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RESUMO
Os fungos endofiticos sdo um grupo diverso de microrganismos que vivem no interior dos
tecidos das plantas e apresentam importancia ecologica para desenvolvimento do seu
hospedeiro. Psidium cattleianum (Myrtales: Myrtaceae: “Araga”) ¢ uma espécie nativa do
Brasil que apresenta um potencial econémico devido ao uso dos seus frutos, madeira e 6leos
essenciais. Apesar dessa importancia, a diversidade de fungos endofiticos associada P.
cattleianum é ainda desconhecida. Neste estudo, acessamos a diversidade de fungos endofiticos
de folhas de P. cattleianum, utilizando métodos de isolamento dependentes de cultivo, analise
de caracteres macroscopicos dos isolados, bem como analises filogenéticas utilizando o
marcador barcode ITS. Um total de 396 isolados pertencentes a 26 grupos de fungos foi obtido,
i.e., Alternaria, Amycosphaerella, Aspergillus, Cladosporium, Colletotrichum, Coprinellus,
Coriolopsis, Diaporthe, Induratia, Muyocoprom, Myrmecridium, Neofusicoccum, Pantospora,
Paracamarosporium, Parapallidocercospora, Paraphaeosphaeria, Penicillium, Perenniporia,
Phaeophleospora, Phomopsis, Phyllocista, Pseudofusicoccum, Talaromyces, Xylaria,
Sordariomycetes e Xylariomycetes. Os nossos resultados mostram uma grande diversidade de
fungos associados as folhas de P. cattleianum, contudo, as andlises sugerem que existe uma
diversidade de fungos ainda maior nesta planta. Por outro lado, embora P. cattleianum esteja
associada a fungos endofiticos semelhantes ao dos seus clados irméos, esta planta apresenta
uma comunidade fangica propria, uma vez que existem alguns géneros de fungos, assim como
sete possiveis espécies novas, isoladas neste trabalho, que ainda ndo foram reportados em
associacdo com o género Psidium. Este estudo preenche uma lacuna do conhecimento, sobre a
diversidade de fungos endofiticos associados a P. cattleianum, que ajudara a futuros

pesquisadores a compreender a diversidade de fungos endofitos associados ao género Psidium.

Palavras chave: Fungos simbiontes. Myrtaceae. Associacdo planta-fungo. Morfologia de
fungos. Filogenia.



ABSTRACT

Endophytic fungi are a diverse group of microorganisms that live inside plant tissues and are
ecologically important because they can influence host development. Psidium cattleianum
(Myrtales: Myrtaceae: “Arag¢a”) is a plant species native from Brazil that presents an economic
potential due to the use of its fruits, wood, and essential oils. Despite this importance, the
diversity of endophytic fungi associated with P. cattleianum is still unknown. Here we assessed
the diversity of endophytic fungi in leaves of P. cattleianum using culture-dependent isolation
methods, macroscopic character analysis, as well as phylogenetic analysis using the barcode
ITS. A total of 396 isolates belonging to 26 groups of fungi were obtained, i.e., Alternaria,
Amycosphaerella, Aspergillus, Cladosporium, Colletotrichum, Coprinellus, Coriolopsis,
Diaporthe, Induratia, Muyocoprom, Myrmecridium, Neofusicoccum, Pantospora,
Paracamarosporium, Parapallidocercospora, Paraphaeosphaeria, Penicillium, Perenniporia,
Phaeophleospora, Phomopsis, Phyllocista, Pseudofusicoccum, Talaromyces, Xylaria,
Sordariomycetes and Xylariomycetes. Our results showed a great diversity of fungi associated
with the leaves of P. cattleianum, yet the analyzes suggest that there is an even greater diversity
of fungi associated with this plant. On the other hand, although P. cattleianum is associated
with endophytic fungi similar to its sister clades, this plant has its own fungal community, since
there are some fungal genera as well as seven possible new species, isolated in this work, which
have not yet been reported in association with Psidium. This study fills a gap about the diversity
of endophytic fungi associated with P. cattleianum, which will help future researchers to

understand the diversity of endophytic fungi associated with the genus Psidium.

Keywords: Symbiotic fungi. Myrtaceae. Plant-fungus association. Fungal morphology.

Phylogeny.
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1. INTRODUCAO

Os fungos endofiticos abrigam uma grande diversidade de fungos de diferente clados
filogenéticos e de importancia ecoldgica (GUPTA et al., 2020). Estes microrganismos vivem
no interior dos tecidos de todas as plantas terrestres (ARNOLD, 2007; ZHENG, 2012), sem
produzirem infeccOes aparentes (CORREIA et al., 2017), como no caso das plantas da familia
Myrtaceae (PEREZ et al., 2010). Os fungos endofiticos s&o transmitidos horizontalmente ou
verticalmente pelas plantas (YANG; DAI, 2012, SHAH et al., 2018) e podem apresentar papéis
importantes no desenvolvimento delas, contribuindo com o alongamento de caules e raizes
(CHECCUCCI et al., 2017), o aumento do potencial de solubilizagdo de nutrientes e na
producdo de 6leos essenciais e micotoxinas, que evitam a infeccdo por outros fungos e bactérias
(ESPINOSA-GARCIA; SALDIVAR-GARCIA; LANGENHEIM, 1991; SAIKKONEN;
SAARI; HELANDER, 2010; SHAH et al., 2018). Além disso, estes fungos podem aumentar a
tolerancia do hospedeiro contra a seca, alta salinidade do solo e fitopatdgenos (SAIKKONEN;
SAARI; HELANDER, 2010; WAQAS et al., 2012; YAN et al., 2018) e estdo presentes nas
fases iniciais de senescéncia e decomposicao em plantas hospedeiras (LACERDA; GUSMAO;
RODRIGUES, 2019).

A familia Myrtaceae compreende 144 géneros de plantas distribuidas em regides
tropicais e subtropicais da América, Asia e Australia (SILVA; MAZINE, 2016). Este grupo de
plantas apresenta uma grande importancia devido ao seu potencial na industria alimentar,
medicinal, na ornamentacdo e a sua ecologia (MORAIS; CONCEICAO; NASCIMENTO,
2014). Estudos mostraram uma grande diversidade de fungos endofiticos associados a familia
Myrtaceae (LACERDA; GUSMAQ; RODRIGUES, 2019; MARSBERG et al., 2014; PEREZ
et al., 2010; VAZ et al., 2014), contudo fungos endofiticos associados a alguns géneros de
plantas desta familia, i.e., Leptospermum, Feijoa e Psidium, ainda foram pouco estudados.

O género Psidium € nativo da América tropical e subtropical, compreendendo cerca de
100 espécies de arvores e arbustos produtores de frutos comestiveis, além de madeira
(LEDERMAN; SILVA-JUNIOR; FRANZON; SOUSA-SILVA; CAMPOS; PROENCA,
2016). Essas plantas também sdo utilizadas na ornamentacdo de jardins e parques, sendo
Psidium guajava (Goiabeira) a espécie mais conhecida e economicamente mais importante
(LEDERMAN; SILVA-JUNIOR; FRANZON; SOUSA-SILVA; CAMPOS; PROENCA,
2016). Uma grande diversidade de fungos endofiticos esta associada com a goiabeira
(TCHAMGOUE et al., 2020; GARBA et al., 2021; UJAM et al., 2021). O estudo desses grupos
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de fungos € de importancia, devidos as suas caracteristicas para o uso no controle bioldgico de
doencas e a producdo de metabolitos secundéarios com propriedades antioxidantes,
imunossupressoras e antimicrobianas (TCHAMGOUE et al., 2020).

Psidium cattleianum (Myrtales: Myrtaceae), popularmente conhecido como Aracé, é
filogeneticamente proximo de P. guajava e € uma espécie nativa da Mata Atlantida distribuida
desde o estado da Bahia até o Rio Grande do Sul (LEDERMAN; SILVA-JUNIOR; FRANZON;
SOUSA-SILVA; CAMPOS; PROENCA, 2016). Esta planta possui frutos semelhantes aos da
sua espécie irma, P. guajava, mas com polpa branca, gosto azedo, ricos em vitamina C,
minerais, acidos graxos, compostos fenolicos e carotenoides (LIMA et al., 2020). Além disso,
0 Araca apresenta fitoquimicos com diferentes fungdes bioldgicas, como antimicrobianas e
antioxidantes (LIMA et al., 2020; ROCHA et al, 2020; SCUR et al., 2016). As plantas do Araca
também sdo usadas para producéo de lenha e carvdo, bem como as folhas para extracao de 6leos
essenciais (SECRETARIA DE INFRAESTRUTURA E MEIO AMBIENTE, 2016). Apesar do
potencial econdmico de P. cattleianum, pouco se sabe sobre a diversidade dos fungos
endofiticos associados (Figura 1).

Neste estudo avaliamos a diversidade de fungos endofiticos presentes nas folhas de P.
cattleianum e 0s nossos resultados revelaram uma alta diversidade desses microrganismos.
Embora P. cattleianum apresente géneros de fungos endofiticos semelhantes aos da espécie
irma (41,66%), P. guajava, 0s nossos resultados mostram que esta planta apresenta grupos de
fungos endofiticos encontrados em clados filogeneticamente distantes de P. cattleianum. Além
disso, 0s nossos resultados sugerem a existéncia de espécies filogenéticas novas de fungos
associadas as folhas do Aracé. Este trabalho preenche uma importante lacuna do conhecimento
da diversidade de fungos endofiticos associados a P. cattleianum. Estudos futuros ajudardo a
entender melhor a diversidade de endéfitos de P. cattleianum, assim como corroborardo se 0s
clados de fungos filogeneticamente distintos correspondem a espécies novas para a ciéncia.
Além disso, estudos futuros poderdo investigar o potencial desses fungos para 0 uso como

biocontroladores ou na producdo de novos compostos para industria.
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Fungos
endofiticos ?
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Figura 1. Caracteristicas de Psidium cattleianum (Aracd): A) potencial econémico. a) fruto, b) lenha, e c) carvao.
B) folhas e frutos de P. cattleianum. C) falta de conhecimentos da diversidade de fungos endofiticos associados a
planta.

2. OBJETIVO

Descrever a diversidade de fungos endofiticos presentes nas folhas de P. cattleianum.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. COLETA DAS AMOSTRAS

Foram coletadas 50 folhas sadias de duas plantas de P. cattleianum (25 folhas de cada
planta) com auxilio de um podao. As plantas estdo localizadas no municipio de Rio Claro, Sdo
Paulo, no Campus da Universidade Estadual Paulista Jalio de Mesquita Filho — UNESP
(22°23'47.9"S 47°32'389"W, planta 1) e no Parque Lago Azul (22°23'29.6"S
47°33'54.0"W, planta 2 — Figura 2). Ap0s a coleta, as folhas foram dispostas em sacos plasticos
esterilizados, identificados e transportados para o laboratério. Em seguida, as folhas foram
lavadas em &gua corrente durante 5 min, para remocao de detritos apos iniciar o0 processo de

isolamento.
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cpimem Tg P
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Campus da Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho —
UNESP

Planta 1

Figura 2. Localizacdo geogréfica das plantas coletadas: A) Planta 1, localizada no Campus da Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — UNESP (22°23'47.9"S 47°32'38.9”"W. B) Planta 2, localizada no
Parque Lago Azul (22°23'29.6"S 47° 33’ 54.0"W.

