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RESUMO

SILVA, Leila Nascimento Pereira da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho
de 2026. Endéfitos radiculares pigmentados associados ao cafeeiro (Coffea
arabica) na Zona da Mata Mineira. Orientador: Olinto Liparini Pereira.

O café € uma cultura de grande importancia econémica para o Brasil, que é um
grande produtor e maior exportador mundial dessa commoditie. Estratégias voltadas
para melhorias no sistema de producdo dessa cultura sdao sempre buscadas.
Microrganismos benéficos, podem ser aplicados nos sistemas produtivos desta
cultura devido aos beneficios que trazem para o hospedeiro, a exemplo de fungos
endofiticos que podem auxiliar a planta a superar estresses bibticos e abibticos. O
primeiro passo para pesquisas que visam a aplicacdo desses fungos benéficos é
acessar essa comunidade e identifica-la. Dentre a comunidade dos fungos
endofiticos associados a culturas de interesse econOmico estdo os endofitos
radiculares pigmentados, nunca estudados no cafeeiro. Assim, o objetivo desse
trabalho foi acessar e identificar a comunidade de endéfitos radiculares pigmentados
associados as raizes do cafeeiro em uma regiao de Mata Atlantica da Zona da Mata
mineira. Raizes de plantas jovens de café foram coletadas e submetidas a técnica
de isolamento de cultivo de diluicdo até a extincdo. As placas foram incubadas por
30 dias a 25 °C no escuro com a repicagem diaria dos isolados. Foram obtidos 59
isolados, dos quais 26 foram selecionados como endéfitos radiculares pigmentados,
através da aparéncia da colénia e observacdo de estruturas ao microscopio.
Posteriormente, 6 isolados foram selecionados para serem estudados nesta
dissertacao, sendo propostas as duas novas espécies Polyschema endophytica e
Menisporopsis sp. Os outros isolados foram PEC 11, PEC 15, PEC 19.1 e PEC 24 4.
As duas novas espécies apresentadas nesse trabalho perfazem os primeiros relatos
de enddfitos em seus respectivos géneros, além de serem os primeiros relatos de
endofitos radiculares pigmentados encontradas na cultura do café. Este trabalho
demonstra o vasto campo de pesquisa sobre a microbiota associada as raizes das
plantas de café, abrindo margem para a descoberta de novas espécies com
potencial para se tornarem bioinsumos.

Palavras-chave: café ; Menisporopsis ; Polyschema ; Taxonomia



ABSTRACT

SILVA, Leila Nascimento Pereira da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June,
2026. Dark septate endophytes associated with coffee plants (Coffea arabica)
in the Zona da Mata region of Minas Gerais. Adviser: Olinto Liparini Pereira.

Coffee is a crop of great economic importance to Brazil, which is a major producer
and the world's largest exporter of this commodity. Strategies to improve the
production system for this crop are continually sought. Beneficial microorganisms can
be applied to this crop's production systems because they benefit the host, such as
endophytic fungi that can help the plant overcome biotic and abiotic stresses. The
first step in research aimed at applying these beneficial fungi is to access and identify
this community. Among the community of endophytic fungi associated with
economically important crops are Dark Septate Endophytes (DSE), which have not
been studied in coffee plants. Thus, the objective of this work was to identify and
assess the community of DSE fungi associated with coffee roots in the Atlantic Forest
region of the Zona da Mata in Minas Gerais. Roots of young coffee plants were
collected and subjected to the dilution culture isolation technique until extinction. The
plates were incubated for 30 days at 25°C in the dark with daily subculturing of the
isolates. Fifty-nine isolates were obtained, of which 26 were selected as DSE based
on colony appearance and microscopic observation of structures. Subsequently, 6
isolates were selected for study in this dissertation, describing the two new species
Polyschema endophytica and Menisporopsis sp. The other isolates were PEC 11,
PEC 15, PEC 19.1, and PEC 24.4. The two new species presented in this work
represent the first reports of endophytes in their respective genera and the first
reports of DSE in coffee cultivation. This work demonstrates the vast field of research
on the microbiota associated with coffee plant roots, paving the way for the discovery
of new species with potential as bioinputs.

