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RESUMO

Os fungos endofiticos sdo micro-organismos encontrados no interior de tecidos vegetais de
modo assintomatico, estudados em uma grande variedade de plantas de interesse econémico.
No sul da Bahia em sistema agroflorestal, o cacau (Theobroma cacao L.) é cultivado sob a
sombra de espécies arboreas nativas de Mata Atlantica apds o raleamento do sub-bosque da
floresta, no entanto, os agricultores veem substituindo as arvores sombreadoras nativas por
espécies exoticas de valor econdmico. Além disso trabalhos sobre a comunidade dos fungos
endofiticos em agroflorestas no mundo séo escassos. Este estudo teve por objetivo conhecer a
comunidade de fungos endofiticos em folhas saudaveis de Cariniana legalis, Paubrasilia
echinata e Guarea macrophylla presentes em sistema agroflorestal de cultivo de cacau
(cabruca) na Bahia. As folhas foram lavadas em agua corrente e detergente neutro e
posteriormente fragmentadas em discos foliares (6 mm de didmetro) e submetidas a
desinfestacdo superficial com alcool 70% (30 s), hipoclorito de s6dio 3% (NaOCI) (2 min e 30
s), novamente com alcool 70% (30 s) e a seguir lavadas com agua destilada esterilizada. Os
discos foram transferidos para placas de Petri contendo (Malte-Dextrose-Agar) mais
cloranfenicol (50 mg L-1). A andlise morfologica foi realizada através de literatura
especializada, posteriormente foi realizado o sequenciamento dos genes ITS (Internal
Transcribed Spacer), TUB2 (B-tubulina) e GAPDH (Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase) e
analises filogenéticas para confirmacdo das espécies. Foram obtidos 662 isolados fungicos
distribuidos em 21 géneros e 43 espécies, principalmente encontrados no filo Ascomycota.
Colletotrichum representou o género com maior numero de isolados, enquanto Diaporthe
apresentou 0 maior numero de espécies, sendo C. siamense (15,86%) a espécie mais frequente.
Alguns isolados obtiveram baixas similaridades quando comparadas com outras sequéncias
recuperadas do GenBank. Além disso, este é o primeiro relato de N. lacticolonia para a regido
Neotropical isolada de folhas saudaveis de Guarea macrophylla. Ressaltamos a importancia de

mais estudos sobre a comunidade de fungos endofiticos em sistemas agroflorestais no mundo.

Palavras-chave: Fungos endofiticos; Mata Atlantica; Sistema agroflorestal; Taxonomia.



ABSTRACT

Endophytic fungi are microorganisms found inside plant tissues asymptomatically, studied in a
wide variety of plants of economic interest. In the south of Bahia in the agroforestry system,
cocoa (Theobroma cacao L.) is grown under the shade of native tree species from the Atlantic
Forest after the grating of the forest understory, however, farmers see the replacement of native
shade trees by exotic species of economic value. Also, work on the endophytic fungi community
in agroforests in the world is scarce. The present study aimed to meet the community of
endophytic fungi in healthy leaves of Cariniana legalis, Paubrasilia echinata and Guarea
macrophylla present in an agroforestry system of cultivation of cocoa (cabruca) in Bahia. The
leaves were washed in running water and neutral detergent and later fragmented into leaf discs
(6 mm in diameter) and subjected to surface disinfestation with 70 % alcohol (30 s), 3 % sodium
hypochlorite (NaOCI) (2 min and 30 s), again with 70% alcohol (30 s), and then washed with
sterile distilled water. The discs were transferred to Petri dishes containing Malto-Dextrose
Agar (MEA) plus chloramphenicol (50 mg L-1). The morphological analysis was carried out
through specialized literature, afterwards the sequencing of the ITS (Internal Transcribed
Spacer), TUB2 (B-tubulin) and GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase) genes
and phylogenetic analyzes to confirm the species were performed. We obtained 662 fungal
isolates distributed in 21 genera and 43 species, mainly found in the phylum Ascomycota.
Colletotrichum represented the group with the highest number of isolates, while Diaporthe
presented the highest number of species, being C. siamese (15.86%) the most frequent species.
Some isolates obtained low similarities when compared to other sequences recovered from
GenBank. In addition, this is the first report of N. lacticolonia in theNeotropical region isolated
from healthy leaves of Guarea macrophylla. We emphasize the importance of further studies

on the community of endophytic fungi in agroforestry systems worldwide.

Keywords: Cabruca. Endophytic fungi; Atlantic Forest; Agroforestry system; Taxonomy.
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1 INTRODUCAO

Os fungos endofiticos sdo micro-organismos que habitam o interior dos vegetais, nao
causando sintomas ou prejuizos aparentes (DUTTA et al., 2014). O fungo e o hospedeiro estabelecem
uma relagdo no qual o endofito promove o crescimento da planta (YOU et al., 2012; KHAN et al.,
2015) contribuindo na toleréncia a ambientes estressantes (GIAUQUE et al., 2019). Além disso,
algumas espécies podem ser utilizadas no controle biologico de pragas e doengas de interesse
econémico (POLLI et al., 2012).

O estudo da diversidade de fungos endofiticos tem sido cada vez mais frequente e a regido
Nordeste do Brasil tem se destacado como fonte de novos taxons. E o caso de recentes relatos como
de Silva et al. (2019a), no qual Diaporthe myracrodruonis foi isolada em folhas de Myracrodruon
urundeuva, enquanto Bezerra et al. (2019a) reportaram Pseudoplagiostoma myracrodruonis no
mesmo hospedeiro, em um fragmento de Mata Atlantica. Ainda, Silva et al. (2019b) descreveram um
novo género em Magnaporthaceae a partir de folhas de Sorghum bicolor. Na Caatinga, Bezerra et al.
(2017), propuseram novos géneros, Bezerromyces e Xiliomyces. Em folhas de Cocos nucifera e Vitis
labrusca Oliveira et al. (2014a) registraram novas espécies de Cladosporium. Além disso,
Phaeosphaeria nodulispora foi descrita como uma nova espécie pertencente a Coelomycetes
(OLIVEIRA et al. 2016).

O cacau (Theobroma cacao L.) é um fruto que pertence a familia Malvaceae, nativo da regido
Amazodnica (LORENZI, 2006). O cacaueiro € uma arvore de pequeno porte de clima tropical (COLLI-
SILVA, 2020), é uma espécie de alto valor comercial sendo o Brasil o sétimo produtor mundial de
acordo com a International Cocoa Organization (2020), no qual Bahia e Para sdo considerados 0s
principais produtores (IBGE, 2019). No século XX, o cacau era a principal fonte econdmica do
Sudeste da Bahia, no entanto, a producéo foi devastada em 1989 com o surgimento de uma doenca,
conhecida como vassoura-de-bruxa, causada pelo basidiomiceto Moniliophtora perniciosa que afetou
diretamente o cultivo (SANCHES, 2019).

Sistemas agroflorestais utilizam o uso ou manejo da terra no qual plantas lenhosas séo
cultivadas com espécies herbaceas ou animais, a fim de proporcionar beneficios ecoldgicos e
econémicos (MACEDO, 2000). O sistema agroflorestal cabruca é um cultivo que consiste na
plantacdo de mudas de cacau a sombra das arvores nativas de Mata Atlantica, apos esta ter sido
submetida a um raleamento de seu sub-bosque (OLIVEIRA et al., 2011). E considerado um dos
principais modos de cultivo sustentavel, pois além de ser favordvel e adequado conserva 0s recursos
naturais (SETENTA, 2003), importante para conservacdo dos remanescentes de Mata Atlantica no

sul da Bahia.
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A Mata Atlantica é um dos grandes hotspots de biodiversidade por apresentar um grande
reservatorio de espécies endémicas e raras (SILVA, 2019). Segundo dados da SOS Mata Atlantica de
sua floresta original restam apenas 12,4%, sendo o sul da Bahia uma regido que apresenta alto nivel
de espécies endémicas concentradas nos remanescentes de Mata Atlantica existentes (SOUZA, 2018;
SILVA, 2019).

Os fungos endofiticos que ocorrem em plantas de florestas tropicais apresentam alta
diversidade (ASSUNCAO, 2010; BANERJEE, 2011; CORREIA et al., 2018; FERREIRA et al.,
2020), outros estudos corroboram esta evidéncia (ARNOLD et al., 2000; CANNON; SIMMONS,
2002), no qual os géneros Cladosporium, Xylaria, Colletotrichum e Diaporthe estdo entre os mais
frequentes enddfitos fungicos encontrados em florestas tropicais (SURYANARAYANAN et al.,
2002).

Diante da crise econémica, os agricultores tém substituido as arvores sombreadoras nativas
por arvores exoéticas que geram maior lucro (SAMBUICHI, 2006). De acordo com Silva (2019), sdo
poucos 0s estudos taxondmicos de fungos em sistema agroflorestal cabruca, regido que apresenta
grande relevancia para os remanescentes de Mata Atlantica no sul da Bahia. Os estudos sobre a
comunidade de fungos endofiticos em arvores florestais podem proporcionar melhor compreensao
para o0 uso destes enddfitos no biocontrole de pragas e doencas, bem como o desempenho do
ecossistema florestal. Dado o0 exposto, o objetivo do trabalho foi conhecer a comunidade de fungos
endofiticos em folhas saudaveis de Cariniana legalis, Guarea macrophylla e Paubrasilia echinata,
presentes em remanescentes de Mata Atlantica em uma area de cultivo de cacau (cabruca) no sul da

Bahia, Brasil.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 FUNGOS ENDOFITICOS

A palavra “endofito” foi introduzida pela primeira vez pelo alemdo De Bary em 1866,
derivada do grego (éndon= dentro + phyton= planta) atribuida a micro-organismos que habitam o
interior de tecidos vegetais (AZEVEDO, 2000). Segundo Carroll (1986), enddfitos sdo micro-
organismos que infectam os tecidos vegetais de forma assintomética. Apds novas descobertas, Petrini
(1991) ampliou o termo endéfito, propondo que sdo micro-organismos que em parte do seu ciclo de
vida habitam em tecidos vegetais sem causar prejuizos ao hospedeiro.

Fungos endofiticos sdo descritos como micro-organismos que habitam o interior do tecido dos
vegetais, que crescem ou ndo em meios de cultura, e ndo causam danos aparentes ou prejuizos aos
seus hospedeiros (HYDE; SOYTONG 2008; DUTTA et al., 2014). Krings e colaboradores (2007)
associaram que a relacdo entre endofitos fangicos e plantas ocorre ha mais de 400 milhdes de anos.
Estudos tem relatado a ocorréncia desses fungos em uma enorme variedade de plantas em diferentes
partes do tecido vegetal (PIRTTILA et al., 2008; ZHENG et al., 2016; POTSHANGBAM et al., 2017;
GODINHO et al., 2019; FERREIRA et al., 2020; SILVA et al., 2019; CHAUHAN et al., 2019) no
qual das 300.000 espécies de plantas existentes no planeta, cada uma possa abrigar mais de uma
espécie de fungos endofiticos (SMITH et al., 2008).