3.2. ISOLAMENTO DOS FUNGOS ENDOFITICOS

Trés métodos foram utilizados para o isolamento dos fungos: i) filtragdo por particulas,
ii) semeadura de fragmento e iii) dilui¢do seriada. Além disso, foram utilizados cinco meios de
cultivo para cada método [Agar Nutriente Sintético (SNA — 0,2 g de KH2PO4, 0,2 g de KNOs,
0,1 g de MgS04.7H20, 0,1 g de KCI, 0,04 g de glicose, 0,04 g de sacarose e 3g de &gar), Agar
Dicloran Rosa Bengala, sem Dicloran (DRB — 1 g de peptona, 2 g de glicose, 0,2 de KH2PO4,
0,1 g de MgS04,0,25 g de Rosa Bengala e 3 g de 4gar), Agar Malte 2% (MA 2% - 4 g de extrato
de malte, 4 g de dextrose e 3 g de agar), Agar Batata Dextrose (BDA — 40 g de infusio de batata,
4 g de glicose e 3,4 g de 4gar) e Agar Batata-Cenoura (BCA — 40 g de infusdo de cenoura, 50
g de infusdo de batata e 3 g de agar)].

3.2.1. Isolamento por filtracdo de particulas

Primeiramente, a superficie foliar foi desinfetada para remo¢do dos microrganismos
externos. Assim, as folhas foram imersas durante 1 min em 2% de NaOCI, em seguida 30 s em
etanol (70%). Apos este processo, as folhas foram lavadas trés vezes (cada lavagem com
duracédo de 1 min) com agua destilada esterilizada (CROUS; KENDRICK; ALFENAS; 1997;
LACERDA; GUSMAO; RODRIGUES, 2018). Para verificar a auséncia de fungos epifitos
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(controle), 100 pL da &gua de lavagem foi espalhada em placas contendo o meio de cultivo
BDA. Em seguida, duas gramas de folhas foram trituradas em 50 mL de &gua destilada
esterilizada com ajuda de um liquidificador. Os fragmentos maiores de folhas foram filtrados
através de um conjunto de quatro peneiras com malhas de aberturas decrescentes (1,0, 0,7, 0,25
e 0,18 mm). As particulas retidas na malha com menor abertura foram dispostas em tubos com
agua destilada esterilizada, agitadas por 1 min e permaneceram em repouso durante 10 min. O
sobrenadante foi descartado, sendo adicionados 50 mL de agua destilada esterilizada. Esse
ultimo processo foi repetido quatro vezes e, na lavagem final, os fragmentos foram
ressuspendidos em 20 mL de agua destilada estéril nos tubos e agitados por 1 min. Aliquotas
de 100 pL dessa suspensao foram espalhadas nos meios de cultivo SNA, DRB, MA 2%, BDA
e BCA com ajuda de uma alga de Drigalski. Todos os meios foram suplementados com 150 ug
mL-! cloranfenicol para evitar a contaminagéo por bactérias. Todas as placas inoculadas foram
incubadas a 25 °C, no escuro, durante sete dias, sendo observadas diariamente para 0
isolamento das col6nias fungicas. Finalmente, as col6nias que cresceram nas placas foram

transferidas para uma nova placa contendo meio BDA sem cloranfenicol.

3.2.2. Isolamento por diluigdo seriada

Duas gramas de folhas foram trituradas no liquidificador em 50 mL de agua destilada
esterilizada, durante 1 min. Em seguida, dilui¢Ges seriadas até 10~ do contetido foram efetuadas
em tubos de microcentrifuga de 2 mL estéreis. Aliquotas de 100 pL das diluigdes 102 e 10°
foram espalhadas nas placas contendo os meios SNA, DRB, MA2%, BDA e BCA (com
cloranfenicol), com o auxilio da alca de Drigalski. Ap6s esse processo, as placas foram
incubadas a 25 °C, no escuro durante sete dias e observadas diariamente para o isolamento das
colbnias fungicas. As col6nias que cresceram foram transferidas para novas placas contendo

BDA sem cloranfenicol.

3.2.3. Isolamento por semeadura de fragmentos de folhas

Para este método, folhas previamente desinfetadas foram secas em papel estéril e
cortadas em pequenas sec¢des de 5 a 10 mm? (AGRIOS, 2004). Esse material foi inoculado nos
meios de cultivo SNA, DRB, MA2%, BDA e BCA (com cloranfenicol). Cada placa foi
inoculada com cinco fragmentos de folha equidistantes. Finalmente, as placas foram incubadas

a 25 °C, no escuro, durante sete dias e observadas diariamente, afim de ver o crescimento dos
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fungos. Quando as col6nias fungicas iniciaram o crescimento, estas foram transferidas para

placas novas contendo meio BDA sem cloranfenicol.

3.3. PURIFICACAO DOS ISOLADOS FUNGICOS

Os isolados obtidos foram purificados pelo método de diluicéo seriada de conidios (quando
o fungo os produziu) e de hifas (no caso de fungo que ndo apresentaram conidios). Assim, 0s
conidios ou fragmentos de micélio de cada isolado foram suspensos em &gua destilada
esterilizada. Tais diluicGes foram realizadas em tubos de microcentrifuga de 2 mL esterilizados,
até atingir diluicbes de 10°. Em seguida, aliquotas de 100 pL das diluicdes 1073 e 10 foram
espalhadas na superficie da placa contendo meio de cultivo BDA, sem cloranfenicol. As placas
de espalhamento foram incubadas a 25 °C, no escuro, durante sete dias. Col6nias fungicas
isoladas foram transferidas para uma nova placa com BDA e incubados no escuro, a 25 °C,
durante sete dias. Ap0s o crescimento das colbnias axénicas, estas foram transferidas para novas

placas contendo BDA para extracdo de DNA e avaliacdo dos caracteres morfoldgicos.

3.4. IDENTIFICACAO DOS FUNGOS

Para a identificacdo dos fungos isolados utilizamos uma abordagem combinando

analises morfoldgicas e filogenéticas.

3.4.1. Identificacdo morfoldgica dos isolados

As culturas puras dos fungos foram primeiramente triadas com base na observacéo das
caracteristicas macroscopicas e microscopicas (separacdo em morfotipos). Os caracteres
macroscopicos das colonias de todos os morfotipos foram observados no meio BDA. As
caracteristicas macroscopicas analisadas foram: pigmentacdo, superficie, textura, velocidade de

crescimento, aspecto e diametro da coldnia.
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3.4.2. ldentificacdo molecular dos isolados fungicos

3.4.2.1. Extracdo de DNA

O DNA de colbnias axénicas foi extraido utilizando o método CTAB descrito por
Moller et al. (1992). Para isso, o micélio fungico foi triturado com auxilio de esferas de vidro
(Sigma, diametro de 500 — 600 pm) em 600 pL de tampao de lise. Apos, foi adicionado 10 uL
de proteinase K (20 mg/mL™1) nas amostras e estas foram incubadas a 65 °C, durante 30 min. A
fase organica foi separada adicionando 600 pL de solugdo de cloroférmio: alcool isoamilico
(24:1) com centrifugacdo das amostras. O DNA genomico foi coletado do sobrenadante, e
purificado mediante duas lavagens sucessivas com etanol 70%. Finalmente, o DNA foi
suspendido em 30 uL de tamp&o TE (Tris 10mM e EDTA 1 mM) e estocado a -20 °C.

3.4.2.2. Reacdo de PCR e sequenciamento da regido barcode ITS

O marcador molecular barcode para fungos internal transcribed spacer (ITS —
SCHOCH et al., 2012) foi amplificado utilizando os primers ITS4 e ITS5 (WHITE et al., 1990).
A amplificacdo da regido ITS foi realizada em um volume final de 25 puL (4 uL de dNTPs [1,25
mM cada]; 5 puL de tampdo 5 x; 1 uL de albumina sérica bovina (BSA) [1 mg mL ~']; 2 uL de
MgCl2[25 mM]; 1 pL de cada primer [10 uM]; 0,5 puL de Taq polimerase [5S U puL '], 2 uL de
DNA gendmico diluido [1:10] e 8,5 uL de &gua ultrapura estéril). As condi¢des de amplificagcdo
de PCR foram: 94 °C/3 min, seguido de 35 ciclos a 94 °C/1 min, 55 °C/1 min, 72 °C/ 2 min, 10
°C/o. Em seguida, os produtos de PCR foram purificados com o kit Wizard SV Gel e PCR
Clean-up System (Promega, Madison), seguindo o protocolo do fabricante.

A reacdo de sequenciamento foi realizada pelo método de Sanger no sequenciador
ABI3500 (Life Technologies) em um volume final de 10 pL (0,5 pL de BigDye v 3.1; 2 uL de
Buffer 5x; 0,32 uL de primer [10 uM]; 1 uL de DNA [10-20 ng/ uL]; 6,18 uL de agua ultrapura
esterilizada). As condicOes para o sequenciamento foram: 95 °C/1 min seguido de 28 ciclos a
95 °C/15 s, 50 °C/45 s, 60 °C/4 min, 10 °C/o. As sequéncias forward e reverse foram

combinadas em sequéncias contings no software Bio Edit v. 7.0.5.3 (HALL, 1999).



18

3.4.2.3. Analise filogenética

Os contigs foram comparados com sequéncias homoélogas disponiveis no NCBI-
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). Sequéncias com maior identidade com as nossas foram
recuperadas e alinhadas utilizando o software MAFFT v. 7 (KATOH, STANDLEY, 2013). As
regides de introns foram editadas no programa GBLOCKS (CASTRESANA, 2000). Arvores
filogenéticas preliminares foram inferidas para cada grupo de fungos usando o método
neighbor-joining com modelo de substituicdo nucleotidica de Kimura 2-parametros no MEGA
v.7.1 (KIMURA, 1980). A robustez das arvores foi calculada pelo método de bootstrap, com
1000 pseudorréplicas. As arvores finais foram reconstruidas utilizando inferéncia Bayesiana
(BI), no MrBayes v.3.2.2 (RONQUIST et al., 2012), utilizando o modelo GTR para todos os
alinhamentos. O modelo matematico foi calculado no jModelTest 2 (DARRIBA et al., 2012),
utilizando AIC (Critério de Informacdo Akaike) com 95% de confiabilidade. As anélises de Bl
foram inferidas usando 2.000.000 de geracGes com o qual se atingiu a convergéncia (desvio
padrdo abaixo de 0,01) em todas as arvores. Para a reconstrucdo da melhor arvore, 25% das
arvores inicias geradas foram descartadas mediante burn-in. As arvores finais foram editadas
no FigTree v.1.4 e Adobe Illustrator CC v. 17. 1.

3.5. ANALISE DAS COMUNIDADES DE FUNGOS ENDOFITICOS

A caracterizacdo e comparagdo das comunidades de fungos encontradas em cada planta
foram realizadas no software R v. 3. 4. (R Development Core Team, 2013). A caracterizagao
foi realizada considerando as plantas das quais os fungos foram isolados, 0s meios de cultivo,
e 0s métodos de isolamento. Assim, foram geradas curvas de rarefacdo referentes a riqueza de
espeécies observadas para cada uma das plantas, bem como para calcular o nimero estimado de
especies (estimador de Chao-1). As andlises de diversidade alfa das comunidades foram
realizadas utilizando indices de riqueza e de diversidade (Shannon, Simpson e Pielou). A
comparacéo entre as comunidades encontradas foi realizada utilizando os indices de diversidade
beta (Bray-Curtis e Jaccard). Finalmente, as comunidades fungicas considerando tanto o
método de isolamento, quanto o meio de cultura utilizado em ambas as coletas, foram
comparadas mediante escalonamento multidimensional e dendrograma (utilizando a distancia

euclidiana).
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4. RESULTADOS

4.1. ISOLAMENTO DOS FUNGOS

Um total de 396 isolados fungicos foi obtido, sendo 141 provenientes da planta 1 e 255
da planta 2. Tendo em consideracdo os métodos de isolamento, 371 isolados foram obtidos
utilizando o método de semeadura de fragmentos (93,68% do total), 24 foram obtidos mediante
a filtracdo por particulas (6,06%) e 1 isolado obtido com o método de dilui¢éo seriada (0,25%).
Devido a baixa taxa de crescimento de fungos no ultimo método, este foi usado somente na
(Planta 1). Todos os meios de cultivo proporcionaram um nimero semelhante de isolados de
fungos (Apéndice A).

