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RESUMO

Semelhante a outros insetos sociais fungicultores, Euplatypus parallelus (Coleoptera:
Curculionidae, Platypodinae) utiliza fungos para alimentagdo. O habito de cultivar fungos,
somado a relagdo simbiodtica com uma ampla variedade de micro-organismos, possibilitaram o
sucesso evolutivo desse inseto. Euplatypus parallelus é considerado uma praga florestal
devido as galerias que constréi nas arvores para o cultivo do fungo mutualista. Apesar da
importancia ecoldgica e econdomica desse besouro, a diversidade e o papel biologico dos
micro-organismos associados foram pouco explorados. Este estudo teve como objetivo
conhecer os fungos encontrados em E. parallelus. Fungos do interior ¢ exterior dos besouros
foram isolados utilizando trés métodos: i) besouros caminhando no meio de cultivo; ii)
trituragdo dos insetos e iii) indculo do pronoto e micangia. Os fungos obtidos foram
identificados utilizando marcadores morfologicos e moleculares, seguido de analise
filogenética. Um total de 124 isolados, pertencentes a 15 géneros de fungos, foi encontrado no
corpo de E. parallelus. Os géneros Ambrosiozyma, Cladosporium, Coprinellus, Fusarium,
Geosmithia, Ogataea, Pichia, Pycnoporus, Raffaelea, Rhizopus, Rhodotorula, Schizophyllum
e Yamadazyma sdo reportados pela primeira vez no corpo desses besouros. Adicionalmente,
observou-se que os isolados do género Raffaelea, o mais abundante do estudo (39% dos
isolados), agruparam-se em quatro clados filogenéticos, possivelmente novos para a ciéncia.
Este resultado ¢ interessante, pois Raffaelea ¢ um simbionte cultivado por outras espécies de
besouros da ambrosia; contudo, se desconhece o papel desses fungos para E. parallelus. Este
estudo expandiu o conhecimento sobre os fungos que habitam o corpo de E. parallelus, além

de abrir uma janela para o estudo da biologia e associagdes simbidticas desse besouro.

Palavras chave: Simbiose. Fungicultura. Praga florestal.
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1 INTRODUCAO

Os besouros (Arthropoda: Coleoptera) desempenham varias fungdes nos ecossistemas.
Esses insetos contribuem na polinizacdo de diversas plantas, auxiliam na manutengdo do solo
(promovendo a adubagdo e a aeragdo) e controlam populagdes de outros insetos
(BUCHSBAUM et al., 1987; GALLO et al., 2002). Entretanto, existem grupos de besouros
considerados pragas de plantas, que ocasionam graves prejuizos econdmicos, especialmente
em areas de reflorestamento destinadas a suprir demandas do setor florestal (AVIDOV et al.,
1969; ELZINGA, 1997). A diversidade desses insetos pragas € maior nas regides tropicais,
incluindo o Brasil, onde foram reportadas cerca de 112 espécies pertencentes a 24 familias
(ZARBIN et al., 2009).

Os besouros da ambrosia (Coleoptera: Curculionidae: subfamilias Platypodinae e
Scolytinae), também conhecidos como brocas, pertencem ao grupo de coledpteros
considerados pragas florestais (HULCR et al., 2017). Esses besouros perfuram o lenho de
plantas e podem leva-las a morte (WOOD, 1982). Segundo Farrell et al. (2001), os besouros
da ambrosia apresentam uma elevada diversidade (cerca de 3200 espécies) e possuem baixa
especificidade por plantas hospedeiras, colonizando arvores vivas, ou em processo de
senescéncia. O ataque as plantas hospedeiras ¢ influenciado pelas condi¢des climaticas
favoraveis, estresse das plantas ou condu¢do inadequada do manejo florestal. Os danos
ocasionados por esses insetos sdo especialmente graves quando atacam grandes extensdes de
areas plantadas (GIL; PAJARES, 1986).

Os besouros da ambrosia vivem em simbiose com diferentes micro-organismos
(fungos filamentosos, leveduras, bactérias e protozoarios) que habitam o sistema digestivo
dos mesmos. Contudo, a caracteristica principal desses insetos ¢ o fato de cultivar fungos para
alimentagdo (BATRA, 1963). Para tanto, besouros machos ou fémeas, dependendo da
espécie, constroem galerias nas arvores, aonde as fémeas ovipositam e inoculam os fungos
simbiontes que servirdo de alimento, principalmente para as larvas (FLECHTMANN et al.,
1995; QUEIROZ; GARCIA, 2007). Mantendo uma dieta a base de fungo, o inseto supre a
caréncia de sais, esterdides e vitaminas do grupo B (BAKER; NORRIS, 1968; UEDA,;
KOBAYASHI, 2005). Os fungos mutualistas inoculados por esses insetos sdo carregados em
reservatorios especiais, denominados de micangias (BATRA, 1963). Essas estruturas sdo
localizadas externamente em diversas regides do corpo ou internamente, dependendo da

espécie do besouro (HULCR et al., 2017). Nesse sentido, a associacdo simbidtica, besouros da



ambrosia-fungo mutualista, ajudaria a explicar o sucesso evolutivo e o poder de destruicao
desses insetos (BRIDGES, 1987).

Alguns estudos demonstraram que besouros da ambrosia abrigam varios géneros de
fungos no corpo, a saber: Acremonium, Ambrosiella, Ambrosiozyma, Botryodiplodia,
Candida, Ceratocystis, Fusarium, Geosmithia, Graphium, Grosmannia, Leptographium,
Macrosporium, Meredithiella, Mucor, Ophiostoma, Pichia, Phialosphoropsis, Raffaelea e
Sporothrix (MUELLER et al., 2004; WEBSTER et al., 2007; INACIO et al., 2008; JORDAL
et al.,, 2012; TARNO et al., 2016; HULCR et al., 2017). Contudo, o real papel desses fungos
ainda ndo esta totalmente esclarecido (INACIO et al., 2008).

Euplatypus parallelus (Coleoptera: Curculionidae, subfamilia Platypodinae) ¢ uma
espécie de besouro da ambrosia nativa da América do Sul, que ocasiona prejuizos em areas
florestais em varias regides do Brasil (SILVA et al., 2013). Esse inseto foi relatado em mais
de 60 espécies de arvores, compreendendo 20 familias distintas, dentre as quais encontram-se
as espécies Hevea brasiliensis (seringueira, utilizada para a extracdo de latex), Persea
americana (abacateiro) e plantas exoticas e nativas de importincia econdmica, como 0S
pinheiros e mognos (ZANUNCIO et al., 2002; SILVA et al., 2013).

Apesar do impacto econdmico ocasionado por E. parallelus, pouco se conhece sobre
a microbiota associada ao corpo desse coledptero. Um estudo reportou a presenga de oito
géneros de fungos em diferentes partes do corpo desse besouro, incluindo intestino,
exoesqueleto e micangia (TARNO et al.,, 2016). Alguns desses géneros ja haviam sido
reportados no grupo dos besouros da ambrosia; contudo, os géneros Acremonium, Aspergillus,
Candida, Fusarium, Gliocladium, Penicillium, Saccharomyces e Trichoderma, foram
reportados pela primeira vez por esses autores.

Considerando a falta de estudos sobre a diversidade de fungos que habitam o corpo de
E. parallelus, o presente estudo teve como intuito avaliar os fungos encontrados na parte

externa e interna do corpo desta espécie.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar os fungos encontrados no corpo do besouro da ambrosia, Euplatypus parallelus

2.2 Especificos
e Acessar os fungos da parte interna e externa do corpo de E. parallelus
e Criar uma cole¢do de fungos para estudos futuros de sistematica e controle biologico de

E.parallelus



3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado em parceria com o grupo de pesquisa do Laboratério de
Entomologia Florestal e Veterinaria (UNESP, Campus de Ilha Solteira, SP), coordenado pelo
Prof. Dr. Carlos Alberto Hector Flechtmann. O estudante desse grupo de pesquisa, Jean
Carlos Pereira da Silva, realizou a coleta ¢ forneceu os besouros para o isolamento dos

fungos.

