?, V.P. Abreu?', K. Adamcikova??, G.M.R. Albuquerque?,

A.V. Alexandrova®?4, E. Alvarez Duarte®, C. Armstrong-Cho2, S. Banniza?®, R.N. Barbosa?,
J.-M. Bellanger?, J.L. Bezerra®®, T.S. Cabral?’, M. Caboi'?, E. Caicedo', T. Cantillo?,

A.J. Carnegie?®, L.T. Carmo’, R.F. Castafieda-Ruiz?, C.R. Clement®, A. Cmokova'?,

L.B. Conceigéo’, R.H.S.F. Cruz®, U. Damm?', B.D.B. da Silva®, G.A. da Silva'®, R.M.F. da
Silva®, A.L.C.M. de A. Santiago', L.F. de Oliveira®, C.A.F. de Souza', F. Déniel®?,

B. Dima®*, G. Dong?¢, J. Edwards®, C.R. Félix®, J. Fournier*°, T.B. Gibertoni'®, K. Hosaka*?,
T. Iturriaga®, M. Jadan*, J.-L. Jany®, Z. Jurjevié¢*, M. Kolafik'®'?, I. Kusan*, M.F. Landell®*,
T.R. Leite Cordeiro', D.X. Lima'3, M. Loizides*?, S. Luo®, A.R. Machado'®, H. Madrid*’,
0O.M.C. Magalhaes™, P. Marinho*, N. Mato¢ec*, A. Mes$i¢*, A.N. Miller*®, O.V. Morozova*’,
R.P. Neves™3, K. Nonaka®’, A. Novakova'’, N.H. Oberlies®, J.R.C. Oliveira-Filho"?,

T.G.L. Oliveira™, V. Papp®, O.L. Pereira®®, G. Perrone®, S.W. Peterson®®, T.H.G. Pham?41,
H.A. Raja®, D.B. Raudabaugh®, J. Rehulka®, E. Rodriguez-Andrade®, M. Saba¥,

A. Schauflerova®®, R.G. Shivas®, G. Simonini®, J.P.Z. Siqueira®, J.O. Sousa®, V. Stajsic®?,
T. Svetasheva“®®® Y.P. Tan®, Z. TkalCec*, S. Ullah®5, P. Valente®®, N. Valenzuela-Lopez®¢7,
M. Abrinbana®, D.A. Viana Marques®, P.T.W. Wong?¢, V. Xavier de Lima"3, J.Z. Groenewald'’

Key words Abstract Novel species of fungi described in this study include those from various countries as follows: Australia,
ITS nrDNA barcodes Chaetopsina eucalypti on Eucalyptus leaf litter, Colletotrichum cobbittiense from Cordyline stricta x C. australis
Lsu hybrid, Cyanodermella banksiae on Banksia ericifolia subsp. macrantha, Discosia macrozamiae on Macrozamia
oW taxd miquelii, Elsinoé banksiigena on Banksia marginata, Elsinoé elaeocarpi on Elaeocarpus sp., Elsinoé leucopogonis
systematics on Leucopogon sp., Helminthosporium livistonae on Livistona australis, Idriellomyces eucalypti (incl. Idriellomyces