A transmissdo do fungo endofitico geralmente ocorre horizontalmente, dando-se a penetragdo
no hospedeiro por meio de aberturas naturais das plantas como estdmatos e hidatodios. No entanto, a
transmissdo também pode ocorrer verticalmente através de feridas presentes nas raizes (devido ao seu
crescimento) além das sementes (AZEVEDO et al., 1998; ASSUNCAO, 2010). Enddfitos de varios
grupos de fungos podem infectar hospedeiros de todas as idades (GAUTAM; AVASTHI, 2019), a
maioria dos endofitos fingicos estdo presentes no filo Ascomycota, sendo também encontrado taxons
em Basidiomycota, Zygomycota e Oomycota (YU et al., 2014; ALEIXO, 2013; RAJAMANIKYAM
et al., 2017). De acordo com Nair e Padmathy (2014), os géneros comumente isolados sao:
Phomopsis, Cladosporium, Colletotrichum, Penicillium, Acremonium e Phyllosticta.

A regido ITS do rDNA ¢ altamente conservada e amplamente sequenciada, utilizada como o
cddigo de barras universal para os fungos (SCHOCH et al., 2012; VIEIRA et al., 2020), no entanto,
é ineficaz para a identificacdo de certos grupos de fungos a nivel de espécie (KISS, 2012). A
identificacdo precisa de espécies de Colletotrichum, assim como outros géneros, s6 é possivel
mediante a utilizacdo de marcadores especificos, entre estes GAPDH ¢ ideal, visto que ha muitos

dados disponiveis para muitas espécies de Colletotrichum (VIEIRA et al., 2020). Por outro lado, 0
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gene B-tubulina representa um marcador Gtil para identificacdo de Diaporthe, todavia, a analise
genetica combinada fornece uma base vigorosa em todo o género (UDAYANGA et al., 2012).

Os fungos endofiticos podem ser divididos em dois grupos: os clavicipitaceos ou endofitos C
(aqueles que infectam ervas) e os ndo-clavicipiticeos ou enddfitos NC (encontrados
assintomaticamente em plantas ndo vasculares, samambaias e angiospermas). Os critérios simbidticos
utilizados para caracterizar esses dois grupos incluem as relagdes evolutivas e taxonémicas, as plantas
hospedeiras e as funcdes ecoldgicas. Os enddfitos NC sdo amplamente mais diversos, divididos em
trés classes baseadas nos mecanismos de transmissao, colonizagédo do hospedeiro, diferentes taxas de
biodiversidade e relacBes ecoldgicas, esses sdo os fungos endofiticos encontrados principalmente no
filo Ascomycota (RODRIGUEZ et al., 2009). Ainda pouco compreendida, a relacao entre endofito e
hospedeiro pode ser neutra, simbidtica ou antagdnica (SOUZA et al., 2004). Conforme Schulz et al.
(2015), a relacao enddfito-hospedeiro € assintomatica quando ha equilibrio da protecao do hospedeiro
e a capacidade de viruléncia do enddfito, além da harmonizacdo entre bactérias e outros fungos

presentes na planta.

2.1.1 Importéncia dos fungos endofiticos

Os fungos endofiticos produzem metabolitos secundarios que atuam na promoc¢do do
crescimento das plantas (ZHANG et al., 2006; BARELLI et al., 2016; FADIJI; BALALOBA, 2020),
tolerancia a ambientes estressantes (MARINA et al., 2011; JIA et al., 2016) e protecéo contra doengas
(VEGA et al., 2008). O estudo de Jaber e Enkerli (2016), ressalta a promocéo do crescimento de Vicia
faba, através do indculo de sementes com Metarhizium brunneum e Beauveria bassiana. Assim como
Khan et al. (2012), que constataram 0 maior crescimento da parte aérea de Capsicum annuum em
sementes colonizadas pelo enddfito Chaetomium globosum. Além de atuar na captacdo de ferro a
atraves da producéo de sideroforos, os endofitos fungicos também atuam na fixagdo do nitrogénio e
na producdo de fito-hormonios (KOZYROVSKA et al., 1996; STOLTZFUS et al., 1997; VESSEY
etal., 2003; SANDHIYA et al., 2005; HOFFMAN et al., 2013; AAMIR, 2020).

Os fungos endofiticos veem sendo estudados como agentes efetivos no controle bioldgico de
insetos (AMATUZZI et al., 2018; BRANINE et al., 2019; SAAD et al., 2019), nematoides
(SCHOUTEN, 2016; ROGERS et al., 2016) e fungos patogénicos (HALLMANN; SIKORA, 1996;
PARSA et al., 2013; BAMISILE et al., 2018). A atuacdo do endofito ocorre através de mecanismos
diretos por meio de competicdo, antibiose e micoparasitismo (LI et al., 2004; RIVERA-VARAS et
al., 2007; AMORIM et al., 2019; GAUTAM; AVASTHI, 2019). A facilidade do fungo endofitico em
colonizar o hospedeiro é uma das vantagens de utilizar o método biologico (NAIR; PADMATHY,

2014). Ainda, séo capazes de sintetizar compostos bioativos que a planta utiliza para sua defesa contra
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patdgenos (LU et al., 2000; AMATUZZI et al., 2018). Ting et al. (2010), relataram a habilidade dos
enddfitos fangicos em inibir o crescimento do patégeno Fusarium oxysporum atraves de metabolitos
volateis.

Diversos fungos endofiticos ja foram estudados pela sua capacidade promissora em sintetizar
enzimas utilizadas na area farmacéutica, industrial e na alimentagdo (TOMITA, 2003; NAIR;
PADMATHY, 2014; COSTA, 2016; DANTAS, 2017; DABAJA et al., 2019). Sousa (2017), revisou
alguns estudos sobre enzimas lignoceluloliticas produzidas por fungos endofiticos como celulases,
amilases, proteases, pectinases, quitinases e lacases provenientes de diferentes hospedeiros botanicos.
De acordo com Robl et al. (2013), foi relatada a producdo de enzimas hidroliticas, a partir de
Aspergillus niger, Trichoderma atroviride, Talaromyces wortmannii e Alternaria sp. usadas para
decompor a biomassa da cana-de-acucar utilizada na industria.

A producdo de metabdlitos secundarios a partir dos fungos endofiticos é estudada pela sua
potencialidade em atividades antivirais, anticancerigenas, antioxidantes e antimicrobianas. Em
determinado estudo, foram selecionados alguns endéfitos, Alternaria tenuissima, Aspergillus
fumigatus, A. nidulans e F. oxysporum que produziram metabdlitos secundarios como flavonoides,
vincristina e vimblastina (SILVA, 2014).

Os compostos derivados de fungos endofiticos tém importancia na producdo de novos
antibidticos contra bactérias resistentes (SUDHA et al., 2016). O estudo de Liang et al. (2012),
demonstrou a atividade antibacteriana de fungos endofiticos isolados de Ophiopogon japonicus, a
partir de extratos miceliais, constatando-se a inibicdo em 80% de Staphylococcus aureus e 70% para
Cryptococcus neoformans, comprovando a potencialidade dos endéfitos fangicos como agentes
antibacterianos. Além de efeitos contra bactérias, os endéfitos também séo estudados como agentes
potenciais antifangicos (TIAN et al., 2004; LI et al., 2016). Na area biotecnoldgica Pamphile et al.
(2017), demonstraram a atividade de endofitos de Colletotrichum na produgdo de metabolitos
secundarios importantes em processos industriais.

Os fungos endofiticos presentes em plantas de importancia medicinais sdo frequentemente
estudados (SIQUEIRA et al., 2011; WANG et al., 2012; GOUDA et al.,, 2016). Taxomyces
andreanae, um fungo endofitico isolado do floema de Taxus brevifolia capaz de produzir o taxol
utilizado no tratamento contra o cancer (STIERLE et al., 1993). Este composto foi também isolado a
partir de Lasiodiplodia theobromae encontrado em Morinda citrifolia por Pandi et al. (2011). A
producdo de taxol também ja foi relatada em outros géneros endofiticos, como Pestalotiopsis,
Fusarium, Alternaria, Monochaetia e Pithomyces (STROBEL et al., 1996).

2.1.2 Fungos endofiticos no Brasil
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O Brasil abriga grande riqueza de arvores com cerca de 8.000 espécies, representando 14%
do encontrado no mundo, como também apresenta 0 maior numero de arvores endémicas, com 4.333
espécies (BEECH et al., 2017). Os fungos endofiticos ja foram estudados em diversas espécies de
plantas de interesse econdémico no Brasil, a exemplo do cacau (MAKI, 2006; MOREIRA, 2014),
sorgo (SILVA, 2016), coco (OLIVEIRA, 2016), soja (FERNANDES, 2015), acerola
(NASCIMENTO, 2014), melancia (ISHIZAWA, 2017), banana (ASSUNCAO, 2010), feijio
(RODRIGUES; MENEZES, 2002) e cana-de-agucar (STUART, 2006). Dentre 0s géneros
frequentemente isolados de plantas podem ser citados: Fusarium, Diaporthe, Colletotrichum,
Phyllosticta, Curvularia, Cladosporium, Pestalotiopsis e Penicillium no qual os estudos concentram-
se nas areas de taxonomia, ecologia e biotecnologia (BEZERRA et al., 2019b).

Novos taxons de enddfitos fungicos tém sido frequentemente descritos, Pseudoplagiostoma
myracrodruonis, foi isolada em folhas de Myracrodruon urundeuva (BEZERRA et al., 2019a). Além
disso, o estudo de Silva et al. (2019b) descreveu um novo género em Magnaporthaceae, a partir de
folhas de Sorghum bicolor. Bezerra et al. (2017), reportaram novas espécies na Caatinga,
Bezerromyces brasiliensis, B. pernambucoensis e Xiliomyces brasiliensis.

De acordo com Maia et al. (2015), o estudo dos fungos esta concentrado em areas de Mata
Atlantica no Brasil, onde ja foram registradas pouco mais de 3.000 espécies flngicas no bioma, sendo
a regido Nordeste a mais representativa. As florestas tropicais apresentam alta diversidade de
endofitos fungicos (ARNOLD et al., 2000; CANNON; SIMMONS, 2002; ASSUNCAO, 2010;
CORREIA et al., 2018; FERREIRA et al., 2020), sendo a Mata Atlantica uma regido de diversos
estudos (Tabela 1), onde tem sido representativa no relato de novas espécies, além de contribuir para
a biodiversidade global dos fungos (BEZERRA et al., 2019b). Segundo Suryanarayanan et al. (2002),
Cladosporium cladosporioides, Corynespora cassiicola, L. theobromae, Pestalotiopsis spp.,
Phomopsis spp., Phyllosticta sp., Sporormiella intermedia e Xylaria spp. foram as espécies mais

frequentemente isoladas de arvores localizadas em diferentes tipos de florestas tropicais.

Tabela 1- Fungos endofiticos isolados em arvores de Mata Atlantica.