3.1 Coleta dos besouros

Besouros adultos de E. paralellus (n=22) foram coletados de uma arvore senescente de
mogno africano (Khaya ivorensis). Para este propodsito, fragmentos do tronco da arvore
(contendo os besouros) foram coletados no dia 26 de julho de 2016, nas dependéncias da
Fazenda Guajara,Valenca-BA (Coordenadas: 13°27°12.78”S e 39°12°00.48”W). As arvores de
K. ivorensis foram plantadas em setembro de 2012, nesse local. O material vegetal coletado
foi transportado para o Laboratorio de Entomologia Florestal e Veterinaria (UNESP, Campus
de Ilha Solteira) aonde foi realizada a dissecagdo do tronco, retirando-se porgdes da casca
(com auxilio de uma cunha, marreta, formao e martelo) até atingir as galerias dos insetos. Os
besouros adultos que se encontravam nas galerias foram coletados com auxilio de uma pinga.
Em seguida, os insetos foram dispostos em placas de Petri (90x15 mm de didmetro) com
papel de filtro umedecido com agua (Figura 1) e transportados até o Laboratorio de Ecologia e
Sistematica de Fungos (LESF, UNESP, Campus de Rio Claro, SP), local aonde foram

realizados os isolamentos (quatro dias apos a coleta).

Figura 1. Armazenamento de Euplatypus parallelus para o transporte. A:
fragmentos dos galhos de mogno africano. B: besouros adultos.
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3.2 Isolamento, purificagdo e preservagdo dos fungos

Fungos da parte externa e interna de individuos adultos de E. parallelus foram obtidos
utilizando trés métodos de isolamento: i) besouros caminhando no meio de cultivo; ii)
triturag@o dos insetos ¢ iii) indculo do pronoto ¢ micangia (estrutura aonde besouros carregam
os esporos dos fungos, localizada no pronoto das fémeas). Os meios de cultivo utilizados para
os isolamentos dos fungos foram: Agar Batata-Dextrose (BDA, Acumedia), Agar malte 2%
(MA2%, Acumedia) e Agar nutriente sintético (SNA, Acumedia). Todos os meios utilizados
para o isolamento foram suplementados com 150 pg mL™ de cloranfenicol (Sigma), para
evitar o crescimento de bactérias. Esses meios foram escolhidos por apresentarem diferentes
fontes de carbono e nutrientes, proporcionandoo isolamento de uma maior variedade de
fungos (MUELLER et al., 2004).

O primeiro método permitiu o isolamento dos fungos da parte externa do corpo dos
besouros. Para tal, cinco individuos machos e cinco fémeas foram dispostos para caminhar na
superficie do meio BDA durante 15 minutos. Foi utilizada uma placa de Petri (90x15 mm)
para cada individuo, totalizando 10 placas. O segundo e terceiro método foram utilizados para
o isolamento dos fungos da parte interna dos besouros. Nesse sentido, os individuos utilizados
no primeiro método (cinco machos e cinco fémeas), apés caminharem no meio, foram
submetidos a desinfecgdo superficial (segundo método) com imersdo em etanol 70% durante
30 segundos, seguido de imersdo em 1 mL de solugdo salina 0,85% durante 1 minuto e de trés
lavagens sucessivas com agua destilada esterilizada durante 30 segundos. Posteriormente,
cada individuo foi triturado em 1 mL de soluc@o salina 0,85% e agitados no vortex durante um
minuto. Ap6s homogeneizacao, 100pL da suspensdo foram semeados na superficie dos meios
BDA, MA2% e SNA (uma placa de cada meio de cultivo para cada individuo), totalizando 30
placas. Para o terceiro método, 12 besouros fémeas foram submetidos a0 mesmo processo de
desinfeccdo superficial utilizado no segundo método. Apds a desinfec¢do, foi realizada a
raspagem das micangias de seis fémeas com auxilio de uma agulha esterilizada. Os pronotos
dos outros seis insetos foram dissecados. Tanto o material raspado, quanto os pronotos foram
semeados nos trés meios de cultivos, totalizando 12 placas de Petri (seis de micangias e seis
de pronotos). Para o segundo e terceiro método, a ultima agua utilizada na lavagem foi
inoculada nos trés meios de cultivo para verificar a eficiéncia do processo de desinfeccao.
Todas as placas de isolamento foram incubadas a 25 °C, durante sete a quatorze dias, no
escuro. As colonias que foram crescendo nos meios foram transferidas para novas placas de

MA2% e incubadas novamente a 25 °C, durante sete dias, no escuro.
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Os isolados obtidos foram purificados pelo método de cultura monospdrica.
Resumidamente, foi realizada uma diluicdo seriada de conidios (para cada isolado) em agua
destilada esterilizada até uma atingir uma diluigdo de 10°. Para os fungos que ndo
esporularam, a diluicdo foi realizada com o micélio aéreo do fungo. Seguidamente, um
volume de 50 pL da suspensdo foi espalhado na superficie da placa com meio BDA. Apds
trés a cinco dias de incubacio, os esporos (ou fragmentos de hifas) germinados foram isolados
em uma nova placa com BDA e incubados a 25 °C, no escuro.

Posteriormente, os isolados purificados foram separados em morfotipos. Tal separagao
foi baseada nas caracteristicas morfologicas das colonias. Os isolados representativos de cada
morfotipo foram fotodocumentados em relacdo as caracteristicas macroscopicas das colonias
e transferidos para tubos contendo meio BDA inclinado, para criar o estoque de trabalho
(mantido a 10 °C). Posteriormente, esses morfotipos foram preservados em glicerol 20 % a -

80 °C (em suspensao de esporos ou hifas) e depositados na colecao de pesquisa do LESF.

3.3 Ildentificagdo dos fungos

3.3.1 Andlise morfologica

A avaliagdo das caracteristicas morfologicas dos isolados representativos de cada
morfotipo foi realizada ap6s cultivo em BDA a 25 °C, apo6s sete dias de incubagado, no escuro.
As caracteristicas macroscopicas avaliadas foram: coloracdo da superficie e da base da
coldnia, a textura do micélio aéreo, presenga de exsudatos e presenca de pigmentos soliveis
no meio. Para examinar as caracteristicas microscopicas dos isolados (i.e. conidioforos,
células conidiogénicas, clamiddsporos, conidios, etc) foram montados microcultivos, bem
como laminas a fresco utilizando KOH 3M e lactofenol. Tais estruturas microscopicas foram

observadas e fotodocumentadas no microscopio optico (Leica DM 500).

3.3.2 Extra¢do de DNA, amplificacdo e sequenciamento dos isolados

Baseado nos resultados da analise morfoldgica, 46 isolados foram escolhidos para a
analise molecular, compreendendo de um a nove representantes de cada grupo de fungos.
Nesse sentido, os 46 isolados foram cultivados em meio BDA durante sete dias a 25°C, no
escuro, para a obten¢@o de biomassa. A extragdo de DNA foi realizada mediante lise fisico-

quimica do micélio, seguindo o método de Moller et al. (1992). Assim, o micélio de cada
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isolado foi triturado com auxilio de microesferas de vidro (Sigma, didmetro de 500-600um),
em solugdo de lise TES (Tris-EDTA-SDS), proteinase K (20 mg/mL™) e incubado a 65 °C
durante 30 minutos. Na presenga de CTAB e NaCl 5M foi incubado novamente a 65 °C
durante 60 minutos. A fase orgénica foi separada utilizando solucdo de cloroférmio-alcool
isoamilico (24:1). O material foi centrifugado (12.000g durante 10minutos) e o DNA
genomico foi coletado do sobrenadante. Em seguida, o DNA foi precipitado com acetato de
sodio 3M e isopropanol 99%, centrifugado (12.000g durante 15 minutos) e purificado com
lavagens sucessivas em etanol 70%. Finalmente, o DNA lavado foi suspendido em 30 pL de
solucdo Tris-EDTA e armazenado a -20°C.

Em seguida, foi amplificada a regido ITS (internal transcribed spacer) (primers 1TS4:
5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3" e ITSS5: 5°-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’),
o gene que codifica para Beta tubulina, (BTub2a: 5’>-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-
3> e BTub2b: 5’-CCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3") e as regides hipervariaveis D1 e
D2 do gene que codifica para a subunidade maior do ribossomo (NLI: 5’-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’ e NL4:5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’).