gen. nov.) on Eucalyptus obliqua, Lareunionomyces eucalypti on Eucalyptus sp., Myrotheciomyces corymbiae (incl.
Myrotheciomyces gen. nov., Myrotheciomycetaceae fam. nov.), Neolauriomyces eucalypti (incl. Neolauriomyces
gen. nov., Neolauriomycetaceae fam. nov.) on Eucalyptus sp., Nullicamyces eucalypti (incl. Nullicamyces gen. nov.)
on Eucalyptus leaf litter, Oidiodendron eucalypti on Eucalyptus maidenii, Paracladophialophora cyperacearum (incl.
Paracladophialophoraceae fam. nov.) and Periconia cyperacearum on leaves of Cyperaceae, Porodiplodia livi-
stonae (incl. Porodiplodia gen. nov., Porodiplodiaceae fam. nov.) on Livistona australis, Sporidesmium melaleucae
(incl. Sporidesmiales ord. nov.) on Melaleuca sp., Teratosphaeria sieberi on Eucalyptus sieberi, Thecaphora aus-
traliensis in capsules of a variant of Oxalis exilis. Brazil, Aspergillus serratalhadensis from soil, Diaporthe pseudo-
inconspicua from Poincianella pyramidalis, Fomitiporella pertenuis on dead wood, Geastrum magnosporum on
soil, Marquesius aquaticus (incl. Marquesius gen. nov.) from submerged decaying twig and leaves of unidentified
plant, Mastigosporella pigmentata from leaves of Qualea parviflorae, Mucor souzae from soil, Mycocalia aquaphila
on decaying wood from tidal detritus, Preussia citrullina as endophyte from leaves of Citrullus lanatus, Queiroziella
brasiliensis (incl. Queiroziella gen. nov.) as epiphytic yeast on leaves of Portea leptantha, Quixadomyces cearen-
sis (incl. Quixadomyces gen. nov.) on decaying bark, Xylophallus clavatus on rotten wood. Canada, Didymella
cari on Carum carvi and Coriandrum sativum. Chile, Araucasphaeria foliorum (incl. Araucasphaeria gen. nov.) on
Araucaria araucana, Aspergillus tumidus from soil, Lomentospora valparaisensis from soil. Colombia, Corynespora
pseudocassiicola on Byrsonima sp., Eucalyptostroma eucalyptorum on Eucalyptus pellita, Neometulocladospori-
ella eucalypti (incl. Neometulocladosporiella gen. nov.) on Eucalyptus grandis x urophylla, Tracylla eucalypti (incl.
Tracyllaceae fam. nov., Tracyllalales ord. nov.) on Eucalyptus urophylla. Cyprus, Gyromitra anthracobia (incl.
Gyromitra subg. Pseudoverpa) on burned soil. Czech Republic, Lecanicillium restrictum from the surface of the
wooden barrel, Lecanicillium testudineum from scales of Trachemys scripta elegans. Ecuador, Entoloma yanacolor
and Saproamanita quitensis on soil. France, Lentithecium carbonneanum from submerged decorticated Populus
branch. Hungary, Pleuromyces hungaricus (incl. Pleuromyces gen. nov.) from a large Fagus sylvatica log. Iran,
Zymoseptoria crescenta on Aegilops triuncialis. Malaysia, Ochroconis musicola on Musa sp. Mexico, Cladosporium
michoacanense from soil. New Zealand, Acrodontium metrosideri on Metrosideros excelsa, Polynema podocarpi on
Podocarpus totara, Pseudoarthrographis phlogis (incl. Pseudoarthrographis gen. nov.) on Phlox subulata. Nigeria,
Coprinopsis afrocinerea on soil. Pakistan, Russula mansehraensis on soil under Pinus roxburghii. Russia, Baoran-
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Preussia citrullina R.M.F. Silva, R.J.V. Oliveira, Souza-Motta, J.L. Bezerra & G.A. Silva,

Sp. nov.

Etymology. The name refers to the host plant, Citrullus lanatus.

Classification — Sporormiaceae, Pleosporales, Dothideo-
mycetes.

Conidiomata pycnidial on juice agar medium (V8), firstimmers-
ed then erumpent, brown, glabrous, solitary or aggregated,
globose to subglobose, ostiolate, 75-150 x 50-125 pm; walls
of 2—-3 layers of medium brown cells of textura angularis.
Conidiogenous cells phialidic, hyaline, smooth, ampulliform to
doliiform, 6.5-9.5 x 5 um. Conidia ellipsoid to oblong, hyaline,
aseptate, sometimes guttulate, 2-3 x 2 pm.

Culture characteristics — Colonies after 7 d at 23 °C on
V8, 20 mm diam, irregular margin, cottony, surface greyish,
reverse olivaceous buff. Colonies on MEA, 20 mm diam, sterile,
irregular margin, sulphur yellow surface, reverse straw coloured.
Colonies on OA, 20 mm diam, sterile, regular margin, floccose,
surface sulphur yellow, reverse straw coloured. Colonies on
PDA, 18 mm diam, sterile, surface sulphur yellow, reverse straw
coloured.