Hospedeiros Fungos endofiticos Referéncias
Cariniana legalis Cladosporium dominicanum, SOUZA, 2018
Gonatobotryum sp. e Xylaria sp.
Indigofera suffruticosa Colletotrichum gloeosporioides, SANTOS et al., 2015

Colletotrichum dematium,
Pseudocochliobolus pallescens,
Phomopsis archeri, Pestalotiopsis
maculans e Lasiodiplodia

theobromae
Euterpe oleracea, Euterpe Anthostomella, Astrocystis, VITORIA, 2012
guineenses, Bactris Astrosphaeriella, Asymmetricospora,
acanthocarpa, Endocalyx, Fasciatispora, Meliola,
Euterpe edulis, Bactris Linocarpon e Phyllachora

ferruginea
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Euterpe edulis, Cecropia Alternaria, Ascochyta, Cladosporium, BONFIM et al., 2016
glaziovii, Guapira opposita, Coniothyrium, Nigrospora e
Bathysa australis, Mollinedia Microdiplodia

schottiana, Coussarea sp. e
Myrcia spectabilis

Begonia fischeri, Begonia Colletotrichum, Diaporthe, CORREIA et al., 2018
Phyllosticta, Neopestalotiopsis,
Stagonospora e Nigrospora

olsoniae e Begonia venosa.

Hadrolaelia jongheana, Helotiales, Capnodiales OLIVEIRA et al., 2013
Hoffmannseggella caulescens e e Sordariales
Hoffmannseggella cinnabarina

Carapichea ipecacuanha Colletotrichum, Ceratobasidium, FERREIRA et al., 2020
Fusarium, Trichoderma, Diaporthe,
Pochonia, Calonectria e Xylaria

Caesalpinia echinata Botryosphaeria rhodina, Xylaria MACHADO, 2009
multiplex e Pestalotiopsis sp.

Guapira nitida e Nectandra sp.  Colletotrichum sp., Neopestalotiopsis MELO, 2019
sp., Entonaema pallida, Phyllosticta
capitalensis, Annulohypoxylon
stygium e Ophioceras sp.

Fonte: Deyse Viana (2021).

2.1.3 Fungos endofiticos em Sistemas Agroflorestais

Ainda sdo poucos os estudos sobre a comunidade de fungos endofiticos em sistemas
agroflorestais com foco na diversidade e riqueza desses fungos em diferentes localizacGes e tipos de
manejo nos SAFs. De acordo com Chauhan et al. (2019), em folhas de Ensete ventricosum a
localizacdo geografica influenciou a diversidade e distribuicdo dos endéfitos em trés diferentes areas
de sistema agroflorestal Enset, no sul da Etidpia. Segundo Wembheuer et al. (2020), a diversidade e
riqgueza de endofitos podem ser influenciadas pelo tipo de agrofloresta e de préaticas de manejo
adotadas em plantacfes de Theobroma cacao, na Regido Central de Camardes.

2.2 SISTEMA AGROFLORESTAL CABRUCA

As implementagOes de novas praticas sustentaveis e a conservagdo das florestas foram o0s
principais fatores responsaveis para a criacdo de sistemas agroflorestais no século XX, cujas
interacBes ecologicas tém garantido o sucesso do sistema (ATANGANA et al., 2014). Sistemas
agroflorestais (SAFs) ou Agroflorestas utilizam um manejo da terra onde plantas lenhosas sdo
cultivadas com espécies herbaceas ou animais, a fim de proporcionar beneficios ecologicos e
econdémicos (MACEDO, 2000). Essa associa¢do garante a disponibilidade de nutrientes no solo e o
melhoramento do microclima. Dendé (Elaeis guineensis Jacg.), coco (Cocos nucifera L.), caju
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(Anacardium occidentale L.), café robusta (Coffea canephora Pierre) e pimenta-do-reino (Piper
nigrum L.) sdo algumas culturas cultivadas em sistemas agroflorestais no mundo (ATANGANA et
al., 2014). No Brasil, esses sistemas sao importantes em areas agricolas (RIBASKI et al., 2001) que
também podem ser utilizados como alternativa a monocultura sendo capaz de manter a fertilidade do
solo (RESCK et al., 1996).

O sistema agroflorestal cabruca consiste no cultivo de cacau (Theobroma cacao L.) no sul da
Bahia, no qual as mudas séo plantadas a sombra das arvores nativas da Mata Atlantica, apds esta ter
sido submetida a um raleamento de seu sub-bosque (SAMBUICHI, 2006; OLIVEIRA et al., 2011).

O cacau ¢é cultivado a sombra de arvores em diversas regides no mundo (Tabela 2) (RUF;
SCHROTH, 2004). Na Bahia o cultivo de cacau em sistema agroflorestal teve inicio nas primeiras
décadas de 1900 sendo a palavra cabruca (usada localmente) derivada de “cabrocar” que significa
retirar parte da vegetacdo arbdrea. O sistema de sombreamento do cacau € um importante método
para conservar parte das arvores da Mata Atlantica na Bahia (PIASENTIN; SAITO, 2014) onde se

localizam os principais remanescentes deste bioma no Nordeste brasileiro (PIASENTIN et al., 2014).

Tabela 2- Cultivos de cacau em sistemas agroflorestais no mundo.

Localizacéo Arvores de sombra Referéncias
Gana Terminalia superba, Terminalia RICHARD E RABILD, 2016
ivorensis, Newbouldia laevis, Milicia
excelsa, Persea americana, Ficus

exasperata
Indonésia Aleurites moluccana, Cocos TIRALLA etal., 2013
nucifera, Gliricidia sepium
Camardes Elaeis guineenses, Dacryodes SONWA et al., 2007

edulis, Persea americana, Ficus
exasperata, Terminalia superba,
Albizia adianthifolia
Costa do Marfim Persea americana, Citrus sinensis, DUMONT et al., 2014
Cola nitida, Mangifera indica,
Cocos nucifera, Ficus exasperata
Brasil Spondias lutea, Pithecelobium SAMBUICHI, 2002
polycephalum, Cedrela odorata,
Inga affinis, Nectranda sp.,
Erythrina spp.
Republica Dominicana Erythrina poeppigiana, Gliricidia NOTARO et al., 2020
sepium, Citrus aurantium, Persea
americana, Roystonea hispaniolana
Fonte: Deyse Viana (2021).

O sistema agroflorestal cabruca é considerado menos danoso comparado ao sistema de
derruba total da mata, além de gerar beneficios econdmicos e atuar na conservagdo dos recursos
naturais como nascentes de agua, manter a fertilidade do solo, servir como corredor para o fluxo de
espécies através dos fragmentos florestais, conservar os exemplares arboreos e dar abrigo para

animais (LOBAO et al., 2004). Também é responsavel pelo sequestro de carbono, de acordo com
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Gama-Rodrigues et al. (2010), onde o estoque de carbono no solo foi considerado significativamente
maior comparado a outros dois sistemas de uso da terra. A arborizacdo protege o cacaueiro contra
ventos fortes e contribui para menor incidéncia de doencas (PIASENTIN et al., 2014) e pragas, além
de aumentar a longevidade do cacaueiro e conservar certas caracteristicas da floresta priméaria (RUF;
SCHROTH, 2004). O sombreamento do cacaueiro é necessario principalmente pela protecdo contra
os raios solares (SENAR, 2018).

Muitas espécies presentes em areas de cabrucas sdo endémicas da regido cacaueira da Bahia
e outras sdo consideradas raras, como é o caso de Andreadoxa flava (KALLUNKI, 1998) com um
unico exemplar conhecido e situado em &rea de cacau cabruca (SAMBUICHI et al. 2009). Em um
estudo de revisdo Cassano e colaboradores (2009), concluiram que 0s remanescentes de Mata
Atlantica adjacentes as areas de cabruca sao mais ricas em espécies do que areas situadas no entorno
de plantios de cacau onde a floresta original foi eliminada. Sambuichi e Haridasan (2007),
encontraram um numero expressivo de 293 espécies de arvores em cinco areas de cacau cabruca na
Bahia.

O estudo de Piasentin et al. (2014), catalogou a preferéncia dos agricultores por 45 arvores
sombreadoras de cacau cuja maioria é de espécies nativas: o jequitiba (Cariniana legalis Mart.
Kuntze), cedro (Cedrela fissilis Vell.), vinhético (Plathymenia foliolosa Benth.), cajazeira (Spondias
mombin L.), eritrina (Erythrina spp.), jaqueira (Artocarpus heterophyllus Lam.), louro-sabao
(Nectandra sp.), pau-brasil (Paubrasilia echinata Gagnon & Lewis), pau d’arco (Tabebuia sp.),
seringueira (Hevea brasiliensis Mill. Arg.), putumuju (Centrolobium robustum Vell.), jacaranda
(Dalbergia nigra Vell.), jenipapo (Genipa americana L.), sapucaia (Lecythis pisonis Cambess.),
pequi (Caryocar edule Casar.) e gindiba (Sloanea obtusifolia Moric. Schum).

O cultivo de cacau em sistema agroflorestal € visto pelos conservacionistas como uma forma
de garantir renda dos agricultores, além de conservar a beleza e a biodiversidade de florestas tropicais,
garantindo em muitas regides o retardamento do desmatamento (RUF; SCHROTH, 2004).

Devido ao manejo de produtividade do cacau, quando ocorre a substituicdo das arvores
sombreadoras, 0s agricultores optam pelas arvores exoéticas por ndo disporem de mudas de arvores
nativas, dando preferéncia aquelas de rapido crescimento e de maior valor econdmico (SAMBUICHI
et al., 2006). Arvores exdticas como abacate (Persea americana Mill.), pinha (Annona squamosa L.),
lim&o (Citrus limonum Risso) e jaca (Artocarpus heterophyllus Lam.) sdo usadas no sombreamento
do cacau para consumo de seus frutos em detrimento de espécies nativas, muitas delas empregadas
na medicina popular (SAMBUICHI et al., 2009).

2.2.1 Theobroma cacao L.



20

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é &rvore pertencente a familia Malvaceae, originaria da
regido Amazonica, capaz de atingir 5 a 8 metros de altura podendo haver variagdes fenotipicas devido
as caracteristicas ambientais (SENAR, 2018). E uma arvore de raiz pivotante cujo comprimento varia
de acordo com as caracteristicas do solo. Quando jovem seus galhos sdo lisos e posteriormente
tornam-se asperos (LORENZI, 2006). A floracéo e a maturacao dos frutos ocorrem geralmente duas
vezes ao ano (LEITE, 2000).

Ha diferentes versdes sobre a introducdo do cultivo de cacau na Bahia, a mais aceita revela
que em 1746 sementes de cacau teriam sido plantadas perto das margens do rio Pardo, no municipio
de Canavieiras. No municipio de llhéus teria comecado lentamente entre 0s anos de 1755 e 1760
(CEPLAC, 1982).

O cacau é um fruto de alto valor econdmico usado principalmente para producéo do chocolate
e na industria cosmética. De acordo com a International Cocoa Organization (2020) o continente
africano lidera a producdo de cacau, no qual a Costa do Marfim é o maior produtor, seguido de Gana,
Indonésia, Equador, Camardes e Nigeéria. O Brasil se encontra como o sétimo produtor, representando
4% da producdo de cacau referente a safra de 2017/2018. No ano de 2019, a producdo mundial de
cacau foi de aproximadamente 5,6 milhdes de toneladas (FAOSTAT, 2020) e em territdrio brasileiro
a producdo foi de 265 mil toneladas (BRAINER, 2021). Dentre os estados brasileiros, o Paré lidera a
producdo seguido da Bahia, Espirito Santo, Ronddnia e Amazonas. Para e Bahia sdo responsaveis
juntos por mais de 90% da producao (IBGE, 2020). No ano de 2020 o pais exportou 0,7% do volume
mundial de cacau ocupando a 172 posigdo (BRAINER, 2021).