As reacdes de amplificagdo foram realizadas com volume final de 25 puL (4 uL de
dNTPs 1,25 mM, 5pL de Buffer 5X, 1 uL. de BSA 1 mg mL™", 2 pL de MgCl, 25mM, 1 uL
de cada primer [10 uM], 0,2 pl de Taq polimerase [5 U pL'], 2 pL de DNA genémico
diluido [1:10] e 8,8 pL de 4gua ultrapura estéril). Os amplicons foram corados com GelRed ™
(Biotium) e observados em gel de agarose 1% sob U.V. em fotodocumentador (DNR Bio-
Imaging Systems, MiniBIS Pro). Posteriormente, os produtos de amplificagdo foram
purificados com o Kit Wizard” SV Gel and PCR Clean-up System (Promega), seguindo o
protocolo do fabricante. Os amplicons purificados foram quantificados em NanoDrop®
(ThermoScientific) e sequenciados utilizando BigDye Terminator® v. 3.1 Kit (Life
Technologies), seguindo as instrugdes do fabricante. Os primers utilizados para o
sequenciamento foram os mesmos utilizados na amplificacdo. Finalmente, as sequéncias
forward e reverse geradas pelo método de Sanger, no sequenciador ABI 3500 (Life
Technologies), foram reunidas em sequéncias consensus com ajuda do software Bio Edit v.

7.0.5.3 (HALL, 1999).
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3.3.3 Andlise filogenética

As sequéncias consensus dos fungos foram comparadas com as sequéncias homologas
depositadas na base de dados do NCBI- GenBank. As sequéncias da base de dados que
apresentaram maior identidade com as do presente estudo foram recuperadas para as analises
filogenéticas (de cinco a dez sequéncias para cada um dos géneros). Adicionalmente,
sequéncias de outros estudos (referentes a cada grupo de fungos) também foram incluidas nos
conjuntos de dados (JAMES et al., 2004; KOLARIK et al., 2005; MARIMON et al., 2007;
ZALAR et al., 2007, HARRINGTON et al., 2010; KURTZMAN et al., 2010; BADALYAN
et al., 2011; LESAGE-MEESSEN et al., 2011; PERRONE et al., 2011; WATANABE et al.,
2011; CIAFARDINI et al., 2013; KURTZMAN et al.,, 2013; ABE et al, 2014;
MUSVUUGWA et al., 2015; REDOU et al., 2015; SIMMONS et al., 2016).

Os conjuntos de dados compreendendo as sequéncias geradas nesse estudo e as
sequéncias obtidas das bases de dados foram alinhadas utilizando o software MAFFT v 7
(KATOH et al, 2013) e editadas com o programa GBLOCKS (CASTRESANA, 2000). Os
alinhamentos foram elaborados separadamente para cada género de fungo. As caracteristicas
dos conjuntos de dados de cada alinhamento, assim como o marcador molecular utilizado para
a analise filogenética de cada género estao listadas na tabela 1.

As arvores filogenéticas foram inferidas no programa MEGA v.7.1 (KUMAR et al.,
2016), utilizando o método de neighbour-joining com o modelo de substituicdo nucleotidica
de Kimura 2-parametros (KIMURA, 1980). A robustez das arvores foi calculada através do

método de bootstrap, com 1000 pseudoréplicas.
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Tabela 1. Caracteristicas de cada conjunto de dados (separados por géneros de fungos) utilizados nas
analises filogenéticas.

Género NOA de. Grupo externo (codigo de acesso) Marcador N° de pb do
sequencias molecular alinhamento
Aspergillus 24 Aspergillus (EF661081) 615
Cladosporium 34 Cercospora (JQ408381) Beta tubulina 383
Geosmithia 25 Acremonium (KF225146) (WA;\IO(O}ft al, 1025
Penicillium 26 Aspergillus (EU014101) ) 425
Ogataea 31 Schizosaccharomyces(KY109602) 569
Pichia 36 Schizosaccharomyces(EF550348) DID2 669
Rhodotorula 22 Yarrowia(JX561143) (KURTZMAN, 640
Yamadazyma 28 Babjeviella (U45848) et al., 1998) 530
Ambrosiozyma 42 Pichia (AY251639) 577
Coprinellus 34 Coprinus(AY 176346) 739
Fusarium 47 Microdochium(KP859008) 565
Pycnoporus 22 Trametes(MF155573) ITS 580
Raffaelea 63 Podospora (AY515359) (S;HCZ)OCII;IS et 466
Rhizopus 29 Acremonium (FN691453) N 822
Schizophyllum 26 Schizosaccharomyces(KJ562356) 835

pb: pares de bases

3.3.4 Analise de diversidade

O teste de Fisher foi utilizado para corroborar se a diversidade, em termos de
proporcao (abundancia) de fungos isolados, ¢ dependente do sexo do besouro ou do meio de
cultivo. Por outro lado, para determinar se o esfor¢o amostral deste trabalho foi suficiente,
foram construidas curvas de rarefacdo. Esse método possibilita comparagdes entre amostras
com diferentes tamanhos amostrais.

A diversidade dos fungos (riqueza e abundancia) foi avaliada separadamente para os
fungos encontrados na parte externa ¢ na parte interna do corpo de E. parallelus. Para tal, foi
realizada uma analise alfa levando em consideragdo o fato de que foi realizada apenas uma
coleta, no mesmo ambito temporal e local. Nesse sentido, foram utilizados os indices de
riqueza (S), diversidade de géneros de Shannon-Wiener (H), domindncia de géneros de
Simpson (inverso: 1-D) e a riqueza esperada de géneros (Chao-1) (MAGURRAN, 2004). A
similaridade entre as amostras foram avaliadas pelos indices de Jaccard e Bray-Curtis (CHAO
et al., 2005). Todas as analises foram processadas no software R v.3.4 utilizando os pacotes

Vegan, Biodiversity R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013).
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4 RESULTADOS

4.1 Isolamento e identificacdo dos fungos

Um total de 124 isolados fungicos foi obtido do corpo de E. parallelus. Todos os
isolados foram submetidos a purificacdo pelo método de cultura monospdrica, preservados em
glicerol 20% a -80 °C e depositados no acervo do LESF.

Inicialmente, a andlise morfologica permitiu agrupar os isolados em seis géneros:
Aspergillus (n=1), Cladosporium (n=3), Fusarium (n=1), Geosmithia (n=2), Penicillium
(n=1), Rhizopus (n=7), cinco morfotipos de fungos filamentosos [Morfotipo 1 (n=29),
Morfotipo 2 (n=1), Morfotipo 3 (n=1), Morfotipo 4 (n=49), Morfotipo 5(n=1)] e quatro
morfotipos de leveduras [Morfotipo 6 (n=1), Morfotipo 7 (n=5), Morfotipo 8 (n=2),
Morfotipo 9 (n=20)](Tabela 2).

Tabela 2. Identificagdo dos isolados representativos de cada género de fungo, baseada nas analises
morfoldgicas e no resultado inicial da comparagdo das sequéncias com as sequéncias depositadas nas
bases de dados do NCBI. O ntiimero de acesso de cada género com o qual a nossa amostra apresentou a
maior porcentagem de identidade encontra-se na direita.

Cédigo dos Ne total de Identificacao Identificagao Resultado Nimero de acesso
isolados isolados morfologica molecular BLAST
C03 1 Aspergillus Aspergillus 100% AY820000
C60 3 Cladosporium Cladosporium 88% KJ596629
C06 1 Fusarium Fusarium 99% JX435216
C85 2 Geosmithia Geosmithia 100% KF853901
C46 1 Penicillium Penicillium 99% JF910277
CO08 7 Rhizopus Rhizopus 100% KJ551412
C78 29 Morfotipo 1 Ambrosiozyma 99% KY101644
C58 1 Morfotipo 2 Coprinellus 99% KU954342
C73 1 Morfotipo 3 Pycnoporus 99% AF363759
C48 49 Morfotipo 4 Raffaelea 100% KX267140
C75 1 Morfotipo 5 Schizophyllum 99% KY244078
C30 1 Morfotipo 6 Ogataea 100% KY108692
CI120 5 Morfotipo 7 Pichia 99% KY108864
C57 2 Morfotipo 8 Rhodotorula 100% KX771207
C119 20 Morfotipo 9 Yamadazyma 100% KY110159

Apbs a comparagdo das sequéncias consensus de 46 isolados (representativos dos
124), com aquelas depositadas na base de dados do NCBI foi possivel identificar 15 géneros:
Ambroziozyma (n=4), Aspergillus (n=1), Cladosporium (n=3), Coprinellus (n=1), Fusarium
(n=1), Geosmithia (n=2), Penicillium (n=1), Pycnoporus (n=1), Raffaelea (n=11), Rhizopus
(n=7), Schizophyllum (n=1), Ogataea (n=1), Pichia (n=5), Rhodotorula (n=2), Yamadazyma
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(n=5, Tabela 2 e Figura 2). A analise filogenética realizada para cada género de fungo,

separadamente, corroborou esse resultado (Anexos 1- 14).