4.2. TRIAGEM DOS ISOLADOS POR MORFOTIPOS

Os isolados fungicos foram inicialmente separados em 86 morfotipos (numerados de 1
a 86) com base nos caracteres macroscopicos das coldnias. Os morfotipos que tiveram maiores
quantidades de isolados fungicos foram os morfotipos 1 (n= 208), 2 (n=22), 3 (n= 26), 4 (n=
15), 5 (n=6), 9 (h=9) e 80 (n= 7). Os demais morfotipos apresentaram entre um e dois isolados
cada (Apéndice B).

4.3. ANALISE FILOGENETICA

A andlise filogenética evidenciou que os 396 isolados pertencem a 26 géneros de fungos
(Figuras 3-9 e Apéndices C-V) a saber: Alternaria (n=2 - Apéndice C), Amycosphaerella (n=
1 - Apéndice D), Aspergillus (n= 1 - Apéndice E), Cladosporium (n= 2 - Figura 5),
Colletotrichum (n= 80 - Apéndice F), Coprinellus (n= 1 - Apéndice G), Coriolopsis (n=1 —
Apéndice H), Diaporthe (n=9 - Apéndice I), Induratia (n=1 - Apéndice J), Muyocoprom (n=
2 - Apéndice K), Myrmecridium (n= 1 - Apéndice L), Neofusicoccum (n= 20 - Apéndice M),
Pantospora (n= 2 - Apéndice N), Paracamarosporium (n= 2 - Apéndice O),
Parapallidocercospora (n= 208 - Apéndice P), Paraphaeosphaeria. (h= 1 - Apéndice Q),
Penicillium (n= 6 - Figura 6), Perenniporia (n= 2 - Figura 7), Phaeophleospora (n=1 isolado -
Figura 8), Phomopsis (n= 2 — Apéndice R) Phyllocista (n=31 - Apéndice S), Pseudofusicoccum
(n=1 - Apéndice T), Talaromyces (n = 1 - Apéndice U), Xylaria (n= 3 - Apéndice V). Além
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disso, dois isolados foram agrupados em clados de Sordariomycetes (n = 1 - Figura 9) e
Xylariomycetes (n= 1 - Figura 10), préximos de Phomatospora BLA431 e
Leptosillia/Asteromella BLA125, respectivamente.

Xylariomycetes
A Talaromyces

Sordariomycetes
Pseudofusicoccum
Plurivorosphaerella
Phaeophleospora
Paraphaeosphaeria
Coprinellus
Coriolopsis
Aspergillus
Amycosphaerella
Myrmecridium
Induratia
Pantospora
Perenniporia
Paracamarosporium
Muyocopron
Cladosporium
Alternaria
Xylaria
Penicillium

Neofusicoccum
Diaporthe
Phyllocista
Colletotrichum

Parapallidocercospora

0 50 100 150 200 250
Numero total de isolados

Figura 3. Fungos endofiticos isolados de folhas de Psidium cattleianum. A. Grupo de fungos ordenados segundo
a abundancia (nimero total de isolados obtidos). B. Culturas dos grupos mais abundantes: a)
Parapallidocercospora, b) Colletotrichum, ¢) Diaporthe, d) Phyllocista e e) Neofusicoccum.
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Figura 4. Colbdnias dos géneros de fungos isolados de Psidium cattleianum. a) Parapallidocercospora, b)
Phyllocista, c¢) Colletotrichum, d) Diaporthe, e) Neofusicoccum, f) Xylaria, g) Muyocopron, h)
Paracamarosporium, i) Induratia, j) Myrmecridium, k) Coriolopsis, 1) Coprinellus, m) Sordariomycetes, n)
Phaeophleospora, 0) Amycosphaerella, p) Pseudofusicoccum, q) Pantospora, r) Perenniporia e s) Cladosporium.

Um total de 56 morfotipos, inicialmente separados como sendo géneros diferentes, foi
agrupado nos géneros Phyllocista (morfotipos 8, 79, 82 e 83), Colletotrichum (morfotipos 5, 7,
9, 10, 11, 14, 19, 24, 25, 34, 35, 36, 37, 40, 42, 43, 44, 45, 48, 51, 52, 53, 59, 70, 72 e 84),
Diaporthe (morfotipos 12, 18, 20, 41, 54, 57 e 71,), Neofusicoccum (morfotipos 74, 75, 76, 77,
78, 80 e 81), Xylaria (morfotipos 31 e 61), Muyocopron (morfotipos 15 e 26),
Paracamosporium (morfotipos 16 e 55), Penicillium (morfotipos 39, 63 e 69), Alternaria
(morfotipo 56), Pantospora (morfotipo 71) e Perenniporia (morfotipo 67).

A maioria dos fungos isolados foi identificada em géneros previamente descritos em
outros estudos, a saber: Alternaria (Apéndice C), Amycosphaerella (Apéndice D), Aspergillus
(Apéndice E), Cladosporium (Figura 5), Colletotrichum (Apéndice F), Diaporthe (Apéndice 1),
Neofusicoccum (Apéndice M), Pantospora (Apéndice N), Parapallidocercospora (Apéndice

0), Penicillium (Figura 6), Phaeophleospora (Figura 8), Phyllocista (Apéndice S),
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Pseudofusicoccum (Apéndice T), Talaromyces (Apéndice U) e Xylaria (Apéndice V). Por outro
lado, os isolados BLA82, BLA85, BLA132, BLA 193, BLA199, BLA321, BLA385, BLA336
e BLA413 formaram clados separados nos géneros Cladosporium (Figura 5), Penicillium
(Figura 6), Perenniporia (Figura 7), Phaeophleospora (Figura 8), Sordariomycetes e

Xylariomycetes (Figura 9).
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099 { Cladosporium tenuissimum (MH810309)

Cladosporium oxysporum (DQ780393)
Cladosporium cladosporioides (MT466517)
Cladosporium acalyphae (HM147994)
Cladosporium angustisporum (HM147995)
Cladosporium delicatulum (HM148081)
0sa] Cladosporium gamsianum (HM148095)
Cladosporium lycoperdinum (HM148115)
Cladosporium silenes (EF679354)
Cladosporium xylophilum (HM148230)
Cladosporium phaenocomae (JF499837)
Cladosporium australiense (HM147999)
Cladosporium subuliforme (HM148196)
Cladosporium fusiforme (DQ780388)
_I:L Cladosporium grevilleae (JF770450)
Cladosporium aphidis (IN906978)
i _{ Cladosporium langeronii (DQ780379)
Cladosporium psychrotolerans (DQ780386)
BLA 200
Cladosporium globisporum (HM148096)
Cladosporium delicatulum (MT548673)
Cladosporium colombiae (FI936159)
Cladosporium exile (HM148091)
Cladosporium phyllactiniicola (HM148153)
Cladosporium pini-ponderosae (F1936160)
Cladosporium asperulatum (HM147998)
Cladosporium hillianum (HM148097)
Cladosporium licheniphilum (HM148111)
Cladosporium perangustum (HM148121)
Cladosporium scabrellum (HM148195)
Cladosporium varians (HM 148224)
Cladosporium austrolitorale (MN879327)
Cladosporium exasperatum (HM148090)
Cladosporium flabelliforme (HM148092)
Cladosporium chubutense (F1936158)

[ Cladosporium spinulosum (EF679388)

Cladosporium subinflatum (EF679389)
Cladosporium allicinum (EF679350)
Cladosporium allii (IN906977)
Cladosporium cucumerinum (HM148072)
Cladosporium phlei (IN906981)
Cladosporium soldanellae (TN906982)
Cladosporium variabile (EF679402)
Cladosporium herbaroides (EF679357)
Cladosporium herbarum (EF679363)
Cladosporium macrocarpum (EF679375)
Cladosporium sinuosum (EF679386)

- Cladosporium tenellum (EF679401)

0,72 — Cladosporium pseudiridis (EF679383)
Cladosporium antarcticum (EF679334)
Cladosporium ossifragi (EF679381)

Cladosporium ramotenellum (EF679384)

‘— Cladosporium arthropodii (IN906979)

1 Cladosporium dominicanum (DQ780353)

{ Cladosporium sphaerospermum (DQ780343)
Cladosporium cladosporioides (EU645693)
Cladosporium halotolerans ((KX788174)

1 Cladosporium halotolerans (MT635287)

Cladosporium halotolerans (DQ780364)

Cladosporium halotolerans (MT530324)

Cladosporium salinae (DQ780374)

BLA 395

0,97

0,991

=

098 |

Cercospora beticola (NR_121315)

0.3

Figura 5. Arvore filogenética do género Cladosporium baseado na regido ITS. A figura mostra o isolado BLA
200 (em negrito) préximo de C. psycrotolerans e C. globisporum, e o isolado BLA 395 (em negrito) formando um
clado separado. A arvore foi reconstruida usando a inferéncia bayesiana com o modelo evolutivo GTR. A arvore
apresenta um total de 63 sequéncias ITS (562 pb). Os nimeros nos ramos indicam valores de probabilidade a
posteriori (valores abaixo de 0.7 foram excluidos). A linhagem Cercospora beticola (NR 121315) foi utilizada
como outgroup.
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0,83 Penicillium polonicum (AJ005492)
Penicillium tricolor (AJ005489)
Penicillium melanoconidium (AJ005483)
Penicillium neoechinulatum (AJ005481)
Penicillium viridicatum (AJ005482)
Penicillium freii (AJ005479)
ﬁeniciiiium dipodomyis (AJ004896)

085

Eupenicillium crustaceum (AJ004892)
- Penicillium albocoremium (AJ004819)
—  Penicillium hirsutum (AJ004818)
0,90 Penicillium verrucosum (AJ005486)
— Penicillium nalgiovense (AJ004895)
—  Penicillium sp. (AJ004820)
- Penicillium discolor (AJ004816)
- Penicillium echinulatum (AJ004815)
- Penicillium hordei (AJ004817)
Penicillium roqueforti (AJ005677)
F BLA 132
1

0,80

Penicillium sp. (MT548672)
[ Penicillium sp. (MH931281)

Penicillium sp. (MK267483)
Penicillium sp. (MK267436)

- BLA 334
- BLA415
 BLA 416
099 [ Penicillium citrinum (MT558921)
- Penicillium citrinum (MT529866)
- Penicillium citrinum (MT529975)
1 - Penicillium citrinum (MT529843)

‘— BLA417
BLA 186

Penicillium steckii (MG554368)
0.94 L Penicillium steckii (KX674639)

Penicillium steckii (MZ157134)

Penicillium steckii (KJ145419)

Penicillium coralligerum (AJ010484)