O Brasil ja foi 0 maior produtor de cacau no mundo, com producédo acima de 400 mil toneladas
(LEITE, 2018), mas na década de 90 o patdégeno fungico Moniliophthora perniciosa, agente da
vassoura-de-bruxa do cacau ocasionou a queda drastica da producdo de cacau na Bahia. Encontram-
se varios registros de fungos causadores de doencas ao cacaueiro (Tabela 3), todavia outros
organismos como insetos e lagartas também sdo considerados pragas importantes do cacaueiro
(SENAR, 2018).

Tabela 3 - Principais fungos patogénicos ao cacaueiro.

Pat6genos flingicos Nome comum Referéncias
Moniliophthora roreri Moniliase BASTIDAS, 1953
Phytophthora spp. Podriddo preta BRASIER e GRIFFIN, 1979
Moniliophthora perniciosa Vassoura-de-bruxa WHEELER e MEPSTED, 1988
Ceratocystis cacaofunesta Mal do facéo RORER, 1918
Rosellinia sp. Podriddo de raizes BRITON-JONES, 1934

OLIVEIRA, 1992
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Colletotrichum gloeosporioides Antracnose BARROS, 1981
Verticillium dahliae Morte stbita EMECHEBE et al., 1971
Ganoderma philippii Podriddo-vermelha da raiz OLIVEIRA, 1993

Lasiodiplodia theobromae Podriddo do fru:o e cancro do OLIVEIRA e LUZ, 2012
caule

Fonte: Deyse Viana (2021).

2.3 MATA ATLANTICA

No século XIX, o café foi um dos principais impulsionadores para a devastacdo da Mata
Atlantica onde se obteve uma perda equivalente a mais de 720 mil hectares (AGNELLO, 2007). Com
aexploracéo da indUstria madeireira e a concentrag&o territorial do homem, a Mata Atléantica se tornou
um bioma fragmentado por areas de producédo agricola e pastagens (RIBEIRO et al., 2009; SILVA;
MARE, 2012).

A Mata Atlantica ja abrangeu uma area equivalente a 1.315.460 km2, correspondendo a 15%
do territorio brasileiro presente em 17 estados, atualmente restam apenas 12,4% de &rea original de
Mata Atlantica (SOS MATA ATLANTICA, 2019). O estudo de Rezende et al. (2018), sugere através
de dados de sensoriamento remoto que a cobertura original € um pouco maior, equivalente a 28% ou
32 milhGes de hectares de Mata Atlantica, no entanto, esses dados ndo diminuem o grau de ameaca a
biodiversidade do bioma que é considerado alto.

A Mata Atlantica € um dos hotspots de biodiversidade mundial por abrigar grande riqueza e
diversidade de espécies ameacadas de extingdo (SOS MATA ATLANTICA, 2019). Apenas no
territorio Baiano 331 espécies da fauna e 744 espeécies da flora estdo ameacadas de extin¢do (SEMA,
2017). Segundo dados da SOS Mata Atlantica (2019), é o bioma mais ameacado do pais no qual mais
de 70% da populacao reside as principais ameacas consistem na exploragdo dos recursos naturais, na
desordenada expansdo urbana e em praticas agricolas nao sustentaveis.

O bioma abriga 20.000 espécies de plantas, mais de 800 espécies de aves, 370 espécies de
anfibios e 270 espécies de mamiferos, onde muitas sdo endémicas e ameacadas de extingdo por isso
se deve a importancia da sua conservacdo, além da contribuicao para diversidade biolégica mundial
(SOS MATA ATLANTICA, 2019). Além do elevado nivel de riqueza e diversidade do bioma, é
importante enfatizar os servigos ecossistémicos que séo prestados para o bem-estar humano (JOLY
etal., 2019).

A Mata Atlantica no sul da Bahia se destaca pela presenca de riqueza de espécies nativas
dentre &rvores estdo aquelas de importancia ecoldgica a exemplo do bacuxuma (Micropholis
crassipedicellata Mart. & Eichler), cajueiro-bravo (Hyeronima alchorneoides Allemé&o) e conduru
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(Brosimum rubescens Taub.) na qual seus frutos séo atrativos para a fauna, outras sdo muito utilizadas
na construcdo civil é o caso do danda (Joannesia princeps Vell.), amescla (Protium heptaphyllum
Aubl. Marchand), araroba (Vataireopsis araroba Aguiar Ducke), arapati (Arapatiella psilophylla
Harms R. S. Cowan), bacupari (Rheedia macrophylla Mart. Planch. & Triana), faveca
(Moldenhawera floribunda Schrad.) e gindiba (Sloanea obtusifolia Moric. Schum) (SAMBUICHI et
al., 2009).

2.3.1 Cariniana legalis

O género Cariniana compreende 16 espécies encontradas na regido Neotropical (HUANG et
al., 2008). O jequitiba-rosa Cariniana legalis Mart. Kuntze também conhecido como jequitiba,
jequitiba-vermelho, caixdo, coatinga e pau-de-carga, € originario do nome tupi-guarani, que significa
“gigante da floresta” pertence a familia Lecythidaceae (CARVALHO, 2005). Cariniana legalis se
encontra na lista vermelha de espécies ameacadas, na categoria vulneravel, devido a destrui¢do do
habitat e da exploracdo madeireira, € uma arvore nativa e endémica do Brasil ocorrendo nos estados
de Alagoas, Rio de Janeiro, S&o Paulo, Bahia, Paraiba, Espirito Santo, Pernambuco e Minas Gerais
(IUCN, 2012).

Encontrada na Floresta Ombrdéfila densa é uma espécie que atinge até 60 m de altura e 15 a
400 cm de didmetro, podendo chegar até 500 anos de idade, é utilizada na construcdo civil,
paisagismo, medicina e no artesanato, seus frutos e sementes também séo utilizados na dieta de
animais, sendo 0s macacos 0s principais dispersores de suas sementes (LORENZI, 2008;
CARVALHO, 2005; CAMPOS-FILHO; SARTORELLI, 2015). A temperatura ideal para o
desenvolvimento e crescimento de C. legalis varia entre 25 e 30°C, assim como solos férteis e ricos
em nutrientes (REGO; POSSAMAI, 2001). Cariniana legalis é a maior arvore encontrada na Mata
Atlantica no qual grande parte de seus individuos estdo presentes devido a exploracdo estima-se que
sua populacdo ja tenha sofrido queda de 50% nos ultimos 300 anos (CNCFLORA, 2012).

Na Bahia, C. legalis € uma das espécies arboreas mais ocorrentes no sistema agroflorestal
cabruca (LOBAO, 2007). No entanto, Piasentin et al. (2014) através de entrevistas relataram a
diminuicdo de C. legalis em planta¢des de cacau em 17%.

Em areas de Mata Atlantica, Souza (2018) reporta C. legalis como hospedeiro diverso de
fungos endofiticos, patogénicos e decompositores representados por espécies de Colletotrichum,
Cladosporium e Xylaria.

2.3.2 Paubrasilia echinata
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Caesalpinia echinata foi descrita por Lamarck em 1789, no entanto o estudo de Gagnon et al.
(2016) prop6s um novo género para a espécie, a partir de analises moleculares, denominado
Paubrasilia. O pau-brasil Paubrasilia echinata Gagnon & Lewis também conhecido como
ibirapitanga, muirapiranga, brasileto ou pau vermelho, pertence a familia Fabaceae, é uma &rvore
nativa de Mata Atlantica de importancia historica e cultural, & endémica do Brasil encontrada na
Floresta Ombrofila Densa, em Restinga e na Floresta Estacional Semi-decidual (CNCFLORA, 2012).

Paubrasilia echinata é uma arvore de porte medio que pode chegar até 25 m de altura e até
70 cm de didmetro de tronco, apresenta folhas compostas bipenadas e flores amarelas dispostas em
cachos, a espécie pode sobreviver até 300 anos de idade (LIMA et al., 2002; CAMPOS-FILHO;
SARTORELLLI, 2015; MACEDO et al., 2019).

O extrativismo do pau-brasil foi um dos principais contribuintes para destruicdo de grandes
areas de florestas até 1920 ap6s mais de 500 anos de exploracéo e perda de habitat, o pau-brasil é
atualmente uma das espécies ameacadas de extin¢do, de acordo com o livro vermelho da Flora do
Brasil (CNCFLORA, 2012). Relativamente poucos individuos de P. echinata sdo ainda encontrados
nos estados de Alagoas, Bahia, Espirito Santo, Paraiba, Pernambuco, Rio de Janeiro e Rio Grande do
Norte (GAGNON et al. 2020) presentes em remanescentes florestais de Mata Atlantica (ROCHA;
SIMABUKURO, 2008).

O pau-brasil ¢ uma arvore com caracteristicas marcantes de facil reconhecimento (MACEDO
et al., 2019), utilizada no paisagismo e na fabricacdo de instrumentos musicais (ZANI, 2014). Na
medicina estudos demonstram atividades anti-inflamatdrias e antitumorais, além de possuir
propriedades cicatrizantes e adstringentes (MACIEL, 2005; D'AGOSTINI et al., 2013).

E uma espécie de valor comercial relevante para a conservacdo dos remanescentes de Mata
Atlantica presentes na regido cacaueira da Bahia (LOBAO; VALERI, 2009), simbolo para a
conservagao da flora do Brasil diante de sua historia e cultura (ESSER et al., 2019). O pau-brasil e
frequentemente encontrado no sistema agroflorestal cabruca (SAMBUICHI et al., 2009) de acordo
com Piasentin et al. (2014), é uma das espécies arboreas de maior preferéncia dos agricultores para o
sombreamento do cacaueiro.

Alguns estudos de fungos endofiticos em P. echinata j& foram relatados (LIMA,;
CAVALCANTI, 2014; COTA et al., 2018). Machado (2009) isolaram a partir do caule e folha os
enddfitos Botryosphaeria rhodina, Pestalotiopsis sp. e Xylaria multiplex, no qual apresentaram
potencial antagonico contra Pythium debaryanum e P. palmivora. Enquanto, Campos et al. (2015)
isolaram 82 fungos endofiticos do caule e casca do pau-brasil, além disso alguns isolados

apresentaram atividades antibacterianas e antitumorais.
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2.3.3 Guarea macrophylla

Pertencente a familia Meliaceae, Guarea macrophylla Valh conhecida como pau d’arco,
marinheiro, atalba, café bravo e camboata, € uma arvore nativa, que ocorre em todas as regides do
Brasil em areas de Mata Atlantica, Cerrado, Pampa, Caatinga e na Amazonia (FLORES, 2020).
Guarea macrophylla pode atingir até 10 m de altura (LAGO; ROQUE, 2009), o diametro do tronco
(aspero, de cor amarronzada) chega até 25 cm (LORENZI, 2009), as flores sdo dispostas em
inflorescéncias de cor vermelha, e a floragdo ocorre de setembro a novembro (SOUZA et al., 2008).