Keywords: coffee ; Menisporopsis ; Polyschema ; Taxonomy
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1 INTRODUCAO

As plantas possuem microrganismos associados que podem desempenhar diferentes
papéis, como ser patogénicos, promover a protecao da planta contra pragas e doengas e ainda
serem promotores de crescimento vegetal (Mendes et al., 2013). Esses microrganismos podem
influenciar as plantas atuando tanto na rizosfera, na superficie da planta, quanto de forma
endofitica (Gomes et al., 2024). Microrganismos endofiticos sdo capazes de colonizar o tecido
vegetal e ndo causar sintomas aparentes de doenca (Wilson, 1995), sendo importantes na
modulagdo das comunidades biologicas associadas as plantas, como a comunidade dos demais
microrganismos, nematoides e artropodes (Mantzoukas e Eliopoulos, 2020). Dentre os fungos
endofiticos ha o grande grupo de endoéfitos radiculares pigmentados (ERP), que ainda foram
pouco explorados ¢ podem representar um caminho promissor para o desenvolvimento de
produtos biotecnoldgicos (Oliveira e Pereira, 2025).

Endofitos radiculares pigmentados sdo um grupo de fungos pertencentes ao filo
Ascomycota que se desenvolvem no interior dos tecidos radiculares (Jumpponen e Trappe,
1998). Atualmente os fungos endofiticos se dividem em quatro classes, como foi proposto por
Rodriguez et al. (2009), e os endoéfitos radiculares pigmentados perfazem a classe 4 dessa
classificagdo, também conhecidos pelo termo em inglés dark septate endophytes (DSE). Esses
fungos, por definigdo, sdo restritos as raizes das plantas, caracterizados pela presenca de hifas
septadas de coloracdo escura, geralmente melanizadas, e pela producdo comum de
microesclerodios (Rodriguez, 2009). Eles apresentam capacidade de resistir a condigdes de
estresse, abiotico e bidtico e tém sido visados para estudos de aplicagdes ambientais e agricolas.

A comunidade de endofitos radiculares pigmentados ainda é pouco explorada, mas
apresenta enorme potencial para aplicagdo. Os estudos taxondmicos sdo importantes, tanto para
o conhecimento dessa comunidade inexplorada quanto para guiar estudos de aplicacdo em
campo, que ainda sdo escassos, mas t€ém aumentado e requerem identificagdo a nivel de espécie.

Os endofitos radiculares pigmentados ja foram estudados em diversas culturas como
tomate, pimentao, repolho, macatba, banana, plantas ornamentais, gramineas, dentre outras
(Liu et al., 2021; Zhu et al., 2022; Zou et al., 2023; Akhir et al., 2024; Crous et al., 2024,
Oliveira et al., 2024a; Santana et al., 2025, Sathiyadash et al., 2010; Deotare et al., 2019). No
entanto, nenhum estudo focado em endofitos radiculares pigmentados foi realizado no cafeeiro,

representando uma lacuna de pesquisa. O café ¢ uma cultura de grande importancia econdmica


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1749461325000478?casa_token=EbsBsXMMUnwAAAAA:n6iSrHKQG8FVxnP2_qb1l5GVI30u-9XFaQpSWrZ-oVfJgaTzAiBeHBx5ii6qRfmWf-EiDuZOFkoI#bib38
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para o Brasil, que ¢ considerado o maior produtor e exportador da cultura (FAO, 2021). A éarea
cultivada com caf¢ ¢ de 2 milhdes de hectares (CONAB, 2024), o que representa
aproximadamente 3% da 4rea agricola total do Brasil ocupada por uma tnica cultura.

Diversos trabalhos tém se dedicado a isolar e identificar endofitos radiculares
pigmentados associados a diferentes plantas, o que abre margem para estudos na cultura do
café. Acessar essa comunidade em culturas de grande relevancia agricola ¢ importante tanto
para descrevé-la quanto para o desenvolvimento de novos produtos biologicos a base de
endofitos radiculares pigmentados que ajudem a superar os desafios dos cultivos enfrentados
no campo (Oliveira e Pereira, 2025).

Neste trabalho, o objetivo foi acessar pela primeira vez a comunidade de endoéfitos
radiculares pigmentados das raizes do cafeeiro e descrever novos taxa associados. Esse grupo
fingico ainda foi pouco explorado, tanto em termos taxondmicos quanto em relacdo a sua
ecologia, havendo muitas lacunas para serem preenchidas, o que torna relevante a realizagao de
pesquisas voltadas para descrigdes taxondmicas, diversidade e compreensdo de suas

associacdes com as plantas de café.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do café

O café (Coffea spp.) ¢ uma cultura amplamente produzida no Brasil, que possui uma
area total aproximada de mais 2 milhdes de hectares ocupada (CONAB, 2024). O pais foi
classificado como o maior produtor e exportador de café. Em 2021, o Brasil produziu 2.993.780
toneladas do grao (FAO, 2021). Os principais estados produtores sao Minas Gerais e Espirito
Santo, que produzem acima de 10 milhdes de sacas por ano (CONAB, 2018).