0.04

Figura 6. Arvore filogenética do género Penicillium baseada na regido ITS. A figura mostra os isolados (em
negrito) BLA 334, 415, 416 e 417 dentro do clado de P. citrinum, BLA 186 dentro de P. stekii, BLA 132 formando
um clado monofilético junto a isolados ainda ndo identificados formalmente. A arvore foi reconstruida usando a
inferéncia bayesiana com o modelo evolutivo GTR. A arvore apresenta um total de 36 sequéncias ITS (532 pb).
Os nimeros nos ramos indicam valores de probabilidade a posteriori (valores abaixo de 0.7 foram excluidos). A
linhagem P. coralligerum (AJ010484) foi utilizada como outgroup.
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BLA 336
Perenniporia sp. (KR155048)

BLA 413

Perenniporia sp. (KR349660)
Perenniporia tephropora (MZ710165)

0,70

—1‘_— Perenniporia pyricola (TN048761)
Perenniporia truncatospora (JN048778)

Perenniporia aridula (JQ001855)

0,80 Perenniporia tenuis (JQ001858)
1 Perenniporia maackiae (TN048760)
Perenniporia corticola (HQ654094)

Perenniporia sp. (JF706326)

097

0,92
Perenniporia straminea (HQ654104)

0,81
Perenniporia piceicola (JF706328)

Perenniporia detrita (F1411099)

1 Perenniporia ochroleuca (F1411097)
Perenniporia ohiensis (HQ654103)

0,97

Perenniporia japonica (JQ001856)
Perenniporia medullapanis (TN112792)

|

S Perenniporia substraminea (JQ001853)
1 Perenniporia fraxinea (AM269789)

L Perenniporia fraxinea (JF706329)
Per iporia bannaensis (JQ291727)

1 Perenniporia rhizomorpha

(HQ654107)
ssima (HQ876604)

I Perenniporia lati:
1

Perenniporia martius (HQ876603)

Perenniporia subacida (FJ411103)

Donkioporia expansa (FJ411104)

0.04
Figura 7 Arvore filogenética do género Perenniporia baseada na regifo ITS. A figura mostra os isolados BLA

336 e 413 (em negrito) formando um clado monofilético com isolados ainda ndo descritos formalmente. A arvore
foi reconstruida usando a inferéncia bayesiana com o0 modelo evolutivo GTR. A éarvore apresenta um total de 28
sequéncias ITS (663 pb). Os nimeros nos ramos indicam valores de probabilidade a posteriori (valores abaixo de
0.7 foram excluidos). A linhagem Donkioporia expansa (FJ411104) foi utilizada como outgroup.
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Phaeophleospora eugeniicola (F1493191)
1 Phaeophleospora gregaria (KF901711)
0,74 Phaeophleospora scytalidii (LC121138)

1 Phaeophl. a stramenti (KF901617)

0,78
— '~ BLASS

094 1 L phaeophleospora preridivora (KT037547)

Phaeophleospora eugeniae (DQ632710)

1 Phaeophleospora eucalypticola (KX228267)

Phaeophleospora hymenocallidicola (KR476739)

0,73 ;
0,99 Phaeophleospora parsoniae (KI869131)

Phaeophleospora hymenocallidis (KR476740)

1 Ph hleospora concentrica (F1493187)

Phaeophleospora destructans (DQ632701)
1

|~ Phaeophleospora eucalypti (DQ240001)

Phaeophleospora epicoccoides
(DQ632705)

Muvcosphaerella colombiensis (AY752147)

0.05
Figura 8. Arvore filogenética do género Phaeophleospora baseada em regi&o ITS. A figura mostra o isolado BLA

85 (em negrito) formando um clado separado (préximo de P. stramenti). A arvore foi reconstruida usando a
inferéncia bayesiana com o modelo evolutivo GTR. A arvore apresenta um total de 16 sequéncias ITS (474 pb).
Os nimeros nos ramos indicam valores de probabilidade a posteriori (valores abaixo de 0.7 foram excluidos). A
linhagem Mycosphaerella colombiensis (AY752147) foi utilizada como outgroup.
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Sordariomycetes sp. (JQ905737)

Asteromella sp. (IN662478)
Leptosillia sp. (KT336540)

O’QLgeprosﬂlm sp. (OK270862)

BLA 125

058 Sordariomycetes sp. (KU212366)

Meliolacentellae (KC252606)
Amphisphaeriaparvispora (NR_175677)
Xvlariabambusicola (EF026123)

Sordariatomento alba (MH860578)
Sordarialappae (MH862634)

Cephalotheca sp. (KC408423)

Coniochaetacym biformispora (NR_175055)
Phyllachora isachnicola (MHO018561)

Phyllachora jiaensis (ON075527)

Coniochaeta deborreae (NR_173009)

Chaetosphaeria metallicans (EU037893)

_L|——(’lmerosphnerin sp. (MG775649)

Phomatospora sp. (MN844764)

1 Phomatospora sp. (MN844758)

0974 Phomatospora sp. (MN844760)

Phomatospora sp. (MN844761)

Phomatospora sp. (MN844762)

Phomatospora sp. (MN844759)

Phomatospora sp. (MW376533)

Uncultured fungus (KT957791)

1 Sordariomycetes sp. (MT184039)

Fungal endophyte (EU482208)

Sordariomycetes sp. (MT183862)

- BLA 431

Sordariomycetes sp. (MT184043)

'—— Trichoderma viride (NR_138441)

0,95 0,99

0,95

—

0.2
Figura 9. Arvore filogenética de Sordariomycetes e Xylariomycetes baseada na regido ITS. A figura mostra 0s
isolados (em negrito) BLA 125 e BLA 431, proximo a Leptosilla sp. (Xylariomycete) e de Phomatospora sp.
(Sordariomycetes), respectivamente. A arvore foi reconstruida usando a inferéncia bayesiana com o modelo
evolutivo GTR. A arvore apresenta um total de 30 sequéncias ITS (704 pb). Os nlmeros nos ramos indicam valores de
probabilidade a posteriori (valores abaixo de 0.7 foram excluidos). A linhagem Trichoderma viride (NR 138441)
foi utilizada como outgroup.

4.4 ANALISE DAS COMUNIDADES DE FUNGOS ENDOFITICOS

A curva de rarefacdo mostra que existe mais fungos associados a P. cattleianum, além
daqueles que foram isolados no nosso trabalho (Figura 10A). Assim seria necessario um esforgo
amostral maior para conseguir isolar tais fungos e atingir o platd da curva. O diagrama de Venn
mostrou que existe um compartilhamento de géneros de fungos entre as duas plantas (n= 8).
Além disso, o diagrama revelou que nove géneros estdo apenas associados a planta 1, enquanto

que oito foram encontrados apenas na planta 2 (Figura 10B).
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Planta |

. . Planta 1 Planta 2
//\ B
Planta 2 / \
/
---------------------------- ( 9 8 \ 8
\ /

1 de individuos
Figura 10. Curva de rarefagdo do total de fungos encontrados na planta 1 e planta 2 (A); e Diagrama de Venn
de todos os géneros associados as plantas (B).

A andlise da diversidade alfa para as duas coletas mostrou que a planta 1 apresentou
uma riqueza relativamente maior (n=17) que a da planta 2 (n= 16, Apéndice X). No entanto, 0
indice de Chao 1 indica que a riqueza esperada na planta 1 é maior que a da planta 2 (41.8 e
20.4, respetivamente - Apéndice X). Embora a diversidade encontrada na planta 1 (H= 1,69)
foi maior que a da planta 2 (H=1,33), observamos que a segunda planta apresentou uma
abundancia maior que a da primeira (planta 1= 141 isolados, planta 2= 255) (Apéndice X). O
indice de Simpson mostrou que a dominancia de géneros na planta 1 foi menor (1-D=0,72) que
na planta 2 (1-D=0,54) (Apéndice X). Assim, planta 2 foi considerada uma amostra menos
diversa porque obteve uma maior dominancia de géneros e isto foi corroborado com o indice
de equabilidade de Pielou, o qual mostrou que a primeira planta foi mais homogénea (J=0,59),
do que a segunda (J=0,48) (Apéndice X).

Considerando apenas a planta 1, a analise da diversidade alfa evidenciou que o método
de semeadura de fragmento de folhas recuperou uma maior riqueza e abundancia de géneros,
guando comparado aos demais métodos (Apéndice W). Assim, nesse método observamos que
0s meios de cultura BCA e BDA permitiram isolar uma maior riqueza (n= 8) e diversidade de
géneros (H=1,469), respectivamente (Apéndice W). Considerando o tipo de meio de cultura e
do método de semeadura de fragmento de folha utilizado, o indice de Simpson (1-D) mostrou
gue ndo houve dominancia de géneros (>0,5). Isso significa que nenhum dos meios favoreceu
0 crescimento de um género de fungo em especifico. J& no caso do método de filtragdo por
particulas, este apresentou uma menor diversidade, com poucos isolados para cada um dos

meios de cultura (Apéndice W).
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Considerando a planta 2, a andlise alfa também evidenciou que o método de semeadura
de fragmento de folha recuperou uma maior riqueza e abundancia de géneros, quando
comparado aos demais métodos. Nesse método observamos que o0 meio de cultura SNA
permitiu isolar uma maior riqueza (n=9) e diversidade (H= 1,46) de géneros, embora o indice
de Chao 1 sugere que existe uma maior riqueza € esperada (n=16). O indice de Simpson (1-D=
0,62) mostrou uma maior homogeneidade de géneros nessa planta comparado com a primeira.
Considerando o tipo de meio de cultura e dos metodos de semeadura de fragmento de folha e
de filtracdo de particulas, o indice de Simpson mostrou que houve dominancia de géneros (1-
D<0,5), MA=0,37 (no método de semeadura de fragmentos) e BDA=0,48 (no método de
filtracdo de particulas). Da mesma forma, o indice de Pielou corroborou que ndo houve
homogeneidade na abundéncia e nimero de géneros.

A combinacdo dos resultados dos indices das duas plantas mostra que a planta 2
apresentou mais isolados (n= 255), embora a riqueza (n= 16) e a diversidade foi menor que a
da primeira (Figuras 11 e 12). Este resultado foi corroborado com os valores da dominancia de
géneros na maioria dos meios de cultura da segunda coleta (Figura 11, 12). A planta 1

apresentou uma maior diversidade de géneros de fungos (Figuras 11 e 12).

Metodo
® FP

SF
| J

Riqueza

Planta 1 Planta 2
Planta

Figura 11. Diversidade alfa referente a riqueza entre as plantas 1 e 2 considerando o método de isolamento de
semeadura de folhas (SF) e filtracéo de particulas (FP).



30

a b : C d
| —— —_—
[ S
% - -
. L E 5 5
N W =4
[y = =4 = -
Planta | 2. s — E 2 | e
% . [75] s
Meétodo Método Método Método
a b c Jd__,
- _
. .
Planta2 & - g z g
g g Z k-
& E £ £ E
75} @ = -
,
Método Método " Métedo " Método

Figura 12. Analise de diversidade alfa da planta 1 e 2, considerando 0 método de isolamento. a) riqueza, b)
Shannon, c) Simpson, d) Pielou. Meios de cultivos: Agar Nutriente Sintético (SNA), Agar Dicloran Rosa
Bengala, sem Dicloran (DRB), Agar Malte 2% (MA 2%), Agar Batata Dextrose (BDA) e Agar Batata-Cenoura
(BCA).

Quando comparadas a diversidade beta entre as plantas, tanto os indices de Bray-Curtis,
guanto de Jaccard mostraram que ambas as plantas sao ligeiramente similares, mostrando uma
similaridade de 58% para Bray-Curtis e uma similaridade de 68% para Jaccard. Comparando-
se 0s métodos de isolamento utilizando o indice Bray-Curtis, observamos que houve uma
similaridade de 58% para 0 método de filtragdo por particulas, para ambas as plantas. Enquanto
na planta 2, o grau de similaridade entre os dois métodos foi de 94%, o que foi corroborado
também usando o método de Jaccarad que deu um valor ligeiramente menor (87%) de
similaridade para as mesmas amostras (Apéndice Y).