O pau d’arco ¢ utilizado pela industria madeireira na producdo de brinquedos e embalagens
(LORENZI, 2009), seus frutos fazem parte da cadeia alimentar de aves como Chiroxiphia caudata
(FADINI; MARCO-JUNIOR, 2004). Ja foram realizados estudos quimicos da madeira (LAGO;
ROQUE, 2009), e 6leos volateis de folhas de G. macrophylla no qual determinados compostos sao
responsaveis pela atragdo de Hypsipyla grandella, um inseto praga que ataca espécies da familia
Meliaceae (LAGO et al., 2006). Diferentes partes da planta sao utilizadas na medicina popular, para
uso adstringente, abortivo, purgativo e febrifugo, além de possuir propriedades anti-inflamatdrias
(LORENZI; MATOS, 2008).

Em alguns estudos, G. macrophylla foi uma das espécies encontradas em remanescentes
florestais de Mata Atlantica (TANUS et al., 2012; KONDRAT, 2014), como em areas de cabrucas
(LOBAO, 2007) também utilizada na arborizacdo de parques urbanos (SILVA et al., 2007) e no
reflorestamento de areas degradadas (LORENZI, 2009).

Esse é o primeiro estudo de fungos endofiticos em folhas de G. macrophylla.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 AREA DE COLETA

As coletas foram realizadas em sistema agroflorestal cabruca, localizado na Universidade
Estadual de Santa Cruz (UESC), no Municipio de Ilhéus, Bahia.

3.2 COLETA DO MATERIAL

Foram realizadas duas coletas em folhas de trés espécies nativas, Cariniana legalis
(14°47'43"S; 39°10'21"W), Paubrasilia echinata (14°47'43"S; 39°10'21"W) e Guarea macrophylla
(14°47'42"S; 39°10'20"W) presentes em remanescente florestal de Mata Atléantica, localizadas em
sistema agroflorestal de cultivo de cacau (cabruca).

As coletas foram realizadas em agosto/2019 e dezembro/2019. Em cada coleta foram retiradas
folhas em quatro pontos (seis folhas por ponto) de cada hospedeiro botanico. As folhas foram
acondicionadas em sacos plasticos devidamente etiquetados. Dessa forma foram coletadas seis folhas
X quatro pontos X trés hospedeiros x duas coletas, o que totalizou 144 amostras de folhas. O material
coletado foi transportado ao Laboratorio | do Departamento de Micologia, localizado na Universidade

Federal de Pernambuco (UFPE) para manipulacdo e processamento no periodo de 24h.

3.3 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DOS FUNGOS ENDOFITICOS

Primeiramente as folhas foram lavadas com &gua corrente e detergente neutro, e
posteriormente fragmentadas em discos foliares de 6 mm de didmetro e submetidos ao processo de
desinfestacdo superficial, por meio de lavagem em alcool 70% (30 segundos), hipoclorito de sédio
(NaOCl) a 3% (2 minutos e 30 segundos), novamente em alcool 70% (30 segundos), e por fim lavados
com agua destilada esterilizada, esse processo seguiu a metodologia proposta por Araudjo et al. (2002).

Apbs o processo desinfestacdo superficial, seis discos foliares foram transferidos para placas
de Petri, em triplicata, que continham MEA (Malte-Dextrose-Agar) acrescido de cloranfenicol (50
mg L), em seguida as placas foram incubadas em temperatura ambiente a 28 °C. Assim, durante 15
dias foi observado diariamente o crescimento de colbnias ao redor dos discos foliares. Para
comprovacao da desinfestacdo superficial, 1 mL da Gltima &gua destilada esterilizada foi plaqueada
em MEA em triplicata (PEREIRA et al., 1999).

Com o crescimento das colbnias, os fragmentos de micélio foram transferidos para tubos de

ensaio que continham BDA (Batata-Dextrose-Agar) posteriormente foi realizada analise morfoldgica
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das estruturas macro e microestruturais para identificacdo das espécies, com auxilio de literatura
especializada (CROUS et al., 2007; DOMSCH et al., 2007; AVESKAMP et al., 2010; BENSCH et
al., 2010; BENSCH et al., 2012).

3.4 EXTRACAO DE DNA DOS FUNGOS ENDOFITICOS

A biomassa dos fungos foi obtida a partir de culturas em BDA mantidas a 28 °C por até sete
dias em placas de Petri. Com auxilio de uma alca de platina, todo o micélio foi retirado e transferido
para microtubos de 2 mL com tampa de rosca, acrescidos de 0,5g de contas de vidro (glass beads)
com dois diametros diferentes na proporcdo de 1:1 (acid-washed, 150-212 pum and 425-600 pum;
Sigma, U.S. sieve). Foi realizada a extragdo do DNA gendmico seguindo a metodologia proposta por
Oliveira et al. (2016), que inclui homogeneizagdo do material em tampdo CTAB 2%, trituracdo por
agitacdo em alta velocidade através de um FastPrep, uma lavagem com cloroférmio:alcool isoamilico
(24:1), além de precipitacdo em isopropanol, lavagem em etanol 70% e ressuspensdo em 50 pL de

agua ultrapura.

3.5 AMPLIFICACAO, PURIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DO DNA

Foram utilizados os iniciadores ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e 1TS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) para a amplificacdo da regido ITS (Internal Transcribed Spacer)
(WHITE et al, 1990) e os primers LR1 (GGTTGGTTTCTTTTCCT) e LR5
(TCCTGAGGGAAACTTCG) para regido LSU do rDNA (rDNA Large Subunit) (VILGALYS;
SUN, 1994). Outros loci foram escolhidos de acordo com os grupos de fungos identificados, tais
como gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase ~ (GAPDH), utilizando os primers GDF1
(GCCGTCAACGACCCCTTCATTGA) e GDR1 (GGGTGGAGTCGTACTTGAGCATG) descrito
por Guerber et al. (2003) para espécies de Colletotrichum e o gene p-tubulina (TUB2) para Diaporthe,
com a utilizacdo dos primers BT2a (GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC) e BT2b
(ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC) (GLASS; DONALDSON, 1995).

A PCR (Polymerase Chain Reaction) foi realizada com um volume final de 50 pL, os
parametros para amplificacdo e as concentracGes dos reagentes que incluem dNTPs, Tag DNA
polimerase, iniciadores, agua ultrapura e tampéo de reacdo sdo as mesmas descritas por OLIVEIRA
et al. (2014b). Controles negativos, contendo todos os componentes exceto DNA, foram utilizados
em cada procedimento para detectar possiveis contaminagoes.

Todos os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, as

amostras foram coradas pela adicdo de GelRed®. Os produtos de PCR oriundos dos fungos endofiticos
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foram purificados utilizando-se a enzima ExoSAP-IT® de acordo com as recomendagdes do
fabricante. Posteriormente, as amostras foram enviadas para a Plataforma Multiusuaria de

Sequenciamento de DNA do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco.

3.6 ANALISES FILOGENETICAS

A filogenia foi reconstruida por meio de analises independentes de sequéncias da regido ITS
do rDNA e dos genes GAPDH e TUB2. Sequéncias similares foram obtidas do GenBank pelo portal
do NCBI (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/blast/) e o alinhamento realizado por meio do servidor
MAFFT v.7 (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) (KATOH et al., 2019), as sequéncias foram
editadas quando necessario, a partir do programa MEGA 7.0.14 (KUMAR et al., 2016).
Posteriormente, foi realizada analise de Inferéncia Bayesiana (Bl) (1 x 10° geragdes) com MrBayes
3.1.2 (RONQUIST; HUELSENBECK, 2003) executado a partir do programa Topali 2.5 (MILNE et
al., 2004).

3.7 ANALISE DA COMUNIDADE DOS FUNGOS ENDOFITICOS

Para verificacdo do numero de taxons compartilhados entre os hospedeiros foram construidos
diagramas de Venn a partir da ferramenta: calculate and draw custom Venn diagrams
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/).

A Similaridade dos fungos endofiticos entre os hospedeiros foi calculada através do indice de
Similaridade de Sorensen (C’):

Ss=(2w/a+b + ¢) x 100

Onde: w = n° de espécies comuns aos trés hospedeiros;
a = n° total de espécies ocorrentes Paubrasilia echinata;
b = n° total de espécies ocorrentes Guarea macrophylla;

¢ = n° total de espécies ocorrentes Cariniana legalis.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/
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4 RESULTADOS

4.1 FUNGOS ENDOFITICOS

Foram utilizados 1.296 discos foliares e obtidos 662 isolados fungicos de folhas de C. legalis,
G. macrophylla e P. echinata. Baseado em analises morfologicas e filogenéticas, a maioria dos
enddfitos agruparam-se ao filo Ascomycota, enquanto um Unico isolado foi agrupado ao filo
Basidiomycota. A partir do sequenciamento da regido ITS do rDNA foi possivel identificar a maioria
dos isolados fungicos. No entanto, para identificacdo de alguns isolados, outras regides génicas foram
introduzidas, conforme apresentado na Tabela 4. Desse modo, foram encontrados 21 géneros e 43
espécies.

De todos os fungos endofiticos obtidos nas trés espécies vegetais, 0s representantes de
Glomerellales apresentaram o maior nimero de isolados (44,56%), seguidos de Amphisphaeriales
(19,79%), Diaporthales (13,14%), Botryosphaeriales (10,12%) e Xylariales (9,06%). O género
Colletotrichum foi 0 mais representado (44,56%), seguido por Diaporthe (13,14%) Neopestalotiopsis
(12,08%), Pseudopestalotiopsis (7,55%), Lasiodiplodia (6,34%), Xylaria (5,14%), Phyllosticta
(3,47%) e Daldinia (2,72%). Em relacéo a frequéncia relativa das espécies, C. siamense (15,86%) foi
a mais frequente, seguida de C. theobromicola (12,39%), Neopestalotiopsis sp. 2 (9,82%),
Pseudopestalotiopsis sp. 3 (7,10%), L. theobromae (5,89%), Xylaria sp. 3 (4,83%), Phyllosticta sp.
(3,47%) e Daldinia sp. (2,72%).

Dentre as espécies endofiticas encontradas, 18 foram consideradas raras por apresentarem atée
dois isolados. As sequéncias de alguns isolados apresentaram baixa identidade quando comparadas
com outras sequéncias depositadas no GenBank, identificadas como PB239, PB217, PB107, JT27,
JT35,JT93 e PB233. A espécie Nigrospora lacticolonia, isolada de folhas de G. macrophylla (LR11),
é descrita pela primeira vez para os Neotropicos.

Algumas espécies endofiticas observadas nas plantas nativas, tais como C. siamense, C.
theobromicola, C. tropicale, C. fructicola, Corynespora cassiicola e L. theobromae, ja foram

relatadas como patdgenas do cacaueiro.