Figura 2. Géneros de fungos isolados de Euplatypus parallelus. Os fungos foram
cultivados a 25 °C em meio BDA, durante sete dias, no escuro. A) Aspergillus, B)
Geosmithia, C) Fusarium, D) Raffaelea, E) Rhizopus, F) Yamadazyma, G)
Penicillium, H) Rhodotorula, 1) Coprinellus, J) Ogataea, K) Cladosporium, L)
Pichia, M) Ambrosiozyma, N) Pycnoporus, O) Schizophyllum
) S

A A e B
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Considerando os 124 isolados, o género Raffaelea foi o mais abundante (39% dos
isolados), sendo encontrado tanto em machos, quanto em fémeas (Figura 3). O segundo

género mais abundante foi Abrosiozyma (23%, Figura 3).

Figura 3. Géneros de fungos isolados em machos e fémeas de Euplatypus parallelus.
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Adicionalmente, a analise filogenética baseada na regido ITS dos isolados C38, C48,
C49, Ce64, C69, C77, C88, C90, C107, C113 e C115 mostrou que esses agruparam-se em
quatro possiveis clados filogenéticos novos dentro do género Raffaelea (Figura 4). O clado
formado pelos isolados C64, C115 e C113 ficou acomodado filogeneticamente proximo de R.
canadensis, ja os outros trés clados [(C32, C48, C77, C69, C90, C88, C49), (C107) e (C38)]

posicionaram filogeneticamente proximos a R. subfusca (Figura 4).



Figurad. Posicdo filogenética das quatro possiveis espécies filogenéticas novas de Raffaellea. A
arvore foi inferida seguindo o método de neighbor-joining com o modelo de substituicdo nucleotidica
de Kimura 2-parametros, com total de 63 sequéncias (ITS). O alinhamento final compreendeu 466 pb.
Os numeros nos ramos indicam valores de bootstrap (valores abaixo de 70% foram excluidos). A
espécie Podospora decipiens (AY515359) foi utilizada como outgroup. As fotos a direita mostram a
morfologia de cada clado (Clado A: rosa, Clado B: verde, Clado C: azul, Clado D: vermelho). Os
isolados, foram cultivados a 25 °C, durante 7 dias.

Raffaslaa sp KX26T141

Raffaslea sp KX267142

91 | Raffasiea sp KX267143

Sporothrix cfschenchil DQS39556
Raffasiea cyclorhipidia KX267136

100 Raffasiea cyclorhipidia KX267 138
Raffasles rapanose NR1320030

Raffasiea rapaness KT 1892506

Raffsales rapanese NR132931

is GO

a7 | R: 5C
-l Raffaslea canadensis GQ225608
Raffae P

L=

1 b KX2687137
100! Raffasiea subfusce KX267138
c1o7 C
cia D
Grosmannia radiaticols EUB75132
Euarezy
Leptographium pirfforrme DOBA5241
Grosmannia hunti EUBTS148
Laplographium procerum EUBTI143
Leptographium terebrantis AY 935609
Leptographium sp GLU120994
Leptographium lundbergil EUB7S151
Leptographium truncafum AYHB35626
Leptographium wagener AY935596
Leptographium americanum EUBTS138
100 Sporothnix schenckil EU126940
Sporothrix schanchki KX424956

Sp g KPO17066
W KPE91912
LC228660

.
”L’;E;rmrmn 5p KX099637
Raffaelea scolyfodis AM267271
Ambrosielia gnathotrichi EUS84287
Ophiostoma pilifersm KUT 58608
’7 r Ophlostona peectum DQOE297T0
Ophit i DQIBETE
0 L Ophiostoma plurisnnuatum FI437230
as

Ophiostoma sparsiannidaturm FJ906818
Ophiosioma sparsiannulatum FJ906817
Ophiastorna sparsiannulaturn FJS068818
Ophiostoma pluranmaatum AY934517
Ophiostorma plurannulatum DQDE29T2
Ophiostoma novasrelandias KT362249
Ophiostomna subannulatum AY934522
Ophiostoma muitianmdatum AYS34512
Ophiastorna longiconidiaturn EF408559
Ophiastorna longiconidiaturn EF408580
Ophiosfoma longiconidiatum EF408561
ia fimicola AYG81188

L—— Podospora decipiens AY515359

4.2 Fungos por método de isolamento

Um total de 21 isolados foi recuperado da parte externa dos besouros (método I),
pertencentes a seis géneros de fungos: Ambroziozyma (n=3), Aspergillus (n=1), Fusarium
(n=1), Raffaelea (n=4), Rhizopus (n=7) e Yamadazyma (n=5, Figura 5). A maioria dos fungos
foi isolada dos besouros machos (n=12), comparados com as fémeas (n=9). Considerando o

numero de géneros de fungos, os besouros machos também apresentaram uma maior riqueza
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(n=5), quando comparado com as fémeas (n=4). Ambos os sexos compartilharam trés géneros
de fungos: Ambrosiozyma, Raffaelea e Yamadazyma (Figura 6).

Na parte interna dos besouros foi recuperado 103 isolados pertencentes a 12 géneros
de fungos: Ambroziozyma (n=26), Cladosporium (n=3), Coprinellus (n=1), Geosmithia (n=2),
Ogataea (n=1), Penicillium (n=1), Pichia (n=5), Pycnoporus (n=1), Raffaelea (n=45),
Rhodotorula (n=2), Schizophyllum (n=1), Yamadazyma (n=15) (Figura 5). Dentre esses
isolados, 92 foram obtidos no método II (trituragdo dos insetos). Neste método, os machos
também apresentaram o maior nimero de isolados (n=57), do que as fémeas (n= 35, Tabela
3). No entanto, o nimero de géneros de fungos encontrados nas fémeas (n=8) foi maior do
que nos machos (n=6). Os géneros de fungos compartilhados por ambos os besouros (macho e
fémea) foram cinco: Ambrosiozyma, Pichia, Raffaelea, Rhodotorula e Yamadazyma (Figura
6). Ja o terceiro método (indculo do pronoto e micangia) recuperou 11 isolados pertencentes a
trés géneros distintos: Ambroziozyma (n=7), Ogataea (n=1), Raffaelea (n=3). Neste método
os fungos foram obtidos apenas dos pronotos. Nao houve crescimento de fungos nos raspados

provenientes das micangias.

Figura 5. Compartilhamento de géneros de fungos no exterior e interior de Euplatypus parallelus. n:
numero de géneros.
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Figura 6. Compartilhamento de gé€neros de fungos encontrados no exterior ¢ interior de Euplatypus
parallelus em relagdo ao sexo do besouro. n: nimero de géneros.
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Macho Fémea

4.3 Diversidade de fungos no corpo de Euplatypus parallelus

O teste de Fisher mostrou que no método II a riqueza dos géneros ndo ¢ dependente do
meio de cultivo (p=0,3085). A riqueza dos géneros também ndo ¢ dependente do sexo do
besouro, tanto no método I (p=0,2791), quanto no método II (p=0,06962). Entretanto,
observou-se que os machos apresentaram maior riqueza do que as fémeas (Figura 3). A curva
de rarefacdo evidenciou que € preciso de uma amostragem maior para conhecer o nimero
total de géneros associados aos besouros, pois nenhuma atingiu uma assintota (Figura 7).

A analise alfa de diversidade da parte externa dos besouros evidenciou que os
besouros machos apresentam maior riqueza de géneros de fungos (n=5), assim como a maior
abundancia (12 isolados). A populagdo de machos e fémeas ndo apresentou dominancia de
géneros (D=0,2). Entretanto, o indice inverso de Simpson indicou uma alta homogeneidade
(0,7) e, portanto, uma maior diversidade como corroborado pelo indice de Shannon (Tabela
3). Os indices de similaridade Jaccard e Bray-Curtis mostram que a propor¢do de géneros
compartilhados entre as amostras de machos e fémeas foi de 50% e 57% respectivamente, isto
indica compartilhamento de géneros entre machos e f€émeas (Tabela 4).