el AF229479/ATCC 11681
" Westerdykella dispersa GQ203797/CBS 297.56

— Westerdykella omata AY943045/CBS 379.55
Preussia sp. KX710260/CF-277801

Preussia polymorpha GQ292749/CBS 117679

Preussia citrullina MH208971/URM 7865
Preussia sp. KX710262/CF-277787
Preussia terricola GQ203764/CBS 527.84
Preussia terricola GQ203765/CBS 317.65
Preussia sp. KX710256/CF-285772/CF-279773
Preussia grandispora KX710255/CF-285772
Preussia grandispora KX710254/CF-285370
GQ203780

- Sporormiella vexans GQ203793

Sporormiella leporina GQ203781

[ 29 Sporormiella leporina GQ203782

Preussia aemulans KX710218/CBS 318.81
Preussia aemulans DQ468017/CBS 287.67

H; Preussia typharum JX143871/718249

0,55 Preussia typharum GQ203766/CBS 107.69

Preussia fleischhakii GQ203761/CBS 565.63

5\ Preussia fleischhakii DQ468018/CBS 361.49

Preussia minimoides AY510422/S18

Preussia minimoides AY510423/S10

o Preussia australis AY510412/S6

4 Preussia australis AY510411/S5

Preussia intermedia GQ203779/UPS:Kruys 304

Preussia intermedia KX710226/CF-279774

Preussia africana JQ031265/DN136

Preussia africana AY510417/S14

Preussia similis KX710228/CF-285357

Preussia similis AY510419/S19

Preussia lignicola GQ203783/CBS 363.69

Preussia lignicola KX710233/CF-282345

o] Preussia pseudominima AY510424/S25
‘nﬁg‘ Preussia sp. DQ468022/S23
1% Preussia sp. DQ468021/S22

ol Fortiomyces uniseptata KU721772/MFLUCC 15-0765
100 ; Preussia sp. JN418774/ELV3.11
‘%g]{ Preussia sp. JN418773/ELV3.2

Colour illustrations. Watermelons for sale, Pernambuco, Brazil; pycnidial
conidiomata; conidiogenous cells and conidia. Scale bars = 10 ym.

GQ203785/UPS:Kruys 305

Typus. BraziL, Petrolandia municipality, Pernambuco state, isolated as
endophyte from leaves of Citrullus lanatus (Cucurbitaceae), 25 July 2016,
R.M.F. Silva (holotype URM 91190, culture ex-type URM 7865, ITS and LSU
sequences GenBank MH208971 and MH208972, MycoBank MB825032).

Notes — The genus Preussia was established by Fuckel
(1867). Members of this genus are predominantly coprophilous,
although a few species have been isolated from soil, wood, plant
debris and as endophytes (Mapperson et al. 2014, Gonzalez-
Menendez et al. 2017). Based on morphological analysis and
phylogenetic relationships using ITS rDNA sequences, the new
species, P. citrullina, differs from other species of Preussia
based on its phoma-like asexual morph. The asexual morphs
of Sporormiaceae genera, when found, are phoma-like in mor-
phology (Von Arx & Storm 1967, Cannon & Kirk 2007). Based
on ITS, Preussia citrullina is 93 % similar to Sporormiella mega-
lospora (GenBank GQ203785) and P. terricola (CBS 317.65,
GenBank GQ203765), amongst others. The LSU sequence is
98 % similar to P. terricola (CBS 317.65, GenBank GQ203725)
and 97 % to Sporormiella megalospora (GenBank GQ203743).
In the present phylogenetic analyses, P. citrullina is closest to
P. terricola and Sporormiella megalospora.

Bayesian inference tree using ITS rDNA sequences of Preussia
and related genera. The new species is in bold face. Support
values of at least 50 % are shown at the nodes. Pleospora
herbarum (ATCC 11681, GenBank AF229479) was used as
outgroup. Bayesian inference and Maximum Likelihood (ML)
analyses were performed in MrBayes (Ronquist & Huelsenbeck
2003) and PhyML (Guindon & Gascuel 2003), respectively,
launched from Topali (Milne et al. 2004).