Tabela 4- Fungos endofiticos obtidos de folhas de Cariniana legalis (JT), Guarea macrophylla (LR) e Paubrasilia echinata (PB), com respectivo nimero

de isolados, frequéncia relativa (Fr), ordens, nimero de acesso ao GenBank e percentual de identidade.
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Cadigo (isolados) Identificacdo final T N° |sE||gdos PB '\li(;:)cl);gloge Fr (%) Ordens Blast (N° de acesso ao GenBank) (IO/?)
Ascomycota
JT250 Apioclypea sp. 1 - - 1 0,15 Amphisphaeriales KU747826, Apioclypea sp. 100
PB90 Annulohypoxylon stygium - - 1 1 0,15 Xylariales MH370739, Annulohypoxylon stygium 100
JT58 Asperaqillus sp. 1 - - 1 0,15 Eurotiales MH876775, Aspergillus chevalieri ** 99.1
PB61 Calonectria sp. - - 1 1 0,15 Hypocreales JN417233, Calonectria sulawesiensis 99.5
PB239 Chaetomium sp. - - 1 1 0,15 Sordariales MH873359, Chaetomium gangligerum ** 91
JT213, LR93 Colletotrichum karstii 13 10 - 23 3,47 Glomerellales MG602035, Colletotrichum karstii A 100
PB22 Colletotrichum tropicale - - 1 1 0,15 Glomerellales MK796223, Colletotrichum tropicale A 96.9
JT148, LR23, PB69  Colletotrichum theobromicola 47 16 19 82 12,39 Glomerellales MK796226, Colletotrichum theobromicola A 98.1
JT3, LR95 Colletotrichum fructicola 75 3 - 78 11,78 Glomerellales MN982433, Colletotrichum fructicola A 100
JT114, PB20, LR17 Colletotrichum siamense 15 38 52 105 15,86 Glomerellales KT777678, Colletotrichum siamense A 97.2
LR138, PB115 Colletotrichum sp. - 1 5 6 0,91 Glomerellales MK344237, Colletotrichum brevisporum A 98.8
LR55, PB229 Corynespora cassiicola - 1 3 4 0,60 Pleosporales MNB809263, Corynespora cassiicola 100
JTliGélLSF\;MZ‘ Daldinia sp. 10 1 7 18 2,72 Xylariales KU204514, Daldinia eschscholtzii 99
PB217 Diaporthe sp. 1 - - 2 0,30 Diaporthales KP189344, Diaporthe sp. * 97.7
PB107 Diaporthe sp. 2 - - 2 0,30 Diaporthales KF778872, Diaporthe macadamie * 94.1
JT27, LR125 Diaporthe sp. 3 3 16 - 19 2,87 Diaporthales MT409301, Diaporthe passiflorae * 98.3
LR217 Diaporthe pseudomangiferae - 2 - 2 0,30 Diaporthales KC344149, Diaporthe pseudomangiferae * 100
PB88 Diaporthe incospicua - - 7 7 1,06 Diaporthales MH122535, Diaporthe incospicua * 100
LR141 Diaporthe mayteni - 6 - 6 0,91 Diaporthales KP189348, Diaporthe mayteni * 97.7
JT60 Diaporthe pseudophoenicicola 4 - - 4 0,60 Diaporthales MN424531, Diaporthe pseudophoenicicola * 98.0
LR134 Diaporthe yunnanensis - 40 - 40 6,04 Diaporthales MW514137, Diaporthe yunnanensis * 97.3
LR144 Diaporthe tectonae - 5 - 5 0,76 Diaporthales MTO077087, Diaporthe tectonae * 98.3
LR172 Endomelanconiopsis sp. - 2 - 2 0,30 Botryosphaeriales MK33652, Endomelanconiopsis endophytica 99.8
PB236 Fusarium sp. - - 3 3 0,45 Hypocreales FJ890384, Fusarium polyphialidicum ** 99.6
JT188 Hypoxylon sp. 1 3 - - 3 0,45 Xylariales JQ862607, Hypoxylon sp. ** 98.3
JT6, PB195 Hypoxylon sp. 2 1 - 2 3 0,45 Xylariales MF663790, Hypoxylon anthochroum 99.7
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JT208 Hypoxylon sp. 3 1 - - 1 0,15 Xylariales JX183075, Hypoxylon pulicicidum 98.3
PB120 Lasiodiplodia sp. - - 3 3 0,45 Botryosphaeriales KP872320, Lasiodiplodia margaritacea 98.1

JT52, LR44, PB5 Lasiodiplodia theobromae 2 21 16 39 5,89 Botryosphaeriales MT372632, Lasiodiplodia theobromae 100
JT35 Lasiosphaeria sp. 5 - - 5 0,76 Sordariales AY436415, Lasiosphaeria sorbina ** 85.8

JT62 Neopestalotiopsis sp. 1 15 - - 15 2,27 Amphisphaeriales LC521879, Neopestalotiopsis formicarum * 99.5
JT100, PB7, LR167 Neopestalotiopsis sp. 2 16 4 45 65 9,82 Amphisphaeriales MT706634, Neopestalotiopsis saprophytica * 99.7
LR11 Nigrospora lacticolonia - 2 - 2 0,30 Trichosphaeriales MK408564, Nigrospora lacticolonia * 99.7
PB126 Nigrospora sp. - - 3 3 0,45 Trichosphaeriales JX966550, Nigrospora oryzae 99.5
JT37, LR10, PB98 Phyllosticta sp. 9 11 3 23 3,47 Botryosphaeriales MT649668, Phyllosticta capitalensis 99.8
JT29 Pseudopestalotiopsis sp. 1 1 - - 1 0,15 Amphisphaeriales  MK74309, Pseudopestalotiopsis avicenniae **  99.8
PB44 Pseudopestalotiopsis sp. 2 - - 2 2 0,30 Amphisphaeriales MK764356, Pseudopestalotiopsis curvatispora*  99.5
JT126, LR29, PB49 Pseudopestalotiopsis sp. 3 5 9 33 47 7,10 Amphisphaeriales KM510412, Pseudopestalotiopsis theae 97.3
JT93 Stolonocarpus sp. 1 - - 1 0,15 Sordariales MH874464, Stolonocarpus gigasporus ** 95
PB87 Xylaria sp. 1 - - 1 1 0,15 Xylariales MN744731, Xylaria longipes 99.5
PB79 Xylaria sp. 2 - - 1 1 0,15 Xylariales GU300098, Xylaria multiplex 96.8
JT139, LR186, PB99 Xylaria sp. 3 6 6 20 32 4,83 Xylariales FJ799949, Xylaria sp. 99.5

Basidiomycota
PB233 Urocystis sp. - - 1 1 0,15 Urocystidales DQ838576, Urocystis colchici ** 93
Total 234 194 234 662 100

Os simbolos (*) e (**) correspondem as sequéncias de B-tubulina (TUB2) e larga subunidade ribossomal (LSU), respectivamente, enquanto o simbolo (A) corresponde a sequéncias

do gene GAPDH.

Fonte: Deyse Viana (2021).
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4.2 COMPOSICAO DA COMUNIDADE DOS FUNGOS ENDOFITICOS PRESENTES
NAS ESPECIES VEGETAIS

A fim de apresentar a composi¢éo e distribuicdo da comunidade de fungos endofiticos
presentes nas espécies vegetais estudadas, foi elaborado um gréfico a partir das 11 ordens
obtidas (Gréfico 1). Assim, foram verificadas diferencas quanto a distribuicdo dessas ordens.
Em P. echinata foram relatadas 10 ordens, enquanto C. legalis e G. macrophylla apresentaram
sete ordens cada. Em relacdo a frequéncia, Glomerellales foi a ordem mais frequentemente
encontrada nas trés espécies vegetais, contudo foi mais abundante em C. legalis. Em seguida,
aparecem Amphisphaeriales, Diaporthales, Botryosphaeriales e Xylariales. As ordens,
Sordariales (C. legalis e P. echinata), Pleosporales e Trichosphaeriales (G. macrophylla e P.
echinata) foram comuns a duas espécies vegetais. Outras ordens foram relatadas
especificamente em uma Unica espécie vegetal, é o caso de Hypocreales e Urocystidales (P.
echinata) e Eurotiales (C. legalis).

Gréfico 1- Distribuicdo dos fungos endofiticos nos trés hospedeiros estudados (Cariniana legalis, Guarea
macrophylla e Paubrasilia echinata).
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Fonte: Deyse Viana (2021).
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Em relagdo aos géneros, Colletotrichum foi predominante nos hospedeiros estudados,
Diaporthe destacou-se em G. macrophylla, enquanto que Neopestalotiopsis,
Pseudopestalotiopsis e Xylaria prevaleceram em P. echinata. Colletotrichum fructicola foi
dominante em folhas de C. legalis, seguido de C. theobromicola, enquanto D. yunnanensis e C.
siamense foram frequentes em G. macrophylla. Colletotrichum siamense também se destacou
em P. echinata, juntamente com Neopestalotiopsis sp. 2 e Pseudopestalotiopsis sp. 3. Os
géneros Apioclypea, Annulohypoxylon, Aspergillus, Calonectria, Chaetomium,
Endomelanconiopsis, Fusarium, Lasiosphaeria, Stolonocarpus e Urocystis ocorreram em
uma Unica espécie vegetal. Salienta-se que a maioria desses géneros apresentou poucos
isolados.

A partir de analise dos diagramas de Venn (Figura 1), foi possivel compreender a
distribuicdo dos endoéfitos fangicos nos trés hospedeiros estudados, dessa forma C. siamense,
C. theobromicola, Daldinia sp., L. theobromae, Phyllosticta sp., Pseudopestalotiopsis sp. 3,
Neopestalotiopsis sp. 2 e Xylaria sp. 3 correspondem a espécies comuns em folhas de C. legalis,
G. macrophylla e P. echinata. Guarea macrophylla compartilhou C. fructicola, Diaporthe sp.
3 e C. karstii com C. legalis e Corynespora cassiicola e Colletotrichum sp. com P. echinata.
No entanto, C. legalis e P. echinata compartilharam apenas Hypoxylon sp. 2. De acordo com a
analise dos diagramas de Venn, muitos tdxons endofiticos ndo foram compartilhados entre os

hospedeiros.

Figura 1 - Diagrama de Venn indicando o nimero de espécies comuns entre Cariniana legalis, Guarea
macrophylla e Paubrasilia echinata.

Cariniana legalis Paubrasilia echinata

Guarea macrophylla

Fonte: Deyse Viana (2021).
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4.3 ANALISE DO INDICE DE SIMILARIDADE DE SORENSEN

A similaridade da comunidade de enddfitos fungicos entre os hospedeiros correspondeu
a 25%. Foi elaborado um dendrograma (Figura 2) para demonstrar a similaridade das
comunidades dos fungos endofiticos entre as espécies vegetais. Desse modo, as comunidades
foram mais similares entre G. macrophylla e C. legalis, em comparagdo com P. echinata.

Figura 2- Similaridade de fungos endofiticos isolados de folhas de Paubrasilia echinata (PB), Guarea

macrophylla (LR) e Cariniana legalis (JT).
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Fonte: Deyse Viana (2021).

4.4 ANALISE FILOGENETICA DOS FUNGOS ENDOFITICOS

Para confirmacgdo dos resultados obtidos na anélise de BLASTN, foi construida uma
arvore filogenética a partir de sequéncias ITS do rDNA, usando Inferéncia Bayesiana (BI). Os
isolados fungicos agruparam-se em nove ordens (Pleosporales, Eurotiales, Botryosphaeriales,
Diaporthales, Hypocreales, Glomerellales, Trichosphaeriales, Amphisphaeriales e Xylariales)
pertencentes ao filo Ascomycota, e uma Unica ordem (Urocystidales) do filo Basidiomycota
(Figura 3), entretanto, ndo foi possivel identificar a ordem Sordariales por meio da regido ITS
do rDNA.