A andlise de diversidade alfa da parte interna mostrou que a maior riqueza de géneros
(n=12) foi recuperada no meio de cultivo MA2% (fémeas n=7 e machos n=5), enquanto o
meio BDA apresentou 9 géneros (fémeas n=4 e machos n=5) e SNA apresentou § géneros

(fémeas n=4 e machos n=4). No quesito abundancia, o meio MA2% foi o que apresentou a
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maior quantidade de isolados (n=37, fémeas n=18 ¢ machos n=19), ja a menor quantidade foi
encontrada em SNA (n=22, fémeas n=8 e machos n=14). O estimador de Chao-1 indicou que
o numero de géneros esperados condiz com os obtidos, apresentando baixa variacdo entre os
valores. Com exce¢do apenas das fémeas para o meio MA2% (13 géneros esperados e 7
obtidos). No geral, as amostras ndo apresentam dominancia, pois todos os valores do indice
foram menores que 0,5 (Tabela 3). Os valores de Simpson indicam uma maior
homogeneidade nos machos no meio SNA (0,6122) e o grupo com menor homogeneidade foi
o de fémeas no MA2% (0,7593). A homogeneidade indica maior diversidade, isso se
confirma com valores do indice de Shannon, com a maior diversidade em fémeas de MA2%
(1,642) e a menor diversidade em machos de SNA (1,215) (Tabela 3). O indice de Jaccard
indicou que os géneros isolados dos machos foram similares nos trés meios de cultivo
(0,4285), entretanto das fémeas foram recuperados mais géneros em comum nos meios SNA e
BDA (0,6). Por outro lado, o indice de Bray-Curtis variou de 0,47 (apresentando baixa

similaridade) até o valor de 0,66 com maior similaridade (Tabela 5).

Figura 7. Curva de rarefacdo dos géneros encontrados nos métodos I e II
em Euplatypus parallelus.
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Os géneros Ambrosiella, Raffaelea e Yamadazyma foram compartilhados em MA2% e
SNA; e Ambrosiella, Pichia, Raffaelea e Yamadazyma em BDA. Os outros géneros ndo foram

compartilhados, aparecendo apenas em determinada amostra (Figura 8).



Tabela 3. Parametros de alfa diversidade de fungos encontrados em Euplatypus paralellus.

Método 1 Método 11
Indice Alfa PDA SNA PDA MA
Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea
Taxa S 5 4 4 4 5 4 5 7
Individuos 12 9 14 8 24 9 19 18

Dominancia_ D 0,2639 0,284 10,3878 0,3438 0,3681 0,3333 0,2964 0,2407
Simpson_1-D  0,7361 0,716 0,6122 0,6563 0,6319 0,6667 0,7036 0,7593
Shannon H 1,445 1,311 1,215 1,213 1,222 1,215 1,411 1,642
Chao-1 5,5 4 8 4,5 6 5 5 13

Tabela 4. indice de similaridade de Jaccard e Bray-Curtis comparando machos
e fémeas nos métodos de isolamento I e I1.

Jaccard Bray-Curtis
Método I Macho e fémea 0.5 0.57143
Método 11 Macho e fémea 0.66667 0.54545

Tabela 5. indice de similaridade de Jaccard e Bray-Curtis comparando
machos e fémeas nos trés meios de cultivo para o método II.

Besouros Meios Jaccard Bray-Curtis
SNA-BDA 0.4285714 0.63158
Macho BDA-MA 0.4285714 0.65116
SNA-MA 0.4285714 0.66667
SNA-BDA 0.6 0.47059
Fémea BDA-MA 0.57143286 0.51852

SNA-MA 0.375 0.53846
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Figura 8. Compartilhamento de géneros isolados do interior de Euplatypus parallelus,nos meios
BDA, SNA e MA 2%. n: nimero de géneros.
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5 DISCUSSAO

Semelhante a outros insetos fungicultores como as formigas atineas, cupins e abelhas
(MUELLER; GERARDO, 2002; MENEZES et al., 2015), E. parallelus (besouro da
ambrosia) também apresenta a caracteristica de cultivar fungos para alimentagdo (BATRA,
1963). Esse inseto vive em simbiose ndo apenas com o fungo que cultiva, mas também com
uma diversa microbiota associada aos diferentes estagios do besouro (larva, pupa e adultos),
bem como as galerias que constroem nas arvores (TARNO et al, 2016). Devido a
fungicultura praticada por E. parallelus nas galerias que constroem nas arvores, esses
besouros sdo considerados pragas florestais de importancia economica (AVIDOYV et al., 1969;
ELZINGA, 1997).

Apesar da importancia econdmica de E. parallelus pouco se conhece a respeito da
diversidade de fungos associados ao corpo desse inseto. Até hoje, apenas o estudo realizado
por Tarno e colaboradores (2016) mostrou que existem fungos associados ao corpo desse
besouro (géneros: Acremonium, Aspergillus, Candida, Fusarium, Gliocladium, Penicillium,
Saccharomyces e Trichoderma). No entanto, estudos prévios com outros besouros da
ambrosia, mostraram uma maior diversidade de fungos (BAKER; NORRIS, 1968;
BUMRUNGSRI et al., 2008; TARNO et al., 2016, HULCR et al., 2017). Comparados aos
trabalhos citados acima, os resultados desse estudo mostraram uma maior diversidade de
fungos associados ao corpo de E. parallelus, visto que, Ambrosiozyma, Cladosporium,
Coprinellus, Geosmithia,Ogataea, Pichia, Pycnoporus, Raffaelea, Rhodotorula, Rhizopus,
Schizophyllum ¢ Yamadazyma estao sendo reportados aqui pela primeira vez. Adicionalmente,
as curvas de rarefacdo sugerem que um maior numero de géneros de fungos poderia ser
encontrado, caso mais besouros fossem analisados.

Alguns autores sugerem que os géneros Ambrosiella, Ambrosiozyma, Geosmithia,
Raffaelea, Monacrosporium e Phialophoropsis (carregados nas micangias) sdo utilizados
como fonte de alimento pelos besouros da ambrosia (BATRA, 1963; BAKER; NORRIS,
1968; KLEPZIG et al., 2001; HULCR et al., 2017). Os géneros Ambrosiozyma, Geosmithia,
Raffaelea também foram encontrados neste estudo. Curiosamente, o género Raffaelea foi o
mais prevalente e esteve mais relacionado a parte interna dos machos. No entanto, surge a
pergunta sobre o porqué esse género foi encontrado com maior incidéncia nos machos.
Estudos futuros esclarecerdo se esses isolados sdo utilizados por E. parallelus como fonte

nutricional.
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As fémeas dos besouros da ambrosia sdo responsaveis por carregar e inocular os
fungos na parede das galerias (UEDA; KOBAYASHI, 2005), enquanto as galerias podem ser
construidas por machos ou fémeas, dependendo da espécie (FLECHTMANN et al., 1995).
Nesse sentido, esperava-se que as fémeas apresentassem um maior numero de isolados do
fungo Raffaelea do que os machos. Além disso, os isolados de Raffaelea encontrados neste
estudo agruparam-se em quatro possiveis clados filogenéticos novos para a ciéncia.
Considerando que tais isolados ndo se agrupam com as espécies relatadas como mutualistas,
tais isolados poderiam estar desempenhando outros papéis (ainda desconhecidos) no ciclo
biologico dos besouros machos. Devido a filogenia do género Raffaelea apresentar
incongruéncias quando a analise ¢ baseada em apenas um marcador molecular (SIMMONS et
al., 2016), estudos futuros (baseados em analises filogenéticas com mais de um marcador
molecular (DREADEN et al. (2014)) deverao discutir sobre o posicionamento filogenético de
tais clados, assim como a relacdo com E. parallelus.

Por outro lado, Mendes e colaboradores (2012) sugeriram a importancia das leveduras
como produtoras de enzimas polissacaridases que permitem a degradagdo do substrato vegetal
para a disponibilizacdo de nutrientes no caso das formigas, porém o mesmo pode ser que
ocorra para os besouros. Neste estudo, foram encontrados quatro géneros de leveduras
(Ogataea, Pichia, Rhodotorula e Yamadazyma), no entanto, se desconhece se todos esses
micro-organismos realmente ajudam na obtencdo de nutrientes para E. parallelus.