O cafeeiro ¢ uma planta considerada perene e possui bienalidade, apresentando uma
sucessdo de fases vegetativas e reprodutivas em seu ciclo fenoldgico (Camargo e Camargo,
2001). Por isso, o manejo adequado da planta se torna ainda mais importante, considerando que
a mesma planta permanecera no campo por varios anos e que as condi¢des enfretadas em um
ano afetardo diretamente sua produtividade no ano seguinte.

As pesquisas voltadas para melhorar o desenvolvimento dessa planta, se tornam ainda
mais importantes com a grande demanda mundial pelo consumo de café (ICO, 2025) junto com
a demanda por produtos de qualidade, boa procedéncia e oriundos de produgdes
ambientalmente responsaveis (Ott et al., 1991; Willians e Hammit., 2002). Paralelo a isso, as
mudangas climdticas € o aumento das temperaturas globais tém gerado grande inseguranga a
producdo agricola de forma geral. Existem evidéncias demonstrando que o aumento das
temperaturas e a alteracdo dos padrdoes das chuvas ja afetam a produtividade, qualidade,
incidéncia de pragas e de doencas no café (Watts, 2016). Essa problemadtica, realca a
importancia do estudo de tecnologias mais sustentaveis para auxiliar as plantas a lidar com os

mais diversos desafios enfrentados em campo.

2.2 Estudo de fungos benéficos para aplicacdes biotecnologicas associados as plantas

Em ecossistemas naturais a grande maioria das plantas formam associa¢des simbioticas
mutualisticas com fungos micorrizicos e/ou fungos endofiticos (Petrini, 1986), sendo que os
endofitos radiculares pigmentados frequentemente coexistem com fungos micorrizicos
(Girlanda et al., 2002). Um estudo comparativo sobre a colonizacdo de fungos micorrizicos e
de endofitos radiculares pigmentados em diversos ecossistemas, sugere que os endofitos

radiculares pigmentados podem ser tdo abundantes quanto os fungos micorrizicos, do ponto de
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vista da propor¢do de plantas hospedeiras colonizadas em comunidades vegetais ou pela
extensdo da colonizagdo em sistemas radiculares amostrados (Mandyam e Jumpponen, 2005).

Esses microrganismos em associagdo podem trazer muitos beneficios para as plantas,
seja através de mecanismos para promocao do crescimento vegetal quanto para controle
bioldgico (Narkhede et al., 2026; Lacava et al., 2022). Como parte do processo de formagao
de mudas de cafeeiro, fungos micorrizicos, por exemplo, podem ser inoculados a fim de garantir
beneficios a planta, através de uma melhor adaptagao em campo, além de proporcionar maior
area de exploragao de agua e nutrientes das raizes no solo (Siqueira et al., 1995). A comunidade
fingica que interage com as raizes das plantas de café¢ ¢ muito diversa, incluindo os fungos
micorrizicos, endofiticos e toda a comunidade rizosférica (Gomes et al., 2024). Muitas
pesquisas também tém sido desenvolvidas com fungos endofiticos e tém evidenciado o
potencial de aplicacdo desse grupo fingico no cultivo de plantas, no entanto, seu uso no campo
ainda ¢ limitado a poucas espécies fungicas.

As espécies de fungos micorrizicos que se mostraram eficientes em promover o
crescimento de Coffea arabica sdo Gigaspora margarita e Glomus etunicatu (Filho e Nogueira,
2007). Diversos géneros de fungos endofiticos também sdo encontrados associados ao cafeeiro
no Brasil, dentre eles Trichoderma, Guignardia, Phomopsis, Aspergillus,
Fusarium, Glomerella, Cladosporium,  Colletotrichum, Schizophyllum, Mycosphaerella,
Cercospora e Ophiognomonia (Sette et al., 2006; Bongiorno et al., 2016). Muitos fungos desses
e outros géneros demonstram efeitos significativos no combate a pragas e doengas, resisténcia
a seca e metais pesados, além da promogao de crescimento vegetal (Brundrett, 2006).