Conforme a andlise de escalamento multidimensional ndo-métrico baseada tanto no
método de isolamento, quanto no meio de cultura utilizado, observamos uma maior similaridade
entre as amostras retiradas do método de semeadura de fragmentos. Estas estdo agrupadas mais
proximas tanto na planta 1, quanto na planta 2 (Figura 13A). Enquanto os dados referentes ao
método de filtracdo por particulas, estes estdo mais espalhados pelo grafico (Figura 13A).
Quando comparada as amostras usando a distancia euclidiana, a analise mostrou trés ramos,
sendo um pertencente a planta 2 com método SF, outro grupo contendo o método FP para as
plantas 1 e 2 e um terceiro grupo contendo a planta 1, com método SF. Essas anélises

corroboram a analises anteriores (Figura 13B).
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Figura 13. Escalamento multidimensional ndo-métrico das amostras da planta 1 e da planta 2 (A). Dendrograma
de similaridade utilizando a distancia euclidiana das amostras (B): a) planta 2 com método SF (rosa), b) Método
FP para as coletas 1 e 2 (verde) e c) planta 1 com método SF. FP: filtracdo de particulas e SF: semeadura de folhas.
Meios de cultivo: Agar Nutriente Sintético (SNA), Agar Dicloran Rosa Bengala, sem Dicloran (DRB), Agar Malte
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5. DISCUSSAO

Neste estudo, acessamos a diversidade de fungos endofiticos de Psidium cattleianum
(Myrtales: Myrtaceae: Araca) utilizando métodos de isolamento dependentes de cultivo, analise
de caracteres macroscopicos dos isolados, bem como analise filogenética com o marcador
barcode ITS. Nossos resultados evidenciaram que P. cattleianum apresenta uma grande
diversidade de fungos endofiticos, semelhante aquela encontrada em outros géneros da familia
Myrtaceae, principalmente os clados filogeneticamente mais préximos, como de P. guajava.
Além disso, 0s nossos resultados sugerem que o Araca apresenta uma comunidade de fungos
propria, quando comparada com aquela dos seus clados irmdos, inclusive quando comparado

com individuos diferentes da mesma planta, apresentando assim possiveis taxa novos para a

ciéncia.

A familia Myrtaceae compreende um grupo diverso de plantas que apresenta uma

elevada diversidade de fungos endofiticos, a saber: Aspergillus, Botryosphaeria, Fusarium,
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Neoscytalidium, Xylaria, Phyllosticta capitalensis, Cercospora apii, Xylaria longipes,
Phomopsis sp., Phomopsis asparagi, Aspergillus niger, Aspergillus versicolor, Candida
albicans, Epidermophytum floccosum, Mucor circinelloides, Pallidocercospora thailandica e
Rhizopus arrhizus (TCHAMGOUE et al., 2020; GARBA et al., 2021; UJAM et al., 2021).
Apesar do potencial econdmico da familia Myrtaceae (MORAIS; CONCEICAO;
NASCIMENTO, 2014) e do potencial econdmico de alguns fungos endofiticos associados a ela
(YANG et al., 2019; UJAM et al., 2021), a diversidade desses microrganismos de algumas
espécies de plantas dessa familia ainda foi pouco estudada, no caso, P. cattleianum.

Os nossos resultados evidenciaram 26 géneros de fungos endofiticos associados as
folnas de P. cattleianum: Alternaria, Amycosphaerella, Aspergillus, Cladosporium,
Colletotrichum, Coprinellus, Coriolopsis, Diaporthe, Induratia, Muyocopron, Myrmecridium,
Neofusicoccum, Pantospora, Paracamarosporium, Parapallidocercospora,
Paraphaeosphaeria, Penicillium, Perenniporia, Phaeophleospora, Phomopsis Phyllocista,
Pseudofusicoccum, Sordariomycete, Talaromyces, Xylaria e Xylariomycetes. Curiosamente, as
andlises estatisticas sugerem que a riqueza de espécies de fungos encontrados nas folhas de P.
cattleianum é maior a obtida neste estudo, pois 0s nossos esforcos para o isolamento dos fungos
ndo foram suficientes para que a curva de rarefacdo atingisse um platd (Figura 11). Esses
resultados podem ser influenciados pelo nimero limitado de plantas avaliadas neste trabalho,
pela necessidade de se amostrar mais folhas das plantas avaliadas ou até o uso de meio de
cultivos mais pobres em nutrientes. Futuros estudos, incluindo uma amostragem maior, poderao
confirmar a nossa hipétese de que existe um nimero maior de géneros de fungos associados a
P. cattleianum.

A identificagdo morfologica de fungos é um processo dificil devido a diversidade
morfologica que este reino apresenta (CHETHANA et al., 2020). O uso de ferramentas
moleculares como da regido ITS trouxe um avangco para a taxonomia de fungos
(SENANAYAKE et al. 2020, RAJA et al., 2021). Nesse sentido, 0 uso combinado de ambas as
ferramentas resulta ser a abordagem mais apropriada para a identificacdo destes organismos
(LUCKING et al., 2021). Os isolados obtidos neste estudo (n= 396) foram inicialmente
separados em 86 morfotipos, com base nos caracteres macroscopicos e microscopicos das
col6nias. Contudo, as andlises filogenéticas baseadas na regido ITS agruparam os 396 isolados
em 26 géneros de fungos diferentes. Assim, varios dos morfotipos inicialmente considerados
como sendo diferentes foram agruparam em um Unico género. Este resultado corrobora a

importancia do uso combinado de varias ferramentas para a identificacdo mais acurada dos
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fungos. Por outro lado, embora a regido ITS foi proposta como a regido barcode de fungos, ela
ndo é a mais apropriada para avaliar alguns grupos como Alternaria, Aspergillus,
Cladosporium, Colletotrichum, Diaporthe, Sordariomycetes e Xylariomycetes, entre outros.
Considerando que neste estudo foi utilizado apenas a regido ITS para todos os grupos de fungos,
existe a possibilidade de que os resultados da analise de diversidade de fungos associadas a P.
cattleianum possam mudar caso outros marcadores moleculares sejam incluidos em uma anélise
mais robusta. Estudos futuros, portanto, devem considerar o uso de outros marcadores
moleculares na identificacdo dos fungos.

A maioria dos géneros de fungos encontrados neste estudo corresponde a fungos
fitopatogenos (NAKASAKI et al., 2007; CHURCHILL et al., 2010; MINNIS et al., 2011; TAN
etal., 2012; KOOK et al., 2013; SPARRAT et al., 2014; BARONCELLI et al., 2017; MEENA
etal., 2017; ROSADO et al., 2019; PENNERMAN et al., 2020). No entanto, alguns dos géneros
isolados estdo relacionados positivamente com plantas, como é o caso de Coprinellus (previne
doencas de vegetais causadas por fungos patogénicos - NAKASAKI et al., 2007), Coriolopsis
(favorece o crescimento de algumas plantas — SAPARRAT et al., 2014) e Induratia (ajuda no
controle bioldgico de doencas do feijdo — MOTA et al. 2020). Por outro lado, alguns géneros
de fungos, como o caso de Muyocopron, Paracamarosporium e Perenniporia podem viver no
interior da planta como enddfitos, em material vegetal morto como saprébios e também podem
ocasionar doencas nas suas plantas hospedeiras (MOTTA et al., 2020; JIANG et al., 2022). Os
fungos isolados neste trabalho foram obtidos de folhas sem presenca aparente de doencas, 0
gue sugere que esses passam parte da sua vida como endéfitos (sem causar danos aparentes as
plantas), mas, eventualmente, podem se tornar fitopatdgenos ou saprébios uma vez que a planta
inicia 0 processo de senescéncia. Este resultado estd em concordancia com a hipétese do
endophytic continuum que sugere que ha interaces neutras entre os fungos que vivem na parte
interna das plantas e que tais interacOes entre os fungos e o seu hospedeiro podem mudar
dependendo das condicdes bidticas e abidticas (SCHULZ; BOYLE, 2005).

Embora a diversidade de endo6fitos encontrados em P. cattleianum é semelhante a aquela
observada na espécie irmd, P. guajava (goiabeira), nossos resultados mostram que o Araca
apresenta uma comunidade de fungos prépria, uma vez que os géneros Coprinellus,
Coriolopsis, Induratia, Muyocopron, Myrmecridium, Pantospora, Paracamarosporium,
Paraphaeosphaeria e Perenniporia, ndo foram ainda reportados no género Psidium. Além
disso, os isolados BLA431 e BLA125 formaram clados filogenéticos separados dentro dos

Sordariomycetes e Xylariomycetes, respectivamente. Sordariomycetes e Xylariomycetes séo
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classes de fungos ascomicetos que apresentam uma ampla gama de papéis ecoldgicos, incluindo
patdgenos e endofitos de plantas (SUNG et al., 2006). Assim, a grande questdo seria: qual € o
papel ecoldgico desses fungos em P. cattleianum? Estudos futuros, poderdo desvendar o papel
ecologico desses, bem como estudos com uma abordagem polifasica com analises filogenéticas
multilocus, poderdo corroborar se esses isolados realmente correspondem com espécies novas

para a ciéncia.

6. CONCLUSAO

Psidium cattleianum abriga uma grande diversidade de fungos endofiticos, assim como
outros géneros de plantas da familia Myrtaceae. Nossos dados sugerem que essa planta
apresenta uma comunidade de fungos prépria que inclui clados filogenéticos novos, ainda ndo

reportados em outras espécies dessa familia.
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Apéndice A: Numero total de isolados separados por método de isolamento e meio de cultivo.

Plant semeadura de fragmentos filtracdo de particulas diluicéo seriada
antas

MA2% | BDA | BCA | DRB | SNA | MA2% | BDA | BCA | DRB[ SNA [ MA2% | BDA |BCA [DRB | SNA | Total
Plantal| 21 29 29 25 24 |2 4 2 2 2 o 1 0 o0 141
Planta 2 | 41 49 61 55 37 |1 7 2 1 1 o 0 o 0 |255
Total |62 78 90 80 61 |3 11 4 3 3 o 1 0O 0 |39

Apéndice B: Numero total de isolados fungicos (396) agrupados em 86 morfotipos, com base
nos caracteres morfoldgicos da coldnia.