Rejane M.F. da Silva, Rafael J.V. de Oliveira, Cristina M. Souza-Motta, José L. Bezerra & Gladstone A. da Silva,
Departamento de Micologia Prof. Chaves Batista, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brazil;
e-mail: re.biologicas@gmail.com, rafaelvilela87@gmail.com, souzamotta@yahoo.com.br, jlulabezerra@hotmail.com & gladstonesilva@yahoo.com
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APENDICE C- Simplicillium filiforme R.M.F. Silva, R.J.V. Oliveira, Souza-Motta, J.L.
Bezerra & G.A. Silva, sp. nov. (Persoonia 41, 2018: 238 — 417)

Persoonia 41, 2018: 238-417 ISSN (Online) 1878-9080 (%
www.ingentaconnect.com/content/nhn/pimj RESEARCH ARTICLE https://doi.org/10.3767/persoonia.2018.41.12

Fungal Planet description sheets: 785— 867

P.W. Crous'?, J.J. Luangsa-ard®, M.J. Wingfield*, A.J. Carnegie®, M. Hernandez-Restrepo!,
L. Lombard?, J. Roux*, R.W. Barreto®, |.G. Baseia’, J.F. Cano-Lira®, M.P. Martin®,

0.V. Morozova'®, A.M. Stchigel®, B.A. Summerell", T.E. Brandrud'?, B. Dima'?, D. Garcia®,
A. Giraldo"", J. Guarro®, L.F.P. Gusm&o's, P. Khamsuntorn®, M.E. Noordeloos'®,

S. Nuankaew'’, U. Pinruan®, E. Rodriguez-Andrade®, C.M. Souza-Motta'®, R. Thangavel',
A.L. van Iperen’, V.P. Abreu®, T. Accioly?', J.L. Alves®, J.P. Andrade'®, M. Bahram?>%’,
H.-O. Baral®, E. Barbier®, C.W. Barnes?5, E. Bendiksen'?, E. Bernard?, J.D.P. Bezerra'®,
J.L. Bezerra'®, E. Bizio*?, J.E. Blair®, T.M. Bulyonkova?®, T.S. Cabral®, M.V. Caiafa®,

T. Cantillo™, A.A. Colman®, L.B. Conceigdo's, S. Cruz®, A.O.B. Cunha'é, B.A. Darveaux®,
A.L. da Silva®, G.A. da Silva'®, G.M. da Silva’, R.M.F. da Silva'® R.J.V. de Oliveira®,

R.L. Oliveira?', J.T. De Souza®}, M. Duefias®, H.C. Evans®, F. Epifani*®, M.T.C. Felipe'é,

J. Fernandez-Lopez®, B.W. Ferreira®, C.N. Figueiredo®, N.V. Filippova®, J.A. Flores®®,

J. Gené?, G. Ghorbani®, T.B. Gibertoni*°, A.M. Glushakova*', R. Healy®', S.M. Huhndorf?,
I. lturrieta-Gonzalez®, M. Javan-Nikkhah®®, R.F. Juciano®, Z. Jurjevié*, A.V. Kachalkin“',
K. Keochanpheng®, |. Krisai-Greilhuber?, Y.-C. Li4’, A.A. Lima?', A.R. Machado™,

H. Madrid*8, O.M.C. Magalhaes'®, P.A.S. Marbach®¢, G.C.S. Melanda®, A.N. Miller*,

S. Mongkolsamrit®, R.P. Nascimento®, T.G.L. Oliveira'®, M.E. Ordofiez®®, R. Orzes®,

M.A. Palma®?, C.J. Pearce®, O.L. Pereira®, G. Perrone®, S.W. Peterson®, T.H.G. Pham®,
E. Piontelli’5, A. Pordel®, L. Quijada®, H.A. Raja%, E. Rosas de Paz®%, L. Ryvarden®®,

A. Saitta®, S.S. Salcedo®, M. Sandoval-Denis''¢, T.A.B. Santos's, K.A. Seifert®’,

B.D.B. Silva®?, M.E. Smith®', A.M. Soares*, S. Sommai®, J.O. Sousa?', S. Suetrong'’,

A. Susca®, L. Tedersoo?, M.T. Telleria®, D. Thanakitpipattana®, N. Valenzuela-Lopez®*®3,
C.M. Visagie®, M. Zapata®®, J.Z. Groenewald'