O presente estudo reuniu informagdes inéditas sobre a diversidade de fungos que
habitam o corpo de E. parallelus, pois varios géneros estdo sendo relatados nesse microbioma
pela primeira vez. Esses resultados abrem uma janela para estudos futuros da interagdo de E.
parallelus- fungos simbiontes (que poderiam ser utilizados no controle biologico desses
insetos praga), assim como para estudos de sistematica e descricdo de possiveis espécies

novas para a ciéncia.
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6 CONCLUSOES

o Euplatypus parallelus apresenta uma elevada diversidade de fungos no corpo.

e Provaveis espécies novas de fungos para a ciéncia estdo presentes no corpo desses insetos.
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7 PERSPECTIVAS

e Este estudo possibilitou a criagdo de uma cole¢do de fungos para estudos futuros de

sistematica e controle bioldgico de E. parallelus.
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ANEXOS

Anexo 1. Arvore filogenética do género Aspergillus. A figura mostra o isolado C03 (em roxo) dentro
do clado de A. niger. A arvore foi inferida seguindo o método de neighbor-joining com o modelo de
substitui¢do nucleotidica de Kimura 2-parametros, com um total de 24 sequéncias de Beta tubulina. O
alinhamento final compreendeu 615 pb. Os nimeros nos ramos indicam valores de bootstrap (valores
abaixo de 70% foram excluidos). As sequéncias com codigos de acesso EF661081, EF661082 e
EF661083 foram utilizadas como outgroup.

co3

Aspergillus niger KU897004
Aspergillus niger AY585535
Aspergillus niger EF661089
98 Aspergillus niger EF661091
Aspergillus niger KUS35625
Aspergillus niger FJ828913
Aspergillus niger AY820000

Aspergillus awamor KX231822

99 Aspergillus brasiliensis KC796355
99| Aspergillus brasiliensis EF661079
Aspergillus tubingensis KX231820

83 99 Aspergillus tubingensis EF661086

Aspergillus tubingensis EF661084

Aspergillus heteromorphus EF661103
~{ —— Aspergillus ibericus EF661101
Aspergillus carbonarius EF661097
493‘_{ Aspergillus carbonarius AY585532
76! Aspergillus carbonarius EF661099
Aspergillus ellipticus EF661122

| Aspergillus robustus EU014101
—— Aspergillus aculeatus EF661083

100 Aspergillus japonicus EF661082
1 Ud Aspergillus japonicus EF661081

0.05
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Anexo 2. Arvore filogenética do género Cladosporium.A figura mostra os isolados C60, C61, C63
(em roxo) dentro do clado de Cladosporium oxysporum. A arvore foi inferida seguindo o método de
neighbor-joining com o modelo de substitui¢io nucleotidica de Kimura 2-parametros, com total de 34
sequéncias de Beta tubulina. O alinhamento final compreendeu 383 pb. Os nimeros nos ramos
indicam valores de bootstrap (valores abaixo de 70% foram excluidos). A sequéncia com o codigo de
acesso JQ408381foi utilizada como outgroup.

C60
C63
C61
Cladosporium sp JQ217373
Cladosporium oxysporum KM510514
Cladosporium oxysporum KU216745
98! Cladosporium oxysporum KF245938
Cladosporium oxysporum EF101455
Cladosporium oxysporum KX928928
Cladosporium oxysporum EF101454
91 Cladosporium oxysporum EF101455
Cladosporium velox EF101456
H Cladosporium cladosporioides EF101453
Cladosporium spinulosum EF101449
Davidiella tassiana EF101452
92 Cladosporium subinflatum EF101448
E Cladosporium sphaerospermum EF101409
99 - Cladosporium sphaerospermum EF101407
— Cladosporium langeronii EF101440
99 | Cladosporium langeronii EF101440
Cladosporium langeronii EF101435
Cladosporium langeronii EF101438
Cladosporium langeronii EF101434
Cladosporium psychrotolerans EF101444
100| Cladosporium dominicanum EF101419
Cladosporium dominicanum EF101420
Cladosporium halotolerans EF101428
Cladosporium halotolerans EF101427
Cladosporium halotolerans EF101433
85 Cladosporium salinae EF101404
?@dospon’um salinae EF101405
Cladosporium salinae EF101403
L— Cladosporium fusiforme EF101445
Cercospora beticola JQ408381

85

95

100

—
0.01
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Anexo 3. Arvore filogenética do género Fusarium.A figura mostra o isolado C06 (em roxo) dentro do
clado de F. solani. A arvore foi inferida seguindo o método de neighbor-joining com o modelo de
substitui¢do nucleotidica de Kimura 2-parametros, com total de 47 sequéncias de ITS. O alinhamento
final compreendeu 565 pb. Os niimeros nos ramos indicam valores de bootstrap (valores abaixo de
70% foram excluidos). A sequéncia com o codigo de acesso KP859008 foi utilizada como outgroup.

Fusarium solani KF918588
Fusarium solani JX435216
Fusarium solani KJ863503
Fusarium solani JX173101
Fusarium solani KFO30977
Fusarium solani KF679356
99 co6
—— Fusarium solani KF918568

Fusarium solani AB587013
Fusarium solani AB674260

Fusarium phaseoli AB587014
99 Fusarium dimerum AB586996

ﬂar&m lunatum JQ434583
Fusarium merismoides AB586998
Fusarium merismoides EU8S60059

88

9

100

77

100

74| [ Fusarium larvarum AB586984
99 Fusarium larvarum EUBB0072

Fusarium decemcellulare AB587018

' 100! Fusarium decemcellulare AB587017

Fusarium avenaceum AB587016

Fusarium tricinctum AB587029

Fusarium tricinctum AB587028

Fusarium verticillioides AB587011

Fusarium phyllophilum AB587006

Fusarium proliferatum AB587007

Fusarium oxysporum AB586994
92| Fusarium oxysporum AB586993
Fusarium acuminatum AB587002
Fusarium acuminatum AB587001
Fusarium langsethiae AB587023
97 || Fusarium langsethiae NR121214
Fusarium sporotrichioides AB587027
Fusarium sporotrichioides AB587026
Fusarium sporotrichioides AB587025
g | Fusarium kyushuense U85545
Fusarium kyushuense AB587019
Fusarium asiaticurm AB586991

81

97

- Fusarium graminearum AB586992
81 Fusarium culmorum AB586990
*— Fusarium poae AB587024

Fusarium incarnatum AB586988
Fusarium equiseti AB586999

1
ol
Fusarium subglutinans AY898251
_100{ Fusarium verticillioides AB587010
Fusarium verticillioides AB587012
Microdochium nivale KP859008

98 Fusarium equiseti AB587000

0.02
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Anexo 4. Arvore filogenética do género Geosmithia. A figura mostra o isolado C85 (em roxo) dentro
do clado de Geosmithia lavendula. A éarvore foi inferida seguindo o método de neighbor-joining com o
modelo de substitui¢do nucleotidica de Kimura 2-parametros, com total de 25 sequéncias de Beta
tubulina. O alinhamento final compreendeu 1025 pb. Os numeros nos ramos indicam valores de
bootstrap (valores abaixo de 70% foram excluidos). A sequéncia com o codigo de acesso KF225146

foi utilizada como outgroup.

20| Geosmithia lavendula KF853902
Geosmithia lavendula KF853903
98 | Geosmithia lavendula EU547796
Geosmithia lavendula KF853901
c85
Geosmithia rufescens KF853927
97! Geosmithia rufescens KF853926

98

+| | Geosmithia pallida HG799833

‘LGeosmﬁhia pallida HG799805
95! Geosmithia pallida HG799834

Acremonium sclerotigenum KC987101

EEmen‘ceHopsis terricola AY632678

Geosmithia omnicola KP990609
b1 L Geosmithia ulmacea KP990560
— Geosmithia obscura KF853913
Geosmithia putterilli HG799816
1 ?—I Geosmithia putterillii KF853926
— Geosmithia morbida KF853911
— Geosmithia microcorthyli FM986793
Geosmithia langdonii HG799883

5! Geosmithia langdonii KP990605

Geosmithia fassatiae KF85383
821 Geosmithia fassatiae KF853895

Geosmithia flava KP990611

Acremonium alternatum KF225146

0.1
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Anexo 5. Arvore filogenética do género Penicillium. A figura mostra o isolado C46 (em roxo) dentro
do clado de Penicillium minioluteus. A arvore foi inferida seguindo o método de neighbor-joining com
o modelo de substituigdo nucleotidica de Kimura 2-parametros, com total de 26 sequéncias de Beta
tubulina. O alinhamento final compreendeu 452 pb. Os numeros nos ramos indicam valores de
bootstrap (valores abaixo de 70% foram excluidos). A sequéncia com o cddigo de acesso EU014101
foi utilizada como outgroup.