Dentre as ordens presentes no filo Ascomycota, Pleosporales e Eurotiales foram
representadas cada uma por um género: Corynespora e Aspergillus, respectivamente.
Corynespora teve quatro isolados e Aspergillus um. Diaporthales, Glomerellales e

Trichosphaeriales também apresentaram um Unico género, cada uma: Diaporthe,
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Colletotrichum e Nigrospora, respectivamente. Colletotrichum foi o género com maior nimero
de isolados (295), Diaporthe apresentou 87 isolados e Nigrospora apenas cinco.

A maioria dos isolados de Botryosphaeriales agruparam-se no género Lasiodiplodia,
correspondendo a 42 isolados. Os géneros Phyllosticta e Endomelanconiopsis apresentaram 23
isolados e dois isolados, respectivamente. Foram observados poucos isolados pertencentes a
Hypocreales, distribuidos entre Fusarium (3 isolados) e Calonectria (1 isolado). Na ordem
Amphisphaeriales foram observados 130 isolados pertencentes aos géneros Neopestalotiopsis
(80) e Pseudopestalotiopsis (50).

Foram encontrados 60 isolados de Xylariales, distribuidos entre Xylaria (34), Daldinia
(18), Hypoxylon (7) e Annulohypoxylon (1). Os isolados de Hypoxylon foram distribuidos em
dois clados, identificados como H6 e H7.

O filo Basidiomycota foi representado pela ordem Urocystidales com apenas um isolado
(PB 233). Este isolado apresentou identidade da sequéncia no BLASTn mais aproximada a
Urocystis piptatheri PUP Bot. 202 (grupo externo).

Né&o foi possivel agrupar os isolados JT 35, PB 239, JT 93 e JT 250 em nenhum género
e em nenhuma ordem, usando a regido ITS do rDNA, permanecendo 0s mesmos como Incertae

sedis. No entanto, o isolado JT 250 na analise BLASTn correspondeu a Amphisphaeriales.
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Figura 3- Arvore filogenética construida usando a regido I1TS do rDNA, mostrando o posicionamento dos isolados

fangicos obtidos em folhas de Cariniana legalis, Guarea macrophylla e Paubrasilia echinata. Urocystis

piptatheri (PUP Bot. 202) e PB 233 (neste estudo) foram utilizados como grupo externo (Basidiomycota).
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Fonte: Deyse Viana (2021).

Também foi construida uma arvore de Inferéncia Bayesiana (Bl), obtida a partir de
sequéncias do gene B-tubulina de isolados de Diaporthe presentes nas trés espécies vegetais
(Figura 4). Nao foi possivel identificar os isolados PB 107 e LR 125, no qual apresentaram
percentual de identidade referente a 94.1% e 98.3%, respectivamente. No entanto, as sequéncias
dos isolados JT 60, LR 217, PB 88, LR 141 e LR 134 apresentaram altos valores de suporte
com D. pseudophoenicicola, D. pseudomangiferae, D. inconspicua, D. mayteni e D.
yunnanensis, respectivamente. Além disso, o0 isolado LR 144 agrupou-se com D. tectonae,
contudo néo foi possivel a identificagdo com seguranca do isolado PB 217, que foi definido
como Diaporthe sp.

Do mesmo modo, foi construida uma arvore usando analise Bayesiana (BI) a partir de
sequéncias do gene GAPDH de isolados de Colletotrichum (Figura 5). As sequéncias dos
isolados obtidos incluiram-se em trés complexos do género, o isolado JT 213 correspondeu a
C. karstii agrupando-se ao complexo C. boninense. Além disso, os isolados JT 148, PB 20, JT
3 e PB 22 foram confirmados como pertencentes a C. theobromicola, C. siamense, C. fructicola
e C. tropicale, respectivamente, os quais se agruparam ao complexo C. gloeosporioides. Ainda,

0 isolado PB 115 permaneceu como Colletotrichum sp. agrupado ao complexo C. magnum.
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Figura 4- Arvore filogenética de Diaporthe construida usando o gene B-tubulina, mostrando o posicionamento dos
isolados flingicos obtidos em folhas de Cariniana legalis (JT), Guarea macrophylla (LR) e Paubrasilia echinata
(PB). Diaporthella corylina (CBS 121124) foi usada como grupo externo. Os valores de suporte foram obtidos a

partir da analise Bayesiana.

Diaporthella corylina KC343972/CBS 121124

Isolado JT 60

Diaporthe pseudophoenicicola MN424532/HNWC02
Diaporthe pseudophoenicicola MN424531/HNWCO1
Diaporthe pseudophoenicicola KC344152/CBS 462.69
Diaporthe limonicola MF418582/CPC 28200
Diaporthe melitensis MF418584/CPC 27873
Diaporthe sp. MH220834/FPYF3055

Diaporthe pseudomangiferae KC344149/CBS 101339
Isolado LR 217

Diaporthe cinerascens KC344018/CBS 71996

Diaporthe doryenii KY964099/MFLUCC 71015
Diaporthe chamaeropis KC344016/CBS 45481

Diaporthe foeniculacea KC344069/CBS 111553
Diaporthe baccae MF418509/CBS 136972

Diaporthe ravennica KX432254/MFLUCC 150479
Diaporthe macadamiae MN696539/BRIP 66526
Diaporthe velutina KX999223/LC 4421

Diaporthe anacardii KC343992/CBS 72097

Isolado PE 107

Diaporthe inconspicua KC344091/CBS 133813
Diaporthe inconspicua MG710395/URM 7776
Isolado PB 88

0.77; Diaporthe oxe KC344132/CBS 133186

Diaporthe paranensis KC344139/CBS 133184

Diaporthe raonikayaporum KC344156/CBS 133182
Diaporthe mayteni KC344107/CBS 133185

1 00[ Isolado LR 141
Diaporthe mayteni KP189348/UFMGC B4807
1.00— Diaporthe passifioricola KX228387/CPC 27480
Diaporthe passiflorae MT409301/ZHKUCC20-0023
1.00} Diaporthe ueckerae K1610881/FAU656
Diaporthe miriciae K1197263/BRIP 55662¢c
Isolado LR 125
Diaporthe ambigua KC343978/CBS 114015
Diaporthe gouiteri K1197270/BRIP 55657
Diaporthe longispora KC344103/CBS 194.36
Diaporthe sclerotioides KC344161/CBS 296.67
Diaporthe biguttulata K1490403/Z1UD47
Diaporthe yunnanensis KX999228/LC 6168
Isolado LR 134
Diaporthe sp. KP189344/MCF-2015

Isolado PB 217

Diaporthe hubeiensis MK500147/128320123
Diaporthe tufliensis MW514145/F131-3
Diaporthe tectonae KU743977/MFLUCC 12-0777
Isolado LR 144

0.88

0.72

0.04

Fonte: Deyse Viana (2021).
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Figura 5- Arvore filogenética de Colletotrichum construida usando o gene GAPDH, mostrando o posicionamento
dos isolados fungicos obtidos em folhas de Cariniana legalis (JT), Guarea macrophylla (LR) e Paubrasilia
echinata (PB). Monilochaetes infuscans (CBS 869.96) foi usada como grupo externo. Os valores de suporte foram
obtidos a partir da analise Bayesiana.

L i infuscans JX546612/CBS 869.96
Coltetotrichum camelliae-japonicae KX893583/LC 6415
Colletotrichum phyllanthi 1Q005308/CBS 175.67
1.0 Colfetotrichum annelfatum JQ005309/CBS 129826
Colletotrichum petchii 1Q005310/CBS 378.94
Colletotrichum feijoicola MK876475/CBS 144633

Complexo C. boninense

Isolado JT 213
Colletotrichum karstii MH817040
Colletotrichum karstii MH152586/NTZ8
Colletotrichum karstii HM585391/CORCG6
Isolado PB 115

’7 Colletotrichum brevisporum MG600822/CBS 129957
1.0 0, Colletotrichum brevisporum MG600824/MAFF 305751
Colletotrichum brevisporum IJN050228/LC 0870
Colletotrichum brevisporum MG600823/CBS 129958 Complexo C. magnum
Colletotrichum merremiae MG600825/CBS 124955
Colletotrichum panamense MG6008261/CBS 125386
Colletotrichum okinawense MW 300418
Colletotrichum lobatum MG600828/IMI 79736
Colletotrichum magnum MG600829/CBS 519.97
Colletotrichum xanthorrhoeae GU174563/ICMP 17903

Colletotrichum grevilleae KC297010/CBS132879
Colletotrichum grossum KP890159/CAUG7
Colletotrichum pseudotheobromicola MH853675/MFLUCC 181602

Colletotrichum theobromicola 1X010006/CBS 124945

Colfetotrichum theobromicola 1X009948/ICMP 17958
Colletotrichum aotearoa JX010005/ICMP 18537
Colletotrichum salsolae JX009916/ICMP 19051
Colletotrichum queenslandicum 1X009934/1CMP 1778
Colletotrichum aeschynomenes 1X009930/ICMP 17673
Isolado PB 20
1o Colletotrichumn siamense KT777678/ KY8
Colletotrichum siamense MT430821/KF15 o " C. a torde
Colletotrichurn siamense MF040789/TD3
Isolado JT 3

Colletotrichum fructicola MT299337/COUFAL 0279
Colletotrichum fructicola JX009923/CBS 23849
Colfetotrichum fructicola KY488563/CMM 3365
Colletotrichum nupharicola 1X009972/ICMP 18187
Colletotrichum musae 1X010050/CBS 116870
Colfetotrichum makassarense MH728821/CBS 143664

Isolado PB 22

Colletotrichum tropicale 1X010007/CBS 124949

Colletotrichum tropicale MH151149/COUFAL 0197
Colletotrichum tropicale MH728821/COUFAL 0282
Colletotrichum tropicale 1X010014/CBS 124943

081

0.07

Fonte: Deyse Viana (2021).



38

5 DISCUSSAO

Plantas nativas de Mata Atlantica presentes em sistema agroflorestal cabruca foram
analisadas para verificacdo da comunidade de fungos endofiticos foliares, e assim obtidos 662
isolados atribuidos a 21 géneros e 43 espécies, a maioria representados pelo filo Ascomycota.
Possiveis novas espécies foram identificadas pertencentes aos géneros Chaetomium, Diaporthe,
Lasiosphaeria, Stolonocarpus e Urocystis. No entanto, sdo poucos os estudos que investigam a
composicdo da comunidade de fungos endofiticos em agroflorestas ho mundo (SAUCEDO-
GARCIA etal., 2014; CHAUHAN et al., 2019; WEMHEUER et al., 2020).

Embora a comunidade de fungos endofiticos nas espécies vegetais estudadas
compartilhem das mesmas condi¢gdes ambientais, e 0s hospedeiros estudados ndo pertencem a
mesma familia botanica. Assim, a especificidade do hospedeiro, a disponibilidade de nutrientes
e a relagdo com outros micro-organismos (WEARN et al., 2012; DASTOGEER et al., 2020)
poderiam explicar a possivel dissimilaridade entre a composi¢do da comunidade dos endofitos
nas plantas presentes no sistema cabruca. O estudo de Sun et al. (2012), a partir do isolamento
de endofitos fingicos em trés espécies de plantas, demonstraram que o hospedeiro e o tecido
do vegetal influenciaram na composi¢do da comunidade de fungos. De acordo com Liu et al.
(2019), a identidade do hospedeiro pode ser determinante para compreender a estrutura da
comunidade desses enddfitos.