Key words Abstract Novel species of fungi described in this study include those from various countries as follows: Angola,
ITS nrDNA barcodes Gnomoniopsis angolensis and Pseudopithomyces angolensis on unknown host plants. Australia, Dothiora corym-
Lsu biae on Corymbia citriodora, Neoeucasphaeria eucalypti (incl. Neoeucasphaeria gen. nov.) on Eucalyptus sp.,
AewtExa Fumagopsis stellae on Eucalyptus sp., Fusculina eucalyptorum (incl. Fusculinaceae fam. nov.) on Eucalyptus

socialis, Harknessia corymbiicola on Corymbia maculata, Neocelosporium eucalypti (incl. Neocelosporium gen.
nov., Neocelosporiaceae fam. nov. and Neocelosporiales ord. nov.) on Eucalyptus cyanophylla, Neophaeomoniella
corymbiae on Corymbia citriodora, Neophaeomoniella eucalyptigena on Eucalyptus pilularis, Pseudoplagiostoma
corymbiicola on Corymbia citriodora, Teratosphaeria gracilis on Eucalyptus gracilis, Zasmidium corymbiae on
Corymbia citriodora. Brazil, Calonectria hemileiae on pustules of Hemileia vastatrix formed on leaves of Coffea
arabica, Calvatia caatinguensis on soil, Cercospora solani-betacei on Solanum betaceum, Clathrus natalensis on
soil, Diaporthe poincianellae on Poincianella pyramidalis, Geastrum piquiriunense on soil, Geosmithia carolliae
on wing of Carollia perspicillata, Henningsia resupinata on wood, Penicillium guaibinense from soil, Periconia
caespitosa from leaf litter, Pseudocercospora styracina on Styrax sp., Simplicillium filiforme as endophyte from
Citrullus lanatus, Thozetella pindobacuensis on leaf litter, Xenosonderhenia coussapoae on Coussapoa floccosa.
Canary Islands (Spain), Orbilia amarilla on Euphorbia canariensis. Cape Verde Islands, Xylodon jacobaeus on
Eucalyptus camaldulensis. Chile, Colletotrichum arboricola on Fuchsia magellanica. Costa Rica, Lasiosphaeria
miniovina on tree branch. Ecuador, Ganoderma chocoense on tree trunk. France, Neofitzroyomyces nerii (incl.
Neofitzroyomyces gen. nov.) on Nerium oleander. Ghana, Castanediella tereticornis on Eucalyptus tereticornis,
Falcocladium africanum on Eucalyptus brassiana, Rachicladosporium corymbiae on Corymbia citriodora. Hungary,
Entoloma silvae-frondosae in Carpinus betulus-Pinus sylvestris mixed forest. Iran, Pseudopyricularia persiana
on Cyperus sp. Italy, Inocybe roseascens on soil in mixed forest. Laos, Ophiocordyceps houaynhangensis on
Coleoptera larva. Malaysia, Monilochaetes melastomae on Melastoma sp. Mexico, Absidia terrestris from soil.
Netherlands, Acaulium pannemaniae, Conioscypha boutwelliae, Fusicolla septimanifiniscientiae, Gibellulopsis
simonii, Lasionectria hilhorstii, Lectera nordwiniana, Leptodiscella rintelii, Parasarocladium debruynii and Saro-
cladium dejongiae (incl. Sarocladiaceae fam. nov.) from soil. New Zealand, Gnomoniopsis rosae on Rosa sp.
and Neodevriesia metrosideri on Metrosideros sp. Puerto Rico, Neodevriesia coccolobae on Coccoloba uvifera,
Neodevriesia tabebuiae and Alfaria tabebuiae on Tabebuia chrysantha. Russia, Amanita paludosa on bogged soil
in mixed deciduous forest, Entoloma tiliae in forest of Tilia x europaea, Kwoniella endophytica on Pyrus communis.
South Africa, Coniella diospyri on Diospyros mespiliformis, Neomelanconiella combreti (incl. Neomelanconiellaceae

systematics
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Simplicillium filiforme R.M.F. Silva, R.J.V. Oliveira, Souza-Motta, J.L. Bezerra &

G.A. Silva, sp. nov.

Etymology. The name refers to the filiform shape of its conidia.

Classification — Cordycipitaceae, Hypocreales, Sordario-
mycetes.