99| Talaromyces minioluteus KU516404
Talaromyces minioluteus KU516403
Talaromyces minioluteus KJ775197
Penicillium samsonii KF114798
Talaromyces minioluteus KF114799
Talaromyces minioluteus KM066129
C46
Penicillium minioluteum JF910277
Talaromyces minioluteus JX091620
Talaromyces udagawae KF114796
Talaromyces ucrainicus KM066131
Talaromyces trachyspermus AY753371
Talaromyces assiutensis KJ865720
100! Talaromyces gossypii KF114802
Talaromyces atroroseus KF114795
W‘_r Talaromyces albobiverticillius KF114786
96 | Talaromyces atroroseus KF114788
Talaromyces diversus KJB65723
Talaromyces erythromellis HQ156945
93 Talaromyces austrocalifornicus KJ865732
Talaromyces galapagensis JX091388
Talaromyces purpureogenus KX359622
Talaromyces purpureogenus JX315637
100 | Talaromyces purpureogenus JX315640
Talaromyces purpureogenus JX315639
Aspergillus robustus EU014101

70

75 B5

bt
0.05
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Anexo 6. Arvore filogenética do género Rhizopus. A figura mostra os isolados C07, C08, C12, C15,
C19 e C123 (em roxo) dentro do clado de R. delemar e R. oryzae. A arvore foi inferida seguindo o
método de neighbor-joining com o modelo de substitui¢do nucleotidica de Kimura 2-parametros, com
total de 29 sequéncias de ITS. O alinhamento final compreendeu 822 pb. Os numeros nos ramos
indicam valores de bootstrap (valores abaixo de 70% foram excluidos). A sequéncia com o codigo de
acesso FN691453 foi utilizada como outgroup.

co7

cos

Rhizopus oryzae KP881427
Rhizopus delemar JN943002
Rhizopus delemar KJ551394
Rhizopus delemar KJ551397
Rhizopus delemar KJ551407
Rhizopus delemar KJ551421
c19

Rhizopus oryzae KJ744361
C15

Rhizopus oryzae KT385704
Rhizopus oryzae KP068977
Rhizopus oryzae GU256757
c123

c12

Rhizopus arrhizus AF455429
Rhizopus schipperae AB113015

99

Rhizopus caespitosus AB097387
Rhizopus homothallicus AB097388

Rhizopus microsporus varmicrosporus AB097386

85

Rhizopus azygosporus AB097392

Rhizopus microsporus varchinensis AB097394
96 | Rhizopus microsporus varoligosporus AB097395

Rhizopus sexualis varamericanus AB113011

Rhizopus microsporus varrhizopodiformis AB097390

Rhizopus stolonifer varreflexus AB100449
Rhizomucor miehei AJ278360

Acremonium strictum FN691453

0.05
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Anexo 7. Arvore filogenética do género Ambroziozyma. A figura mostra os isolados C28, C70, C76 e
C78 (em roxo) dentro do clado de Ambroziozyma. A arvore foi inferida seguindo o método de
neighbor-joining com o modelo de substitui¢do nucleotidica de Kimura 2-parametros, com total de 42
sequéncias de ITS. O alinhamento final compreendeu 577 pb. Os nimeros nos ramos indicam valores
de bootstrap (valores abaixo de 70% foram excluidos). A sequéncia com o codigo de acesso
AY?251639 foi utilizada como outgroup.

Ambrosiozyma philentoma KY 101647
65 | Ambrosiozyma philentoma KY 101649
Ambrosiozyma platypodis KY101652
Ambrosiozyma platypodis KY101653
Ambrosiozyma platypodis KY101648
Ambrosiozyma platypodis KT828736
Ambrosiozyma ambrosiae KY101633
85 | Ambrosiozyma ambrosiae KY101634
Ambrosiozyma oregonensis KY 101646
Ambrosiozyma oregonensis KY 101650
Ambrosiozyma oregonensis KY101651
Ambrosiozyma maleeae KY101641
63 — Ambrosiozyma pseudovanderkliftii KY 101653
Ambrosiozyma llanquihuensis KY 101640
Ambrosiozyma vanderkliftii KY 101654
Ambrosiozyma vanderkliftii KY 101655
Ambrosiozyma vanderkliftii KY 101656
Ambrosiozyma angophorae KY 101636
96 ' Ambrosiozyma angophorae KY101637
54, Ambrosiozyma monospora KY 101642
Ambrosiozyma monospora KY101643
C76
Ambrosiozyma monospora KY 101643
S0|i c28
] 30| Ambrosiozyma monospora KY 101644
Ambrosiozyma monospora KY 101644
C70
C78
Ambrosiozyma kamigamensis KY 101638
Ambrosiozyma kamigamensis KY101638
Ambrosiozyma kashinagacola KY101639
Ambrosiozyma kashinagacola KY 101639
Ambrosiozyma neoplatypodis KY 101645
Ambrosiozyma neoplatypodis KY 101645
Citeromyces matritensis KY 102556
Peterozyma toletana KY 104484
Nakazawaea holstii KY 104368
Pachysolentan nophilus KY 104454
Kuraishia capsulata KY103911
Lachancea kluyveri KY 103979
Kli Saccharomycopsis capsularis KY 105253

Pichia membranifaciens AY251639

60

57| 58

51

96

25

52
58
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Anexo 8. Arvore filogenética do género Coprinellus. A figura mostra o isolado C58 (em roxo) dentro
do clado de Coprinellus radians.A éarvore foi inferida seguindo o método de neighbor-joining com o
modelo de substituicdo nucleotidica de Kimura 2-pardmetros, com total de 34 sequéncias de ITS. O
alinhamento final compreendeu 739 pb. Os nlimeros nos ramos indicam valores de bootstrap (valores
abaixo de 70% foram excluidos). A sequéncia com o codigo de acesso AY 176346 foi utilizada como

outgroup.

Coprinellus radians KM246172
~ Coprinus aff radians FJ884086
Coprinellus radians KU954342
Cc58
Coprinellus radians KM979913
64 Coprinellus radians KM246171
Coprinellus radians KT828727
Coprinellus xanthothrix EU168106
as |96 - Coprinellus xanthothrix EU168105
70 'I Coprinellus sp FJ571498
Coprinellus sp FJ571498
Coprinellus radians AY461815

99

o
[=]

37 Coprinellus radians HM045514

53

Coprinellus radians HM045514
87 — Epipogium roseum AB176570

-~ Epipogium roseum AB176569
Coprinus sp AYT87670
Coprinus flocculosus AF345818

Coprinellus verrucispermus AY521250
Coprinellus curtus AY461824
Coprinellus micaceus HM240519
Coprinellus micaceus AY461832
Coprinellus micaceus GU227721
Coprinellus truncorum FM878007
Coprinellus disseminatus AY461838
100 Coprinus rhizophorus ABO71797

I Coprinopsis strossmayeri EU918699

Coprinopsis cinerea AY461825

53
100 L— Coprinus fissolanatus AF345812
EiECopn'nus echinosporus AB071800
&7 Coprinus echinosporus AB071803

88 I Coprinus phlyctidosporus AB071615
g9l — Coprinus phlyctidosporus ABO71617

0.020

Coprinus comatus AY176346
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Anexo 9. Arvore filogenética do género Pycnoporus. A figura mostra o isolado C73 (em roxo) dentro
do clado de Pycnoporus sanguineus.A arvore foi inferida seguindo o método de neighbor-joining com
o modelo de substitui¢do nucleotidica de Kimura 2-parametros, com total de 22 sequéncias de ITS. O
alinhamento final compreendeu 580 pb. Os niimeros nos ramos indicam valores de bootstrap (valores
abaixo de 70% foram excluidos). A sequéncia com o codigo de acesso MF155573 foi utilizada como
outgroup.

Pycnoporus sanguineus FJ234192
Pycnoporus sanguineus FJ234190
Pycnoporus sanguineus FJ234195
Pycnoporus sanguineus AF363759

Pycnoporus sanguineus AF363758

89/l c73

Pycnoporus sanguineus FJ234203
Pycnoporus sanguineus FJ234201
Pycnoporus sanguineus FJ234184

gg | Pycnoporus coccineus FJ750266
Pycnoporus sanguineus FJ234200

Pycnoporus coccineus AF363761

87

Pycnoporus cinnabarinus AF363768
9;‘ Pycnoporus coccineus FJ873395

Pycnoporus coccineus FJ234207
Pycnoporus cinnabarinus FJ234206

o0 Pycnoporus cinnabarinus FJ234205
o8 | | Pycnoporus cinnabarinus AF363764
Trametes cinnabarina JN645087
| Pyenoporus puniceus FJ234198

100! Pycnoporus puniceus FJ234199

Trametes suaveolens MF155573



41

Anexo 10. Arvore filogenética do género Schizophyllum. A figura mostra o isolado C75 (em roxo)
dentro do clado de Schizophyllum commune. A éarvore foi inferida seguindo o método de neighbor-
joining com o modelo de substituicdo nucleotidica de Kimura 2-parametros, com total de 26
sequéncias de ITS. O alinhamento final compreendeu 835 pb. Os nimeros nos ramos indicam valores

de bootstrap (valores abaixo de 70% foram excluidos). A sequéncia com o codigo de acesso KJ562356
foi utilizada como outgroup.