Os microorganismos endofiticos, de forma geral, podem desencadear um feno6meno
conhecido como resisténcia sistémica induzida (RSI) (Vallad e Goodman, 2004), a resposta ¢
parecida com a reagdo imune da planta contra fitopatdogenos, mas evidéncias sugerem que, por
meio de adaptacdo mutualistica, esses microrganismos podem burlar a defesa da planta e se
estabelecer no tecido vegetal sem causar grandes danos (Beris e Vassilakos, 2020).

Alguns fungos sdo amplamente utilizados na agricultura para biocontrole na cultura do
café, como Trichoderma spp que tem sido pesquisado para controlar diversas doencas do
cafeeiro, como a murcha (Mulaw et al., 2013; Mulato et al., 2022) e infeccdo por nematdides
(Fan et al., 2020; Baazeemet al., 2021; Xin et al., 2023; Afridi et al., 2024). Beauveria bassiana
e Metarhizium anisopliae sao eficientes no controle de insetos- praga (Posada et al., 2007; De

La Rosa et al., 2000; Franzin et al., 2022).
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2.3 Endofitos radiculares pigmentados

Os endofitos radiculares pigmentados (ERP) foram inicialmente classificados no grupo
dos endofitos ndo-clavicipitaceos, ou seja, que nao se associavam as gramineas. Mas, foram
incluidos na classe 4 de fungos endofiticos proposta por Rodriguez et al. (2009). Essa
classificagdo teve como base, principalmente, o historico dos relatos desses fungos e suas
caracteristicas ecologicas.

Por defini¢do, endofitos radiculares pigmentados se desenvolvem no interior dos tecidos
das raizes das plantas, possuem hifas septadas e melanizadas e apresentam colonias escuras,
além de comumente formarem microesclerddios quando em associacdo com as plantas
(Rodriguez, 2009; Oliveira e Pereira, 2025). Esse grupo de fungos pertence ao filo Ascomycota
e ¢ considerado polifilético, com representantes em diversas classes, familias e ordens.

Os endofitos radiculares pigmentados tém demonstrado capacidade de auxiliar as
plantas na tolerancia de diversos estresses abidticos, como altas concentracdes de metais
pesados, seca, salinidade, entre outros (Shen et al., 2020, Li et al., 2022, Guo et al., 2022, Mateu
et al., 2020). Além disso, também podem atuar como promotores de crescimento de vegetal e
como agentes de controle bioldgico (Hou et al., 2021, Wang et al., 2024, Li et al., 2022, Guo
etal., 2022).

Trabalhos j4 realizaram o isolamento de endofitos radiculares pigmentados em plantas
que se desenvolvem em regides aridas (Knapp et al., 2012), em locais com alto concentracao
de metais pesados (Liu ef al., 2020) e em solos de baixa fertilidade do Cerrado brasileiro
(Oliveira et al., 2024). No entanto, apesar dos estudos com esse grupo de fungos comumente
relatarem sua presenga em ambientes que causam estresse as plantas (Read e Haselwandter,
1981), ambientes considerados menos estressantes, como florestas tropicais, também
comecaram a ser explorados para estudo de espécies ainda ndo catalogadas de endofitos
radiculares pigmentados (Bonfim et al. 2016; Oliveira et al, 2024a).

Trabalhos no Brasil t€ém sido conduzidos visando o acessar e conhecer melhor essa
comunidade de fungos. A exemplo da descricdo de duas espécies de Pseudophialophora
isoladas das raizes da Macatiba (Acrocomia aculeata), de Cyphellophora denticulata isolada de
raizes de bananeira (Santana et al., 2025) e a descricdo de duas novas espécies de

Cladophialophora associadas as raizes da orquidea Cattleya locatellii (Silva et al., 2026).
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2.4  Beneficios da associacdo dos endofitos radiculares pigmentados com seus

hospedeiros

Também ha relatos dos beneficios gerados por essa associagao de endofitos radiculares
pigmentados com as plantas, como no trabalho desenvolvido por Feng et al (2025)
demonstrando a promogao de crescimento vegetal através do melhor desenvolvimento radicular
de plantas de tomate (Solanum lycopersicum) pelo fungo endofitico radicular pigmentado do
género Acrocalymma. Gaber et al. (2023) também demonstrou Periconia macrospinosa,
Cadophora sp. e Leptodontidium sp. aumentando a biomassa vegetal de plantas de tomate em
condigoes de estresse salino.