Mycelial hyphae thin, hyaline, septate, branched, smooth-walled,
1.8-2.7 ym diam. Phialides hyaline, produced on aerial hyphae,
solitary, elongate, slightly tapering towards the apex, 9-18 x
1 pm. Conidia long, fusoid to filiform, hyaline, smooth-walled,
catenulate, straight to curved, sometimes forming zigzag chains,
7.2-12.5x 1 ym.

Culture characteristics — Colonies on PDA reaching 44 mm
diam after 10 d at 25 °C, white, slow growth, moderate aerial
mycelium, cottony surface, compact. Reverse white to yellow-
ish cream. Colonies on MEA reaching 40 mm diam after 10 d
at 25 °C, white, slow growth, cottony surface, moderate aerial
mycelium. Reverse dark yellow.

Typus. BraziL, Pernambuco state, Petrolandia municipality, isolated as
endophyte from leaves of Citrullus lanatus (Cucurbitaceae), 25 July 2016,
R.M.F. Silva (holotype URM 91886, culture ex-type URM 7918, ITS and LSU
sequences GenBank MH979338 and MH979399, MycoBank MB827982).

Bayesian inference (BI) tree obtained by phylogenetic analysis
of ITS rDNA sequences from members of Simplicillium. The
new species is in bold face. Support values, shown at the
nodes, are from Bl and Maximum Likelihood (ML) analyses,
respectively. Bionectria vesiculosa (HMAS 183151, GenBank
NR119828) and Trichoderma atroviride (NBRC 101776, Gen-
Bank NR077207) were used as outgroup. Bl and ML analyses
were performed in MrBayes (Ronquist & Huelsenbeck 2003)
and PhyML (Guindon & Gascuel 2003), respectively, launched
from TOPALi v. 2.5 (Milne et al. 2004).

Colour illustrations. Watermelons for sale, Pernambuco, Brazil; colony
on PDA, phialides and conidia, conidial chain. Scale bars = 10 ym.

Notes — The genus Simplicillium was introduced by Zare
& Gams (2001). Members of this genus include endophytic
species, parasites and saprobes isolated from different environ-
ments such as soil, freshwater, plants and other parasitic fungi
(Liu & Cai 2012, Nonaka et al. 2013, Gomes et al. 2018). Mor-
phologically, S. filiforme is similar to S. obclavatum and S. chi-
nense which also form conidial chains. However, S. filiforme
is different from S. obclavatum and S. chinense based on the
size and shape of its conidia. Simplicillium filiforme produces
conidia that are long, fusoid to filiform, catenulate, straight to
curved (7.2-12.5 x 1 ym) while S. obclavatum produces conidia
obclavate to ellipsoidal (2.5-3.5 x 1-2 ym) and S. chinense
produces conidia that are mostly ovoid, ellipsoidal or cylindri-
cal (3.5-5 x 1-1.5 ym). Based on ITS rDNA, the new species
S. filiforme is phylogenetically close to S. coffeanum, though
S. coffeanum form macroconidia and microconidia with subglo-
bose to ellipsoidal heads at the apex of the phialides (Gomes
etal. 2018).

NR119828/HMAS 183151
Trichoderma atroviride NRO77207/NBRC 101776
var. AJ292397/CBS 103.65

0.1

filiforme 7918

Simplicillium coffeanum MF066034/COAD 2057

Simplicillium coffeanum MF066035/COAD 2061

Simplicillium chinense JQ410324/LC1345

Simplicillium chinense JQ410323/L.C1342

Simplicillium chinense KP034998/EXF-8701

icillit JCM 18184

Simplicillium calcicola KU746706/L.C5586
Simplicillium lamellicola AB378533/KYK00006

1,009

Simplicillium lamellicola AF108471/UAMH 2055
Simplicillium lamellicola AF108480/UAMH 4785
JCM 18167

JCM 18168
Simplicillium obclavatum AJ292394/CBS 311.74

Simplicillium obclavatum ABB04000/JCM 18179
Simplicillium subtropicum AB603990/JCM 18180
implicil JCM 18181