Morfotipo I’l%tﬁji dugg Morfotipo ;I;%tslli duosde Morfotipo L%tizilliduos de Morfotipo l]%ti&\l/liduos de
1 208 23 1 45 1 67 1
2 22 24 1 46 1 68 1
3 26 25 1 47 1 69 3
4 15 26 2 48 1 70 3
5 6 27 1 49 1 71 2
6 4 28 1 50 1 72 2
7 4 29 2 51 1 3 1
8 2 30 1 52 1 74 1
9 9 31 1 53 3 75 3
10 3 32 1 54 1 76 2
11 1 33 1 55 1 77 1
12 1 34 1 56 1 8 1
13 1 35 1 57 2 79 2
14 5 36 1 58 2 80 7
15 1 37 1 59 1 81 3
16 1 38 1 60 1 82 1
17 1 39 1 61 1 83 5
18 1 40 1 62 1 84 L
19 1 41 1 63 1 85 L
20 1 42 1 64 1 86 L
21 1 43 1 65 1

22 1 & 1 66 1
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- BLA 219

- BLA 372

- Alternaria tenuissima (ON333667)

- Alternaria sp. (ON332099)

I Alternaria alternata (ON540391)

095 [ Alternaria alternata (ON540390)

b Alternaria alternata (AF3470310)

+ Alternaria tenuissima (AF347032)

- Alternaria alternata (ON248286)

— - Alternaria alternata (MN615420)

- Alternaria tenuissima (ON024740)

L Alternaria alternata (OM899914)

1[ Alternaria cinerariae (KC584190)
Alternaria sonchi (KC584220)

Alternaria gypsophilae (KC584199)
Alternaria vaccariae (KC584223)
Alternaria vaccariae (MT742765)
Alternaria vaccariae (MT742766)

Alternaria axiaeriisporifera (KC584184)

Alternaria ellipsoidea (KC584196)

Alternaria nobilis (KC584208)

Alternaria saponariae (KC584215)

0,82

0,85

Alternaria juxtiseptata (KC584202)

099

Alternaria vaccariicola (KC584224)

1 Alternaria radicina (KC584213)
_[ Alternaria smyrnii (AF229456)
3 [ Alternaria alternantherae (KC584179)
Alternaria perpunctulata (KC584210)
Alternaria dauci (KC584192)

Alternaria porri (DQ323700)
Stemphylium vesicarium CBS19186 (MH861935)

0,73

0.03

Apéndice C: Arvore filogenética do género Alternaria baseada na regido ITS. A figura mostra
os isolados BLA 219 e 372 (em negrito) dentro do clado de Alternaria alternata e A. tenuissima.
A arvore foi reconstruida usando a inferéncia bayesiana com o modelo evolutivo GTR. A arvore
apresenta um total de 31 sequéncias de ITS (540 pb). Os numeros nos ramos indicam valores
de probabilidade a posteriori (valores abaixo de 0,7 foram excluidos). A linhagem Stemphylium
vesicarium (CBS 19186) foi utilizada como outgroup.
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1 Mycosphaerella confisa (AF362058)
0,90 -[

1 Mycosphaerella hedericola (AY490772)

0,87

1 Mycosphaerella afiicana (AF173314)
-|—— Mycosphaerella keniensis (AF173300)
BLA 235
Mycosphaerella africana (AY490773)

Mycosphaerella aurantia (AY150331)

Mycosphaerella laricina (AY 152590)

Mycosphaerella musicola (AF181706)

0,99 {———— Mycosphaerella pyri (AY152592)

1= Mpycosphaerella fijiensis (AY 152592)

\——  Mycosphaerella ribis (AY 152581)

1Y——  Mycosphaerella latebrosa (AY152553)
1 Mycosphaerella fragariae (AF297235)

Mycosphaerella rubella (AY490767)

Mycosphaerella phacaefrigidae (AY490758)
Mycosphaerella punctiformis (AY490759)

1 Mycosphaerella punctiformis (AY490762)

1 Mycosphaerella graminicola (AF181693)
Mycosphaerella crystallina (AF222839)
TMycosphaerella crystallina (AY49075)

Mycosphaerella heimii (AF222841)

Mycosphaerella heimioides (AF222842)

1 Mycosphaerella marksii (AY 152600)

1 Cladosporium allicinum (AY251078)

0.08

Apéndice D: Arvore filogenética do género Amycosphaerella baseada na regido ITS. A figura
mostra o isolado BLA 235 (em negrito) préximo de Amycosphaerella keniensis, e A. africana.
A arvore foi reconstruida usando a inferéncia bayesiana com o modelo evolutivo GTR. A arvore
apresenta um total de 25 sequéncias de ITS (516 pb). Os nUmeros nos ramos indicam valores
de probabilidade a posteriori (valores abaixo de 0.7 foram excluidos). A linhagem
Cladosporium allicium (AY251078) foi utilizada como outgroup.
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Aspergillus sydowii (LN898720)

Aspergillus sydowii (LN898721)
0,99

Aspergillus sydowii (LN898727)

Aspergillus sydowii (LN898731)

Aspergillus creber (LN898678)
0,96

— Aspergillus creber (LN898689)

0,75

Aspergillus creber (LN898686)

Aspergillus puulaauensis (LN898715)

— BLA 176

—  Aspergillus versicolor (MT560203)

—  Aspergillus carneus (MT420615)

—  Aspergillus amoenus (LN898670)

— Aspergillus fiuctus (LN898696)

—  Aspergillus protuberus (LN898706)

Aspergillus tabacinus (LN898739)

—  Aspergillus cvjetkovicii (LN898695)

—  Aspergillus jensenii (LN898700)

—  Aspergillus jensenii (LN898704)

— Aspergillus jensenii (LN898697)

Aspergillus multicolor (EF652477)

0.006

Apéndice E: Arvore filogenética do género Aspergillus baseada na regio ITS. A figura mostra
o isolado BLA 176 (em negrito) dentro do clado de Aspergillus sp.. A arvore foi reconstruida
usando a inferéncia bayesiana com o modelo evolutivo GTR. A arvore apresenta um total de
20 sequéncias de ITS (517 pb). Os nimeros nos ramos indicam valores de probabilidade a
posteriori (valores abaixo de 0.7 foram excluidos). A linhagem Aspergillus multicolor
(EF652477) foi utilizada como outgroup.
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Apéndice F: Arvore filogenética do género Colletotrichum baseada na regido ITS. A figura
mostra os isolados BLA 1, 10, 16, 17, 24, 28, 50, 54, 55, 66, 156, 158, 167, 185, 191, 192, 198,
201, 205, 220, 245, 253, 313, 318, 395, 401, 402, 404, 408, 411, 421, 424, 426, 427, 430 (em
negrito) dentro dos clados de Colletotrichum sp., Colletotrichum fragariae, Colletotrichum
aenigma, Colletotrichum sydowii e Colletotrichum plurivorum. A arvore foi reconstruida
usando a inferéncia bayesiana com o modelo evolutivo GTR. A arvore apresenta um total de
97 sequéncias de ITS (519 pb). Os numeros nos ramos indicam valores de probabilidade a
posteriori (valores abaixo de 0.7 foram excluidos). A linhagem Monilochaetes infuscans
(JQ005780) foi utilizada como outgroup.
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Coprinellus xanthothrix (MK573918)

Coprinellus xanthothrix (MK573872)

0,96
Coprinellus xanthothrix (MK532773)
0,99
Coprinellus xanthothrix (FM878008)
091 L BLA9S

Coprinellus flocculosus (FN430683)

L Coprinellus flocculosus (FN396138)

. [ Coprinellus truncorum (FM878007

Coprinellus truncorum (FM878006
0,99

— Coprinellus rufopruinatus (FN396104)

(074 Coprinellus disseminatus (FM8780

Coprinellus aureogranulatus (GQ249

Coprinellus curtus (FM878016)
r Coprinellus callinus (FN396105)

Coprinellus subpurpureus (FM878029)

'—— Coprinellus congregatus (FM878013)

. ’ Coprinellus heptemerus (FM163178)

o Ho7s Coprinellus impatiens (FM163177)
0,96 [10.

- Coprinellus sassii (FN396101)

——  Coprinellus bisporus (FN396107)

0,71
'— Coprinellu sheterothrix (FM878018)

—— FMB878023Coprinelluspellucidus

Agrocybe pediades (DQ484057)

0.07

Apéndice G: Arvore filogenética do género Coprinellus baseada na regido ITS. A figura mostra
o isolado BLA 95 (em negrito) formando um clado separado proximo de Coprinellus
xanthotrix. A arvore foi reconstruida usando a inferéncia bayesiana com o modelo evolutivo
GTR. A éarvore apresenta um total de 23 sequéncias de ITS (615 pb). Os nimeros nos ramos
indicam valores de probabilidade a posteriori (valores abaixo de 0.7 foram excluidos). A
linhagem Agrocybe pediades (DQ484057) foi utilizada como outgroup.
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Coriolopsis glabrorigens
0,81 (KC867396)

Coriolopsis glabrorigens
(KC867395)

3%

Coriolopsis sanguinaria
0,99 (KC867397)

Coriolopsis sanguinaria
(KC867391)

Coriolopsis rigida (JF894113)
0,97

Coriolopsis rigida (KC867381)

BLA 94

Coriolopsis rigida (MT551931)

Coriolopsis caperata (JF283779)

Coriolopsis caperata (GQ372861)

Coriolopsis caperata (AB158316)

Coriolopsis rigida (JF894112)

Uncultured Coriolopsis (MF574047)

Earliella scabrosa (IN165009)

0.03

Apéndice H: Arvore filogenética do género Coriolopsis baseada na regido ITS. A figura mostra
os isolados BLA 94 (em negrito) formando um clado monofilético com Coriolopsis rigida. A
arvore foi reconstruida usando a inferéncia bayesiana com o modelo evolutivo GTR. A arvore
apresenta um total de 14 sequéncias de ITS (555 pb). Os numeros nos ramos indicam valores
de probabilidade a posteriori (valores abaixo de 0.7 foram excluidos). A linhagem Earliella
scabrosa (JN165009) foi utilizada como outgroup.



0,71

0.76

BLA 25
O'SQE?iaporrhe inconspicua (KC343125
iaporthe inconspicua (KC343123
’ Diaporthales sp. (JE773672)
—E Diaporthe sp. (MK398289)
BLA 209
BLA 15
BLA 58
1 - Diaporthe inconspicua(MF495476)
BLA 30
1— BLA178
L Diaporthe phoenicicola (MK111084)
__— Diaporthe phaseolorum (KJ590738)
— Diaporthe neoarctii (KC343145)
— 1 | Diaporthe arctii (KI590736)

-

Diaporthe helianthi (AY705842)
'— Diaporthe hordei (KC343120)

099r Diaporthe angelicae (KJ590735)
94| {

o

Diaporthe angelicae (KC343027)
Diaporthe subordinaria (KC343214)
I+ Diaporthe cucurbitae (KM453210)

- Diaporthe stewartii (F1889448)
1 Diaporthe ueckerae (KI590725)
Diaporthe ueckerae (KI590726)
BLA 197
BLA 12
Diaporthe ueckerae (MK111102)

BLA 79
—1E Diaporthe schini (KR812222)
Diaporthe schini (KC343191)
0,9 [— Diaporthe longicolla (KJ590729)
Diaporthe phaseolorum (KC343176)
0,96 Diaporthe convolvuli (KC343054)
[ Diaporthe convolvuli (KJ590721)

0,93 Diaporthe longicolla (KI590728)

L Diaporthe melonis (KJ590702)

- Diaporthe terebinthifolii (KC343216)

- Diaporthe endophytica (KC343072)

— Diaporthe novem (KJ590737)

—— Diaporthe lusitanicae (KC343136)

————— Diaporthe cuppatea (KC343057)

— Diaporthe citri (KC343053)

——————— Diaporthe batatas (KC343040)
Diaporthe tecomae (KC343215)

Diaporthe vexans (KI590734)

——— Diaporthe infecunda (KC343128)

1r Diaporthe ganjae (KC343112)
_1(_—[ Diaporthe ganjae (NR_120259)

Diaporthe manihotia (KC343138)

0.06

Apéndice I: Arvore filogenética do género Diaporthe baseada na regido ITS. A figura mostra
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os isolados BLA 12, 15, 25, 30, 58, 79, 178, 197, 209 (em negrito) dentro dos clados de D.
inconspicua, Diaporthe sp., D. ueckerae e D. schini. A arvore foi reconstruida usando a
inferéncia bayesiana com o modelo evolutivo GTR. A arvore apresenta um total de 49
sequéncias de ITS (562 pb). Os nimeros nos ramos indicam valores de probabilidade a
posteriori (valores abaixo de 0.7 foram excluidos). O clado de D. manihotia e D. ganjae foi
utilizada como outgroup.