O potencial dos endoéfitos radiculares pigmentados também foi testado em outras
culturas de interesse econdmico, como no milho (Zea mays) que demonstrou maior tolerancia
a se desenvolver em solos contaminados por metais pesados quando inoculado com Exophiala
pisciphila (Shen et al., 2020). Plantas de cevada (Holdeum vulgare) apresentaram melhoria no
teor de clorofila, peso da raiz, comprimento da planta e peso fresco e peso seco das plantas
como um todo quando associado a Alteraria sp. € Bipolaris zeicola, mesmo com a presenga de
cadmio no solo (Shadmani et al., 2021). Plantas de mirtilo (Vaccinium corymbosum) em
associacao com Cladosporium cladosporioides e um fungo micorrizico ericoide apresentou
melhoria na fisiologia foliar, diminuindo perdas oxidativas de pigmentos em condigdes de seca,
demonstrando melhor resultado com esses fungos atuando em conjunto (Guo ef al., 2022).

Na China diversos trabalhos foram realizados demonstrando os beneficios dos endéfitos
radiculares pigmentados em plantas de importancia para o pais. Astragalus mongholicus obteve
aumento da biomassa vegetal sob estresse salino quando associado a Macrophomina
pseudophaseolina, Paraphoma radicina e Trichorderma sp., sendo que Trichoderma aumentou
a colonizagdo dos endofitos radiculares pigmentados nas raizes (Li ef al., 2022). A planta de
Astragalo membranaceus também obteve aumento do peso das raizes, mesmo sob estresse
hidrico e por cadmio quando associado a Neocamarosporium phragmitis e Alternaria Tellustris
(Wang et al., 2024). Ammopiptanthus mongolicus teve alteracdes fisiologicas e morfologicas
das folhas causada pela limitacdo hidrica, mas que diminuiram com a inoculacdo de
Gaeumannomyces hyphopodioides (Lu et al., 2025). Isatis idigotica obteve aumento de
biomassa da parte aérea sob estresse hidrico quando associado a Acrocalymma aquatica e
Alternaria alstroemeriae (Li et al., 2023). Em Artemisia ordosica a associagdo com Alternaria

chlamydosporigena, Paraphoma chysanthemicola e Bipolaris sorokinia gerou o aumento da
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biomassa vegetal mesmo sob estresse salino, além da presenca dos endoéfitos radiculares
pigmentados ter alterado o contetido de nutrientes e a microbiota do solo, contribuindo para a
melhor adaptacao da planta as altas concentragdes de NaCl (Hou et al., 2021).

Outro trabalho demonstrou que Phragmites australis inoculado com os endofitos
radiculares pigmentados Phialocephala sp. e Trematosphaeria hydrela, tiveram um aumento
na sobrevivéncia de suas mudas sob estresse salino (Mateu et al., 2020). Além disso, em testes
in vitro diversos endoéfitos radiculares pigmentados demonstram a capacidade de se desenvolver
sob estresses abidticos, como Neocamarosporium phragmitis e Alternaria alstroemerie que
demonstraram tolerancia a seca e ao estresse por cadmio (Wang et al., 2024), Poaceascoma
helicoides, Alternaria doliconidium e Acrocalymma vagum também apresentaram capacidade
de aumento de biomassa mesmo com o aumento dos niveis de caddmio (Minghiu ef al., 2024).
E ainda, Gaber ef al. (2020) demonstram que a tolerancia ao estresse salino ndo ¢ dependente
do acimulo de melanina pelos endoéfitos radiculares pigmentados Periconia macropinosa,

Cadophora sp. e Leptodontidium sp.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material vegetal e isolamento