JCM 18182

Simplicillium subtropicum ABB04001/JCM 18183
Simplicillium lanosoniveum AJ292396/CBS 704.86
7-{ Simplicillium lanosoniveum EF641862/CBS 962.72
Simplicillium cylindrosporum AB603989/JCM 18169
Simplicillium cylindrosporum AB603994/JCM 18170
Simplicillium cylindrosporum AB603997/JCM 18171
Simplicillium cylindrosporum AB603998/JCM 18172
Simplicillium cylindrosporum AB603999/JCM 18173
i JCM 18174
JCM 18175
JCM 18176

Simplicillium minatense AB603991/JCM 18177
Simplicillium minatense AB603993/JCM 18178
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APENDICE D- Perenniporia centrali-africana Decock & Mossebo, Sytematics and
Geography of Plants 71 (2): 608 (2001). Mycological Diversity Description Il (Acta
Botanica Brasilica - 33(1): 163-173. Jan-Mar 2019)
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ABSTRACT

Here, Diaporthe myracrodruonis is introduced as new species from Brazil, isolated as endophyte
from Myracrodruon urundeuva. Asterina mandaquiensis is epitypified and ilustrated for the first
time. Serpula similis is reported as new to the Neotropics, while Perenniporia centrali-africana is
reported for the first time as endophyte and Preussia africana as endophyte from Spondias tuberosa
in Caatinga in Brazil.

Keywords: Asterinales, Boletales, CaM, Diaporthales, ITS rtDNA, LSU rDNA, Pleosporales, Polyporales, tef1-a, TUB2

white. Hyphal system dimitic to trimitic, generative hyphae
with clamp-connection, thin-walled, hyaline, branched,
2-3 pm wide; skeletal hyphae thick-walled, unbranched,
(Fig. 1) hyaline, slightly dextrinoid in Melzer’s reagent, 2-4 pm
wide. Connective hyphae branched and sinuous, thin,

Perenniporia centrali-africana Decock & Mossebo,
Sytematics and Geography of Plants 71(2): 608 (2001)

Culture characteristics: Colonies on PDA growing up to
50 x 55 mm diam. after 10 days at 25 °C, cottony, without
pigment, surface white, reverse plate white. Colonies on
MEA 45 x 50 mm diam., cottony, surface white, reverse plate

without clamp-connection, 2 ym wide. Chlamydospore-
like structures terminal or intercalary, smooth, globose to
sub-globose, 10 x 5 pm. Reproductive structures basidia
and basidiospores absent.
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Material examined: BRAZIL, Pernambuco: Petrolandia,
isolated as endophyte in leaves of Citrullus lanatus crops
(Cucurbitaceae), 25 July 2016, R.M.E. Silva (strain: URM
7859; GenBank MH330690).

Notes — Perenniporia Murrill is a cosmopolitan genus
with the ability to colonize various habitats and substrates
and has been reported as endophytes in several plants, such
as stems of Theobroma gileri (Evans et al. 2003), leaves of
palm (Pinruan et al. 2010) and leaves of bamboo (Zhou et
al. 2017). The type material of P. centrali-africana was first
reported on dead wood of an angiosperm in Cameroon

(Decock & Mossebo, 2001). Since the original description,
there has been only one other report of this species in the
world, which was found on decaying wood in Brazil (Crous
et al. 2017). Perenniporia centrali-africana was identified
based on phylogenetic analysis using ITS rDNA sequences,
and is reported here for the first time as endophyte. In
addition, chlamydospore-like structures are also reported
for the first time for the species. The sequence obtained
showed 99 % identity with other sequences deposited as P.
centrali-africana (GenBank: KX584433). The phylogenetic
analysis resolved our sequence as closely related to other
sequences of P. centrali-africana (Fig. 2).

Figure 1. Perenniporia centrali-africana. A-B. Culture on PDA after 10 days (B. reverse); C. Skeletal hyphae. D-F. Chlamydospores-like
structures. G-H. Generative hyphae with clamp connection (arrowed). Scale bars: 10 pm.
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Figure 2. Phylogenetic tree of the Perenniporia constructed using ITS rDNA sequences, showing the position of P. centrali-africana
isolated from watermelon leaves. The sequence obtained in this study is in boldface. Support values are from Bayesian inference and
maximum likelihood analyses, respectively.
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APENDICE E- éreas de coletas: A- cultivos de abdbora (Cucurbita moschata); B-
cultivos de meldo (Cucumis melo); C- cultivos de melancia (Citrullus lanatus).