0,90

- Induratia coffeana (MN658674)

- Induratia coffeana (MNG658677)

+ Induratia coffeana (MN658678)

- Induratia coffeana (MN658680)

Induratia coffeana (MN658675)

+ Induratia coffeana (MN658679)

L Induratia coffeana (MN658676)

r BLA 07

I Induratia equiseti (NR_154155)

0,94

0,81

0.03

Induratia vitigena (KU094055)

b Induratia thailandica (MK762707)

L Induratia ziziphi (MK762705)

Induratia yucatanensis (MN658683)

0,94

Induratia yucatanensis (MN658684)

Induratia yucatanensis (MN658685)

Emarcea castanopsidicola (AY603496)
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Apéndice J: Arvore filogenética do género Induratia baseada na regido ITS. A figura mostra os
isolados BLA 7 (em negrito) dentro do clado formado por I. equiseti, I. vitigena, 1. thailandica,
e l. ziziphi. A arvore foi reconstruida usando a inferéncia bayesiana com o modelo evolutivo
GTR. A éarvore apresenta um total de 16 sequéncias de ITS (431 pb). Os nimeros nos ramos
indicam valores de probabilidade a posteriori (valores abaixo de 0.7 foram excluidos). A
linhagem Emarcea castonopsidicola (AY603496) foi utilizada como outgroup.
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BLA4

BLA 107

Muyocopron celtidis (MW063194)

0,99 |
Muyocopron dipterocarpi (MH986837)
0,77 | Muyocopron dipterocarpi (MH986838)
Muyocopron dipterocarpi (MH986839)
Muyocopron castanopsis (MT137784)
006 Muyocopron lithocarpi (MT137786)

0,98 Muyocopron lithocarpi (MK347717)

Muyocopron sp. (MT137778)

'——— Muyocopron heveae (MH986836)

1 Muyocopron laterale (MK487739)

Muyocopron laterale (MK487740)

Muyocopron alcornii (MK487735)

—— Muyocopron geniculatum (MK487737)
0,99

——— Muyocopron atromaculans (MK487736)

Muyocopron dipterocarpi
(MK347783)

Palawania thailandense (MT137787)

0.2

Apéndice K: Arvore filogenética do género Muyocoprom baseada na regido ITS. A figura
mostra os isolados BLA 4 e 107 (em negrito) dentro do clado formado por M. celtidis, e M.
diptercarpi. A arvore foi reconstruida usando a inferéncia bayesiana com o modelo evolutivo
GTR. A arvore apresenta um total de 18 sequéncias de ITS (581 pb). Os nimeros nos ramos
indicam valores de probabilidade a posteriori (valores abaixo de 0.7 foram excluidos). A
linhagem Palawania thailandense (MT137787) foi utilizada como outgroup.
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BLA 133
0.9 Myrmecridium thailandicum (NR_137605)
Myrmecridium thailandicum (KF777169)
Myrmecridium pulvericola (NR_155382)
Myrmecridium sp. (MT446069)
0,95 ~{
Myrmecridium sp. (MT325794)

- Myrmecridium schulzeri (EU041769)

1 |— Myrmecridium phragmitis (JQ044425)

— Myrmecridium flexuosum (EU041768)

——  Myrmecridium sp. (KC136140)

— Myrmecridium iridis (KR476744)

Myrmecridium montsegurinum
(KT991674)

Leotia lubrica (JX178635)

0.08

Apéndice L: Arvore filogenética do género Myrmecridium baseada na regido ITS. A figura
mostra os isolados BLA 133 (em negrito) dentro do clado de Myrmecridium thailandicum. A
arvore foi reconstruida usando a inferéncia bayesiana com o modelo evolutivo GTR. A arvore
apresenta um total de 13 sequéncias de ITS (558 pb). Os numeros nos ramos indicam valores
de probabilidade a posteriori (valores abaixo de 0.7 foram excluidos). A linhagem Leotia
lubrica (JX178635) foi utilizada como outgroup.
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——— BLA 183
——  Neofusicoccum parvum (MF449509)

099 [ Neofusicoccum kwambonambiense (EU821924)

—————  Neofuisicoccum umdonicola (KY052915)

Neofusicoccum kwambonambiense (KU997386)

Neofusicoccum kwambonambiense
(EU301016)
095 [ Neqfusicoccum parvum (MK334000)

L Brasss

094 [ Neofisicoccum occulatum (EU301031)

I Neofiisicoccum occulatum (EU339529)
0,04 —— Neofiisicoccumum donicola (EU821915)
| I Neofisicoccumum donicola (EU821926)

——— BLA18

Neofiisicoccum ribis (MT587514)
BLA 193

Neofusicoccum occulatum (EU736947)

Neofiisicoccum ribis (EU339525)
BLA 406

Neofitsicoccum ribis (EU301028)

BLA 386

BLA 423
Neofusicoccum parvum (MK334003)
Neofiisicoccum parvum (MN180877)

——— BLA 189

Neofiisicoccum parvum (EU339545)

BLA 321

Neofusicoccum cordaticola (EU821925)
BLA 199

Neofiuisicoccum sp (FI900607)

—— Botryosphaeria parva (AY615136)

0.04

Apéndice M: Arvore filogenética do género Neofusicoccum baseada na regido ITS. A figura
mostra os isolados BLA 18, 183, 189, 193, 199, 321, 386, 406 e 423 (em negrito) dentro do
clado de Neofusicoccum sp.. A arvore foi reconstruida usando a inferéncia bayesiana com o
modelo evolutivo GTR. A arvore apresenta um total de 30 sequéncias de ITS (450 pb). Os
numeros nos ramos indicam valores de probabilidade a posteriori (valores abaixo de 0.7 foram
excluidos). A linhagem Botryosphaeria parva (AY615136) foi utilizada como outgroup.



Pseudocercospora madagascariensis (MH874880)
Pseudocercospora ranjita (MH875340)
Pseudocercospora dovyalidis (MH875338)
Pseudocercospora rhamnellae (MH877382)
Pseudocercospora cydoniae (MH877505)
Pseudocercospora oenotherae (MH877493)
Pseudocercospora glauca (MH877497)
Pseudocercospora abelmoschi (GU253696)
Pseudocercospora eustomatis (GU253744)
Pseudocercospora ravenalicola (GU253828)
Pseudocercospora ampelopsis (GU253846)
Pseudocercospora pittospori (MK210500)
Pseudocercospora chengtuensis (MH877506)
Pseudocercospora cyathicola (JF951159)
Pseudocercospora fori (MH874492)

082l Pseudocercospora macadamiae (MH876612)

0,9)5.[
1

0,95

0,98

0.08

Pseudocercospora crocea (MH875339)
Pseudocercospora rhabdothamni (MH874533)

Pseudocercospora punctata (GU214407)
Pseudocercospora tamarindi (KP744506)

0,77 [ Pantospora guazumae (JIN190954)

Dothistroma pini (GU214426)
Dothistroma septosporum (MH876535)
Passalora filva (DQ008163)
Ragnhildiana perfoliati (GU214453)
Passalora sp.(GQ852623)
Ragnhildiana diffusa (MH866148)
Ramularia vizellae (IN712567)
Ramularia unterseheri (KP894153)
Ramularia endophylla (MH875006)
BLA 173
BLA 380
0,99 Pantospora guazumae (MW063438)
Pantospora guazumae (NR_119971)
Pantospora guazumae (JN190956)
Dothiora ceratoniae (KF251151)

091
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Apéndice N: Arvore filogenética do género Pantospora baseada na regido ITS. A figura mostra
os isolados BLA 173 e 380 (em negrito) dentro do clado de Pantospora guazumae. A arvore
foi reconstruida usando a inferéncia bayesiana com o modelo evolutivo GTR. A arvore
apresenta um total de 36 sequéncias de ITS (819 pb). Os niumeros nos ramos indicam valores
de probabilidade a posteriori (valores abaixo de 0.7 foram excluidos). A linhagem Dothiora
ceratoniae (KF251151) foi utilizada como outgroup.
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Paracamarosporium fagi
(KR611887)

Paracamarosporium fagi
(KR611886)

Paracamarosporium psoraleae
(KF777143)

1| Y- Paraconiothyrium hawaiiense
(JX496027)

L— Paraconiothyrium hawaiiense
(HM751092)

Paracamarosporium hawaiiense (MG827189)

0,96

Paracamarosporium hawaiiense (MH368059)

098

BLA 152

BLA 376

Stemphylium botryosum (MH859208)

0.04

Apéndice O: Arvore filogenética do género Paracamarosporium baseada na regido ITS. A
figura mostra os isolados BLA 152 e 376 (em negrito) formando um clado monofilético com
Paracamarosporium hawaiiense. A arvore foi reconstruida usando a inferéncia bayesiana com
0 modelo evolutivo GTR. A arvore apresenta um total de 42 sequéncias de ITS (815 pb). Os
numeros nos ramos indicam valores de probabilidade a posteriori (valores abaixo de 0.7 foram
excluidos). A linhagem Stemphylium botryosum (MH859208) foi utilizada como outgroup.



Pallidocercospora crystallina

0,93 (KF901704)

Pallidocercospora irregulariramosa
(KX287297)

Pallidocercospora heimii

(KF901671)
0,96

= |

Pallidocercospora konae
(KF901798)

— Pallidocercospora acaciigena
(MH862893)

‘— Pallidocercospora heimioides
(KF901659)

r BLA 248

BLA 249

+  Parapallidocercospora thailandica
(KX672151)

+  Parapallidocercospora thailandica
(KX672150)

- BLA 250

-~ Parapallidocercospora thailandica
(EF394848)

0.04

Ramichlovidiua piculatum (MH857835)
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Apéndice P: Arvore filogenética do género Parapallidocercospora baseada na regido ITS. A
figura mostra os isolados BLA 248, 249 e 250 (em negrito) dentro do clado de
Parapallidocercospora thailandica. A arvore foi reconstruida usando a inferéncia bayesiana
com o modelo evolutivo GTR. A arvore apresenta um total de 13 sequéncias de ITS (670 pb).
Os numeros nos ramos indicam valores de probabilidade a posteriori (valores abaixo de 0.7
foram excluidos). A linhagem Ramichloridua piculatum (MH857835) foi utilizada como

outgroup.