Raizes oriundas de quatro plantas de café crescendo na Mata do Paraiso da Universidade
Federal de Vicosa/ Vigosa - MG (lat. 20°45' S long. 42°55" W) foram coletadas em outubro de
2024 e transportadas para o Laboratorio de Micologia e Etiologia de Doengas Fungicas de
Plantas para processamento. As raizes perfizeram uma amostra composta de 10 gramas, foram
inicialmente lavadas em 4gua corrente e posteriormente submetidas a desinfestagdo. O material
foi desinfestado superficialmente em alcool 70% + tween 80% por 1 min, hipoclorito de s6dio
a 2% por 4 min, em seguida foram realizadas duas lavagens em soluc¢do salina a 0,85%, por 4
e 5 minutos, respectivamente. As raizes foram trituradas em 300 ml de solugdo salina (NaCl
0,9%) em liquidificador comercial por 1 min a 600 wats e filtradas em conjunto de peneiras
para obten¢ao de fragmentos com tamanhos entre 212 ¢ 106 micrometros. Os fragmentos foram
transferidos para tubo Falcon e centrifugados em solucdo salina a 2200G por 5 minutos e
ressuspensos em 20 ml de CMC (0,1%) para obtencao das diluigdes 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32,
1:64 e 1:126. Aliquotas de 150 pl de cada dilui¢ao foram plaqueadas em meio de cultura s6lido
YMC (10 g/L de extrato de malte, 2 g/L. de extrato de levedura, 13 g/L de agar) suplementado
com estreptomicina (50 mg/L) e cloridrato de tetraciclina (50 mg/L), cada diluigado foi inoculada
em 6 placas, separadamente, e incubadas a 25°C no escuro. Uma aliquota de 150 pl de solugdo
salina correspondente a Ultima lavagem das raizes foi plaqueada no mesmo meio de cultura
YMC suplementado com antibidticos para atestar a eficacia do procedimento de desinfestagao
superficial. As placas foram incubadas por 4 semanas e repicagens foram realizadas diariamente
ao observar crescimento fingico. Os fungos repicados foram transferidos para placas contendo

Batata Dextrose Agar (BDA), apds a remogdo total da colonia na placa de isolamento.

3.2  Estudo morfologico

Os endofitos radiculares pigmentados obtidos foram inicialmente agrupados de acordo
com a semelhanga das colonias. Um representante de cada grupo foi selecionado para estudos
morfologicos. Os isolados foram cultivados em meios de cultura BDA para visualizagdo inicial
das estruturas. As laminas foram preparadas com uma gota de lactoglicerol e cobertas com uma

laminula.
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Endofitos radiculares pigmentados que representavam novos taxa foram cultivados em
meios de cultura especificos, de acordo com seu grupo taxondmico, para caracterizacao das
colonias e visualizacdo das microestruturas. Pelo menos 30 medidas de cada estrutura
informativa (conidioforos, células conidiogénicas, conidios) foram realizadas através do
software Olympus cellSens Dimension v. 1.9. Os registros fotograficos foram feitos em
microscopio Olympus BX53 equipado com uma camera digital Olympus Q-Color5™. A
técnica de microcultura também foi utilizada para registrar as estruturas morfoldgicas dos

isolados.

33 Extraciao de DNA, amplificacio e sequenciamento

Os isolados selecionados para os estudos morfologicos no item 2 foram submetidos a
extracdo de DNA total. Os fungos foram cultivados em BDA a 25°C por 7 dias. Posteriormente,
estimou-se a coleta de 40 mg de micélio que foram transferidos para microtubos de 2 ml com
600 puL de Nuclei Lysis Solution do kit Wizard Genomic DNA Purifcation (Promega), 100 mg
de polivinilpirrolidona (PVP; Sigma-Aldrich) e quatro esferas de ago. As amostras foram
maceradas em L-Beader 6 (Loccus Biotecnologia) por 60s a 4.000 rpm e submetidas a extracao
de DNA de acordo com Pinho et al. (2013).

Para os fungos em que ndo foi possivel a identificagdo a nivel de género através de
caracteres morfologicos, as regides espacadoras transcritas internas 1 e 2, a regido interveniente
do rDNA 5.8S (ITS) e a regido nuclear do rDNA 28S (LSU) foram amplificadas utilizando o
par de primers ITSS5 e LR6. Cada reacao de PCR foi preparada usando 18 puL. de Platinum®
PCR SuperMix, 0,4 uL de cada primer sintetizado pela Invitrogen (Carlsbad, EUA) e 1,2 uLL de
DNA gendmico. Para as reagdes, as amostras foram submetidas a desnaturacao inicial 94 °C/2
minutos e 35 ciclos de desnaturagdo 94 °C/30 s, anelamento 48 °C/30 s e extensao de 72 °C/90
s. Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2% com GelRed™
(Biotium Inc., Hayward, CA, U.S.A.), em tampao TAE (1x) e visualizados em Transluminador
L-Pix. Os produtos amplificados foram purificados e sequenciados pela Macrogen Inc., Coreia

do Sul.