Cariniana legalis, G. macrophylla e P. echinata abrigam uma comunidade de fungos
endofiticos expressiva na qual tdxons foram exclusivos de um tnico hospedeiro. De acordo com
Baldrian (2017) as espécies arboreas tém uma grande influéncia na composigdo das
comunidades fungicas e muitos grupos de fungos estdo particularmente relacionados a certas
espécies de arvores. Neste estudo, N. lacticolonia foi encontrada em folhas de G. macrophylla
constituindo o primeiro registro da espécie como end6fito em um novo hospedeiro botéanico e
sua primeira ocorréncia registrada nos Neotropicos. Além disso, € o primeiro estudo de fungos
endofiticos isolados a partir de folhas de G. macrophylla. A analise filogenética demonstrou
gue a comunidade de fungos endofiticos presentes em arvores de sombra no sistema cabruca é
composta principalmente por isolados do filo Ascomycota, no qual as ordens Glomerellales
Amphisphaeriales e Diaporthales foram dominantes.

A predominancia do filo Ascomycota observada neste estudo também foi registrada por
Wembheuer et al. (2020) em folhas de T. cacao em agroflorestas na regido central de Camardes
e tem sido constatada na maioria dos estudos sobre a micobiota endofita de florestas tropicais
(MAULANA et al., 2018; PADUA et al., 2019). Glomerellales, bem representada nos trés
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hospedeiros estudados é igualmente relatada em estudos sobre fungos endéfitos (TAN et al.,
2012; PADUA et al., 2019; CHEN et al., 2020; SILVA et al., 2020). Alguns géneros
encontrados neste estudo foram especificos de uma Unica espécie vegetal e sobre isto, Terhonen
et al. (2019) afirmam que varios fungos endofitos apresentam um certo nivel de especificidade
ao hospedeiro. Em regides de agroflorestas produtoras de cacau, Eurotiales, Hypocreales e
Botryosphaeriales sdo grupos dominantes em folhas do cacaueiro, embora sua populacao varie
entre os locais estudados. A partir de analises funcionais acredita-se que alguns fungos
endofiticos possam prevalecer em agroflorestas, mas as diferentes praticas de manejo e as
caracteristicas ambientais influenciam na composicao dessas comunidades (WEMHEUER et
al., 2020).

Géneros com muitos isolados e outros com poucos também foram relatados por Melo
(2019) em folhas de Guapira nitida e Nectranda sp. em area de Mata Atlantica. Plantas nativas
hospedam muitas espécies de Colletotrichum, essas espécies podem se adaptar as plantas de
interesse econdmico cultivadas em agroflorestas. Wemheuer et al. (2020) reportaram a
ocorréncia de C. hymenocallidis em folhas de T. cacao em sistemas agroflorestais, do mesmo
modo que Colletotrichum spp. foram também isoladas de folhas de Coffea arabica em
agroflorestas no México (SAUCEDO-GARCIA et al., 2014). Além disso, espécies de
Colletotrichum séo frequentemente relatadas como endofito em plantas de interesse econémico,
a exemplo do sorgo (SILVA, 2016), soja (LEITE et al., 2013), café (SANTAMARIA;
BAYMAN, 2005) e laranja (ARAUJO et al., 2001). Lima e Cavalcanti (2014) descreveram
isolados de Colletotrichum como endofitos em folhas de P. echinata. Em Carapichea
ipecacuanha, em um fragmento de Mata Atlantica, 61% dos isolados endofiticos obtidos foram
de Colletotrichum (FERREIRA et al., 2020). Inumeras espécies de Colletotrichum séo
patogénicas a muitas plantas cultivadas (CARVALHO et al., 2016; CHAVES, 2018), inclusive
em cacaueiro (ROJAS et al., 2010; SERRATO-DIAZ et al., 2020). A necrose foliar de C. legalis
em area de Mata Atlantica é causada por uma espécie de Colletotrichum (SOUZA et al., 2018).
Acredita-se que espécies de Colletotrichum, assim como de outros fungos, possam se comportar
como endofitas ou como fitopatdgenas dependendo de fatores intrinsecos ou extrinsecos as
plantas (PHOTITA et al., 2004).

Diaporthe, Neopestalotiopsis, Pseudopestalotiopsis, Lasiodiplodia e Xylaria
representam outros grupos mais frequentemente isolados neste estudo, de comum ocorréncia
em plantas de regides tropicais e comumente isolados como fungos endofiticos (COSTA et al.,
2012; SINGH et al., 2017; COUTINHO et al., 2017; TIBPROMMA et al., 2018; GIOIA et al.,
2020; OLIVEIRA et al., 2021). A maioria dos isolados de Diaporthe encontrados neste trabalho
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ocorreram em folhas de G. macrophylla, sendo este género responsavel pelo maior nimero de
espécies obtidas no estudo. Diaporthe apresenta espécies de habito endofitico, saprébio e
patogénico em diversos hospedeiros (GOMES et al., 2013; LAWRENCE et al., 2015; GAO et
al., 2016; GUARNACCIA; CROUS, 2017; YANG et al., 2020). De acordo com Ferreira et al.
(2020), Diaporthe foi um dos grupos dominantes em tecidos saudaveis de C. ipecacuanha em
area de Mata Atlantica. Novas espécies de Diaporthe tém sido descritas como endéfitas em
florestas tropicais, a exemplo de D. myracrodruonis (SILVA et al., 2019a) no Brasil e
D. pandanicola na Tailandia (TIBPROMMA et al., 2018). Espécies deste género sédo
frequentemente relatadas causando doengas em plantas de interesse econémico (THOMPSON
et al., 2011; UDAYANGA et al., 2015; DIAZ et al., 2017). Recentemente, quatro novas
espécies patogénicas foram descritas em pomares de macadamia na Australia e na Africa do
Sul, encontradas causando podriddo de casca (WRONA et al., 2020).

Os enddfitos pertencentes a Lasiodiplodia e Colletotrichum, dentre outros fungos
endofiticos encontrados nas espécies arboreas deste estudo, sdo também encontrados como
patdgenos do cacaueiro (SERRATO-DIAZ et al., 2020). Em areas de agroflorestas, os endofitos
fangicos L. brasiliensis e C. hymenocallidis foram isolados a partir de folhas do cacaueiro, no
entanto, estes mesmos fungos sdo patdgenos latentes, visto que folhas de T. cacao nao
apresentavam nenhum sintoma de doenca (WEMHEUER et al., 2020). Segundo Terhonen et
al. (2019), a diversidade de endofitos no ecossistema florestal pode desempenhar um papel
extremamente importante que confere mais do que apenas beneficios para o individuo, como
melhora a adaptabilidade do ecossistema da floresta. Baldrian (2017) afirma que a identidade
das espécies arboreas influencia grande parte do microbioma encontrado na floresta o qual afeta
a composicdo da comunidade de bactérias e fungos, bem como o desempenho microbiano no
solo e serrapilheira.

E importante conhecer a comunidade de fungos endofiticos em arvores que estio
vivendo no mesmo ambiente que o cultivo do cacau, principalmente devido a estudos terem
demostrado a importancia dos micro-organismos em diferentes sistemas agroflorestais.
Analises metagendmicas em agroflorestas demonstram que a abundéncia microbiana do solo
no consorcio de Canna sp. e seringueira (Hevea brasiliensis) € maior que no solo onde nédo
existe Canna sp. (EFFENDI et al., 2020). Além disso, em solo cultivado com café (C. arabica)
asombra de arvores frutiferas e de espécies florestais ocorreu grande adi¢cdo de matéria organica
ao solo, contribuindo para manter o alto teor de carbono e fertilidade, bem como a atividade
microbiana do solo (NOTARO etal., 2014). O consércio cafeeiro-araucaria proporcionou maior

acumulo de matéria organica no solo, bem como maior formacao de micorrizas em plantacdes
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de café (MELLONI et al., 2018). Relacionado as bactérias, bananeiras (Musa spp.) cultivadas
sob condi¢cdes agroflorestais apresentaram aumento de bactérias endofiticas como
Pseudomonas e Stenotrophomonas, potencialmente benéficas para as plantas por atuarem na
promocao do crescimento, bem como na protecdo contra possiveis estresses. Em contraste com
bananeiras cultivadas fora de um sistema agroflorestal observou-se um aumento significativo
de Erwinia spp., um patogeno vegetal de Musa spp. nas areas sem a presenca do sombreamento
(Koberl et al., 2015).

Partindo do principio de que os vegetais estudados estdo relacionados com o cacaueiro,
no presente estudo foram isoladas algumas espécies de fungos endofiticos que ja foram
previamente relatadas no uso de biocontrole de pragas nessa cultura. Segundo MEJIA et al.
(2008), a partir de folhas saudaveis do cacaueiro, o endofito C. gloeosporioides apresentou uma
diminuicdo significativa de frutos com sintomas da podriddo negra causada pelo patdgeno
Phytophthora palmivora. Cepas de L. theobromae, também isoladas de tecidos saudaveis de T.
cacao, foram relatadas inibindo o crescimento de Moniliophthora spp., atuando como
micoparasita (VILLAVICENCIO-VASQUEZ et al., 2018). Da mesma forma, Arnold et al.
(2003), a partir de uma combinacdo de espécies endofiticas obteve a diminuicdo da necrose e
mortalidade de folhas causada por Phytophthora sp. em mudas de T. cacao. Todavia, 0 uso
desses endofitos para o biocontrole requer mais estudos, visto que sdo comumente relatados
como fitopatdgenos (MEJIA et al., 2008). Outros autores reportam o potencial biocontrolador
de fungos endofiticos contra patdgenos ao cacaueiro (RUBINI et al., 2005; MAKI, 2006;
HOYOS, 2008; HANADA et al., 2010; VILLAMIZAR-GALLARDO et al., 2017; ASMAN et
al., 2018). Sob o aspecto molecular, Mejia et al. (2014), a partir da inoculacdo de folhas de T.
cacao com o enddfito C. tropicale, ampliou a expressdo de genes do hospedeiro, responsaveis
pela resisténcia das plantas contra o ataque de patdgenos.

Estudos futuros deverdo elucidar os fatores que influenciam a estrutura da comunidade
de fungos endofiticos, bem como sua utilizacdo para o biocontrole de pragas e doencas.
Ressalta-se a importancia do sistema agroflorestal cabruca para a conservagdo dos
remanescentes florestais de Mata Atlantica, e a necessidade de estudos sobre as comunidades
microbianas de arvores florestais associadas a endosfera. A pesquisa bibliografica realizada
neste trabalho revelou uma caréncia de estudos especificos sobre fungos endofiticos em

sistemas agroflorestais.


http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0120-548X2018000300235#B29
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0120-548X2018000300235#B29
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6 CONCLUSOES

O estudo mostrou a existéncia de espécies de fungos endofitos que sdo generalistas e
outras que sdo especificas quanto aos hospedeiros. Revelou também a ocorréncia de fungos
fitopatogénicos vivendo como endofitos avirulentos em &rvores de sombra do cacaueiro. Essas
espécies podem ser utilizadas futuramente como agentes de biocontrole e promogdo de
crescimento. A pesquisa contribuiu para ampliar o conhecimento da distribuicdo geogréafica de
N. lacticolonia e para mostrar um padréo populacional de fungos endéfitos na Mata Atlantica

além de gerar subsidios para futuros estudos.
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