0,70

Paraphaeosphaeria arecacearum
1] (1X496043)
Paraphaeosphaeria arecacearum
(JX496100)
Paraphaeosphaeria neglecta (JX496064)
—<|jo,98
Paraphaeosphaeria neglecta (1X496107)

\— Paraphaeosphaeria sardoa (JX496094)

Paraphaeosphaeria minitans (JX496017)
0,98
Paraphaeosphaeria minitans (JX496063)

BLA 135

0,92
Paraphaeosphaeria neglecta (LT796856)
Paraphaeosphaeria angularis (JX496047)

Paraphaeosphaeria michotii (KR093907)
‘!;,96

Paraphaeosphaeria michotii (JX496079)

“ Paraphaeosphaeria pilleata (JX496013)

Cyclothyriellarubronotata

0.06

Apéndice Q: Arvore filogenética do género Paraphaeosphaeria baseada na regido ITS. A figura
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mostra o isolado BLA 135 (em negrito) dentro do clado de Paraphaeosphaeria neglecta. A
arvore foi reconstruida usando a inferéncia bayesiana com o modelo evolutivo GTR. A arvore
apresenta um total de 14 sequéncias de ITS (552 pb). Os numeros nos ramos indicam valores
de probabilidade a posteriori (valores abaixo de 0.7 foram excluidos). A linhagem
Cyclothyriella rubronotata foi utilizada como outgroup.
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r BLA 166

- Phomopsis sp. (KX385037)

Phomopsis sp. (KX385035)

o
[+
«

— Phomopsis sp. (KX385032)

Diaporthe sclerotioides
0,84 0,98 | (AB201430)

Diaporthe sclerotioides
(AB201431)

Diaporthe melonis
(AB201440)

BLA 305
0,92 ~|;
0.70 Phomopsis sp. (KP675776)

{ Phomopsis asparagi (KX866925)

0,87
Phomopsis asparagi (MK333965)

~ Phomopsis sp. (MF893326)

] Diaporthe conorum (AB201443)
0,%
AB201442Diaportherudis

Diaporthe rudis (AB201444)

Phomopsis fukushii (AB201441)

Pyricularia grisea (NR172230)

0.08

Apéndice R: Arvore filogenética do género Phomopsis baseada na regido ITS. A figura mostra
os isolados BLA 166 e 305 (em negrito) dentro do clado de Phomopsis sp.. A arvore foi
reconstruida usando a inferéncia bayesiana com o modelo evolutivo GTR. A arvore apresenta
um total de 17 sequéncias de ITS (535 pb). Os numeros nos ramos indicam valores de
probabilidade a posteriori (valores abaixo de 0.7 foram excluidos). A linhagem Pyricularia
grisea (NR172230) foi utilizada como outgroup.
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Phyllosticta fallopiae (MT649662)

Phyllosticta fallopiae (MT649660)

Phyllosticta musicola (MT649659)

BLA 184

BLA 195

Phvllosticta capitalensis (MH183390)

— BLA20

BLA 29

BLA 165

BLA 211

BLA 212

BLA 258

BLA 295

Phyllosticta musicola (MT649661)

Phyllosticta capitalensis (MT649668)

Phyllosticta mangiferaindica (KF 170305)

Phyllosticta capitalensis (MT102324)

Phyllosticta elongata (MF495420)

Phyllosticta fallopiae (AB454307)
Phyllosticta capitalensis (F1538339)

Phyllosticta capitalensis (MH865128)

Phyllosticta capitalensis (MH880250)

BLA 412

Phyllosticta cordylinophila (KF170287)
Phyllosticta aloeicola (KF154280)
Phyllosticta styracicola (1X025040)

Phyllosticta eugeniae (AY042926)

0.96 Phyllosticta cavendishii (1Q743562)
1 Phyllosticta maculata (1Q743567)
Phyllosticta musarum (JQ743584)
0.7 Phyllosticta musarum (KC988377)

Phyllosticta parthenocissi (EU683672)
Plwllosticta ardisiicola (AB454274)
Phyllosticta beaumarisii (AY042927)

Phyliosticta foliorum (KF170309)
—ﬂosﬁcm podocarpicola (KF206173)
Phyllosticta hamamelidis (KF170289)

\'——————— Phyllosticta vaccinii (KC193585)
1y Phyllosticta ilicisaquifolii (TN692538)
1 085 Phyllosticta philoprina (KF154279)
Phyllosticta brazilianiae (JF343572)

1 Phyllosticta owaniana (FI538368)
I: Phyllosticta podocarpi (KF154276)

| I Phyllosticta bifrenariae (TJF343565)
Botryosphaeria obtusa (AY972105)

0,93

0.1

Apéndice S: Arvore filogenética do género Phyllocista baseada na regido ITS. A figura mostra
os isolados BLA 20, 29, 165,184, 195, 211, 212, 258, 295, 412 (em negrito) dentro do clado de
Phyllocista sp.. A arvore foi reconstruida usando a inferéncia bayesiana com o modelo
evolutivo GTR. A éarvore apresenta um total de 45 sequéncias de ITS (592 pb). Os nimeros nos
ramos indicam valores de probabilidade a posteriori (valores abaixo de 0.7 foram excluidos). A
linhagem Botryosphaeria obtusa (AY972105) foi utilizada como outgroup.
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- BLA 61

- Pseudofitsicoccum stromaticum (MK 166049)
0,99

— Pseudofusicoccum stromaticum (KP872348)

— — Pseudofusicoccum stromaticum (KF766223)

Pseudofusicoccum adansoniae (EF585532)

Pseudofusicoccum adansoniae (GU172404)

Pseudofusicoccum sp. (KT191029)

Pseudofisicoccum violaceum (FI888458)

0,93

Pseudofusicoccum violaceum (FI888474)

— Pseudofiisicoccum ardesiacum (EU144060)

Pseudofusicoccum artocarpi (KM006452)

— Pseudofusicoccum kimberleyense (GU172406)

Botryosphaeria dothidea
(NR _111146)
0.02

Apéndice T: Arvore filogenética do género Pseudofusicoccum baseada na regido ITS. A figura
mostra o isolado BLA 61 (em negrito) dentro de P. stromaticum. A arvore foi reconstruida
usando a inferéncia bayesiana com o modelo evolutivo GTR. A arvore apresenta um total de
13 sequéncias de ITS (527 pb). Os nimeros nos ramos indicam valores de probabilidade a
posteriori (valores abaixo de 0.7 foram excluidos). A linhagem Botryosphaeria dothidea (NR
111146) foi utilizada como outgroup.



59

091 Talaromyces rugulosus (KF196902)
0,99 | L Talaromyces rugulosus (KF196904)
L] Talaromyces rugulosus (KF196903)

'— Talaromyces atricola (KF196905)
Talaromyces columbinus

—1[ (KF196896)
Talaromyces columbinus

0,89 0.9 (KF196897)
0 gg[ Talaromyces piceae (KF196892)
Talaromyces piceae (KF196895)
1 Talaromyces scorteus (KF196907)
1 —E Talaromyces scorteus (KF196909)

‘—  Talaromyces rotundus (KF196906)

BLA 403
093

Talaromyces radicus (MK045813)
1 Talaromyces sp. (MH935987)

Talaromyces sp. (KT264430)

Talaromyces sp. (MK359013)

0.99 Talaromyces variabilis (KU216713)

Talaromyces variabilis (KF196915)

Talaromyces wortmannii (KF196914)

Talaromyces sp. (KF196917)
[ Talaromyces loliensis (KF196911)
Talaromyces islandicus (KF196918)

Talaromyces radicus (KF196913)

0.79

Talaromyces radicus (KF196912)

Talaromyces allahabadensis (KF196910)

i Talaromyces proteolvticus (KF196919)

Talaromyces proteolyticus (KX657355)

0.04

Apéndice U: Arvore filogenética do género Talaromyces baseada na regido ITS. A figura
mostra os isolados BLA 403 (em negrito) dentro do clado de T. radicus e T. variabilis. A arvore
foi reconstruida usando a inferéncia bayesiana com o modelo evolutivo GTR. A éarvore
apresenta um total de 27 sequéncias de ITS (560 pb). Os nimeros nos ramos indicam valores
de probabilidade a posteriori (valores abaixo de 0.7 foram excluidos). A linhagem T.
protelyticus foi utilizada como outgroup.
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BLA 196
Xylaria enteroleuca (MH864898)
-~ Xylaria berteroi (MH151036)
' Xvlaria berteri (GU324749)
Xylaria berteri (JQ936291)
- 'g%daria allantoidea (KR534643)
' Xylaria allantoidea (KR534722)
Xylaria allantoidea (FI884194)
Xylaria berteri (JQ936301)
BLA 6
Xylaria curta (KJI883611)
Xylaria curta (MZ735434)
096 Xylaria sp.(MW132028)
0,89 Xylaria sp. (KP689114)
Xylaria sp. (MW132027)
0,97 Xylaria sp. (MW 132026)
BLA 159
Peziza fascicularis (LT158
Xylaria cfobovata (AB376737)
0,95| Xylaria obovata (AB376690)
Xylaria schweinitzii (AB376678)
1 07900 Xylaria phyllocharis (AB376731)
' Xylaria anisopleuragene (AB376732
Xylaria laevis (AB376709)
Xylaria escharoidea (AB376818)
[ Xylaria cfpiperiformis (AB376814)
Xylaria psidii (AB376713)
—  Xylaria tuberoides (AB376736)
0,72t Xylaria badia (AB376711)
— Xvlaria phyllocharis (AB376686)
Xylaria curta (AB376702)
Xylaria feejeensis (AB376696)
t Xvlaria cubensis (AB376701)
Xylaria enteroleuca (MH876349)
\  Xylaria longipes (MH872351)

0,72

0,97I

Xylaria berteri (AY951763)

0.2

Apéndice V: Arvore filogenética do género Xylaria baseada na regido ITS. A figura mostra 0s
isolados BLA 6, 159 e 196 (mostrados em negrito) dentro do clado de Xylaria curta e Xylaria
sp.. A arvore foi reconstruida usando a inferéncia bayesiana com o modelo evolutivo GTR. A
arvore apresenta um total de 36 sequéncias de ITS (740 pb). Os nimeros nos ramos indicam
valores de probabilidade a posteriori (valores abaixo de 0.7 foram excluidos). A linhagem
Xylaria berteri (AY951763) foi utilizada como outgroup.
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Apéndice X. Diversidade alpha de fungos endofiticos associados as plantas 1 e 2 de Psidium
cattleainum.

Individuo | Riqueza | Chaol | Abundéancia | Shannon | Simpson | Pielou
1-D

Planta 1 17 41.8 139 1.69 0.72 0.59

Planta2 | 16 20.4 255 1.34 0.55 0.48

Apéndice W. Diversidade alfa dos fungos associados a planta 1 e 2. A analise esta organizado
com base no método SF (semeadura de fragmentos) ou FP (filtracdo por particulas) e meio. A
sigla NaN (Not a Number) foi adicionada nos casos onde numeros ndo puderam ser
representados.

Método | Meio |Riqueza | Abundancia|Chaol |Shannon glmpson 1- Pielou
o MA |6 21 6.95 1.43 0.69 0.79
;D' BDA |7 28 12.78  1.47 0.7 0.75
S | SF BCA |8 29 2248 141 0.66 0.68
= DRB |5 25 596  1.23 0.65 0.76
= SNA |5 24 5.95 1.34 0.71 0.83
MA |2 2 2.5 0.69 0.5 1
BDA |4 4 8.5 1.39 0.75 1
P Teca |2 2 25 069 05 1
DRB |2 2 2.5 0.69 0.5 1
SNA |1 2 1 00 0 NaN
® MA |5 41 695  0.78 0.37 0.48
‘§ BDA |7 49 994  1.24 0.58 0.64
S |SF BCA |6 61 6.49 1.07 0.5 0.59
= DRB |7 55 994 1.2 0.56 0.62
= SNA |9 37 16.78  1.47 0.62 0.67
MA |1 1 1 0 0 NaN
BDA |2 7 2 0.68 0.49 0.98
FP BCA |2 2 2.5 0.69 0.5 1
DRB |1 1 1 0 0 NaN
SNA |1 1 1 0 0 NaN




Apéndice Y. Distancia de similaridade entre as plantas 1 e 2 com base na analise de Jaccard e

Bray-Curtis.
Bray-Curtis Jaccard
Planta 1 Planta2 |Plantal Planta 2
SF FP SF SF FP SF
Plantal |FP |0.8992806 0.8235294
SF |0.6054054|0.9294118 0.7272727|0.7058824
Planta2 |FP |0.9136691 |0.5833333|0.9450980|0.9333333|0.7500000 | 0.8750000