Schizophyllum commune KJ535691
Schizophyllum commune KX788176
Schizophyllum commune AF249387
Schizophyllum commune KX065966
94| Schizophyllum commune KJ832063
97||C75
100[ |- Schizophyllum commune AF249386
Schizophyllum fasciatum L43385
Schizophyllum umbrinum KR261612
—— Russula sp KY450661
99 —— Lactarius indigo KJ705193

Cryptococcus neoformans EU240005
—{ EP!eumrus cystidiosus EF437221
83 Pleurotus djamor KX573927

M _[_— Polyporus sp AY523814

Hypholoma fasciculare KX096677

—— Marasmius rotula JN714927

—— Marasmius siccus KR673501
.| Campanella subdendrophora AY445121

Mycena sp KY 366496
99 ~ Coprinopsis scobicola HQ847021
Coprinopsis lagopus JF907845
Coprinopsis narcotica FM163180
Coprinellus heptemerus JN159553
Coprinellus disseminatus AY461838
Leucoagaricus gongylophorus KY234303
Lenzites betulinus FJ481044
Ganoderma resinaceum EF060007
Trichaptum biforme KY 346858
Nigroporus vinosus AB811861
Irpex lacteus FJ744594
Amanita virosa KY472227
g B Xerocomus nigromaculatus KX575658
Hygro cybeconica KM248896
Lentaria sp KUB70448

Schizosaccharomyces pombe KJ562356

76

0.05
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Anexo 11. Arvore filogenética do género Ogataea. A figura mostra o isolado C30 (em roxo) dentro do
clado de Ogataea philodendri. A arvore foi inferida seguindo o método de neighbor-joining com o
modelo de substitui¢do nucleotidica de Kimura 2-parametros, com total de 31 sequéncias de D1D2. O
alinhamento final compreendeu 569 pb. Os nlimeros nos ramos indicam valores de bootstrap (valores
abaixo de 70% foram excluidos). A sequéncia com o codigo de acesso KY109602 foi utilizada como

outgroup.

Ogataea philodendri KY 108692
Ogataea philodendri KY 108693
€30
Ogataea philodendri KY 108691
Ogataea sp LM999768
Qgataea phyllophila KY 108694
9| Ogataea dorogensis AF403146
Ogataea dorogensis AJ509854
Ogataea allantospora AB617889
Ogataea kodamae KY 108676
100! Ogataea kodamae KY 108677
99| Ogataea polymorpha KY108711
Ogataea polymorpha KY108712
99| | Ogataea angusta FJ914931
99! Ogataea angusta KY 108669
Ogataea glucozyma KY 108674
98 — Ogataea henricii AB440276
'—— Ogataea wickerhamii KY108722
Ogataea pilisensis KY 108696
0| o8 Ogataea salicorniae KY108715
Ogataea trehalophila U75723
98! Ogataea trehalophila KY108719
Ambrosiozyma philentoma KY 106104
Ogataea methylivora U75526
Ogataea ramenticola KY108714
'I_[JD| Ogataea ramenticola AF017245
Kuraishia capsulata KY108181
Citeromyces matritensis KX101030
|_— Nakazawae aishiwadae KY 108647
99 Peterozyma toletana KY 108750

Schizosaccharomyces pombe KY 109602

70
76

89

85 76
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Anexo 12. Arvore filogenética do género Pichia. A figura mostra os isolados C80, C99, C112 ¢ C120
(em roxo) dentro do clado de Pichia manshurica. A érvore foi inferida seguindo o método de
neighbor-joining com o modelo de substitui¢io nucleotidica de Kimura 2-parametros, com total de 36
sequéncias de DID2. O alinhamento final compreendeu 669 pb. Os numeros nos ramos indicam
valores de bootstrap (valores abaixo de 70% foram excluidos). A sequéncia com o codigo de acesso
EF550348 foi utilizada como outgroup.

Pichia manshurica KY 108860
Pichia manshurica KY 108863
Pichia manshurica KY 108861
Pichia manshurica KY 108859
Pichia manshurica KY 108864
991 Pichia manshurica KY 108862
Cc80
e7| [c120
c99
c112
Pichia membranifaciens KY 108866
81| | Pichia membranifaciens MF149130
95 | Pichia membranifaciens DQ104713
Pichia membranifaciens AY497668
Candida thaimueangensis KY 106806
Pichia fermentans EF151311
100 | Issatchenkia orientalis EU188622
Issatchenkia sp KX839454
72 - Pichia exigua KX839454
Issatchenkia scutulata EU439439
Candida rugopelliculosa KY 106729
Issatchenkia occidentalis EF030710
Candida pseudolambica KY 106708
Pichia norvegensis KY 108905
Pichia pseudocactophila U75732
96| | Candida inconspicua KY 106512
gg! Pichia cactophila KY 108785
85 L [Issatchenkia terricola JN377446
Pichia sporocuriosa KY 108918
Pichia heedii U75733

Pichia barkeri KY 108780
97 {Fﬁchia nakasei KY108898

83

76|  Pichia eremophila UT5736

Pichia cephalocereana U75737
Satumispora besseyi KY 109540
Schizosaccharomyces pombe EF550348
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Anexo 13. Arvore filogenética do género Rhodotorula. A figura mostra os isolados C57, C102 (em
roxo) dentro do clado de Rhodotorula mucilaginosa. A érvore foi inferida seguindo o método de
neighbor-joining com o modelo de substitui¢do nucleotidica de Kimura 2-parametros, com total de 22
sequéncias de DID2. O alinhamento final compreendeu 640 pb. Os numeros nos ramos indicam
valores de bootstrap (valores abaixo de 70% foram excluidos). A sequéncia com o codigo de
JX561143 foi utilizada como outgroup.

Cc57
c102
Rhodotorula mucilaginosa KX771215
Rhodotorula mucilaginosa KX771207
100 | Rhodotorula mucilaginosa KU893139
Rhodotorula mucilaginosa KY 109140
Rhodotorula mucilaginosa KF850509
93 || Rhodotorula mucilaginosa KC881062
Rhodotorula mucilaginosa KY 109132
100| |' Rhodotorula mucilaginosa KM222334
Rhodosporidium sphaerocarpum AF070425
— Rhodosporidio boluscolostri AY372177
98  Rhodotorula graminis AF070431
{Rhodarom.‘a paludigena KY109142
Rhodotorula araucariae KY 108982
Bulleromyces albus KC433819
100| Bulleromyces albus KC433763
Issatchenkia orientalis EU188621
Aureobasidium pullulans EU560881
Kluyveromyces siamensis AB330825
Candida tropicalis U45749
Kodamae aohmer FJ483916
Debaryomyces hansenii AB436429
Meyerozyma guilliermondii KC798418
Meyerozyma guilliermondii KM222311
Meyerozyma guilliermondii KM222319
Yarrowia lipolytica JX561143

0.05
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Anexo 14. Arvore filogenética do género Yamadazyma. A figura mostra os isolados C47, C54, C89 e
C96 e C119 (em roxo) dentro do clado de Yamadazyma mexicana.A arvore foi inferida seguindo o
método de neighbor-joining com o modelo de substitui¢do nucleotidica de Kimura 2-parametros, com
total de 28 sequéncias de D1D2. O alinhamento final compreendeu 530 pb. Os niimeros nos ramos
indicam valores de bootstrap (valores abaixo de 70% foram excluidos). A sequéncia com o codigo de
acesso U45848 foi utilizada como outgroup.

ca7
C54
c119
Yamadazyma mexicana KY110159
Yamadazyma mexicana KY 110153
cs89
Yamadazyma mexicana KY110157
99| Yamadazyma mexicana KY110154
Yamadazyma mexicana KY 110155
C96
-~ Yamadazyma mexicana KY 110156

| Candida conglobata AB304736
99 L—— Candida aaseri KT972114
Yamadazyma affmexicana KF032857
Yamadazyma scolyti KY110163
Candida insectorum FJ873471
Candida tenuis KY106798
Candida diddensiae KU240506
Candida dendronema KY 106412
Yamadazyma philogaea KY 110161
Yamadazyma akitaensis AY520331
90 L Yamadazyma nakazawae EU289363

Candida atlantica KY106312
99 Il Candida atmosphaerica EU807911
Candida membranifaciens FJ527121
—%L Candida buinensis KY106375
Yamadazyma triangularis KF273851
Babjeviellainositovora U45848

98

i