3.4  Anailises filogenéticas
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A qualidade das sequéncias obtidas foi verificada através do software FinchTV. e as
sequéncias dos novos isolados endofitos radiculares pigmentados foram depositadas no
GenBank. A comparagao das sequéncias obtidas no presente trabalho foi realizada no banco de
dados GenBank pela ferramenta BLAST. Sequéncias de culturas tipo e de isolados de referéncia
obtidas no GenBank foram incluidas nas analises filogenéticas para identificagdo dos isolados.
As sequéncias foram alinhadas usando MUSCLE (Edgar, 2004) no MEGA X e exportadas no
formato FASTA.

Foram realizadas analises de Inferéncia Bayesiana (BI) para os conjuntos de dados de
cada isolado, através da ferramenta MrBayes v.3.2.7a (Ronquist ef al., 2012) implementada no
portal CIPRES Science Gateway (Miller; Pfeiffer; Schwartz, 2011). Os modelos de substituicao
evolutiva foram selecionados de acordo com o Akaike Information Criterion (AIC).

A analise de BI foi realizada pelo método de Monte Carlo via Cadeias de Markov
(MCMC), e duas analises independentes foram realizadas simultaneamente. Foram executadas
quatro cadeias de MCMC em cada analise, sendo geradas arvores aleatérias até 10.000.000 de
geragdes, com amostragem a cada 1.000 geragdes. Um total de 20.002 éarvores foram
amostradas, e as primeiras 2.500 arvores (25%) de cada anéalise foram descartadas. As arvores
consenso foram visualizadas no software Fig.Tree (Rambaut, 2018). As topologias das arvores

resultantes foram editadas em programas graficos.

3.5 Armazenamento

Os fungos obtidos foram armazenados em microtubos de 2 ml contendo glicerol 10%,
microtubos de 2 ml contendo dgua destilada estéril e em frascos de penicilina hermeticamente
fechados contendo silica gel estéril (Castellani, 1939; Mota et al., 2003). Todos os fungos
adquiridos nesse trabalho foram armazenados e disponibilizados na cole¢do de culturas do
Laboratorio de Micologia e Etilogia de Doencas Fungicas de Plantas do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa. Além disso, os dois novos taxa também foram

disponibilizados na Colecao Octavio Almeida Drummond (COAD).
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4 RESULTADOS

4.1 Isolados de enddfitos radiculares pigmentados

Foram obtidos 59 isolados de endofitos radiculares pigmentados, que perfizeram 26
grupos de fungos morfologicamente distintos. Dentre os 26 isolados representantes de cada
grupo, dois foram inicialmente identificados como possiveis novos taxa e descritos neste
trabalho. Outros endofitos radiculares pigmentados, como representantes dos géneros
Acrocalymma e Cladophialophora, também foram identificados a nivel de género com base nas

estruturas morfologicas e no Blast.

4.2 Taxonomia

Classificacdo: Polyschema, Latoruaceae, Pleosporales, Dothideomycetes.

Polyschema endophytica J.A. Oliveira, L.N.P. Silva & O.L. Pereira. Figura 1.

MB 857952

Etimologia: O epiteto refere-se ao habitat endofitico associado as raizes da planta do café.

Fungo endofitico radicular pigmentado isolado em meio de cultura a partir de raizes
saudaveis desinfestadas superficialmente de uma planta de café. Micélio superficial, composto
por hifas ramificadas, septadas, hialinas a marrom-escuras, predominantemente marrom-
escuras, de paredes finas a verruculosas, 2—3 pum de largura. Conidioforos hialinos, septados,
ndo ramificado, at¢ 45 pum de altura, 3-5 pum de largura, macronematoso ou
micronematoso. Células conidiogénicas monoblésticas, hemisféricas, subesféricas ou
cilindricas., 6-8.5 x 2-7 pum. Conidios solitarios, asseptados, globosos, subglobosos a
elipsoidais, de parede lisa, marrom-escuros, as vezes formados diretamente nas hifas ou nas
células apicais do conidioforo. Clamiddsporos ndo observados.

Caracteristicas culturais: Colonias em batata-cenoura dgar (BCA) planas com borda
ondulada, micélio aéreo abundante, cotonoso, de cor cinza no centro a amarelo na borda, e
reverso com coloracdo marrom-terra no centro e amarelo na borda (Rayner 1970), atingindo 26
mm de didmetro apds 2 semanas a 25 °C no escuro. Colonias em batata dextrose agar (BDA)
elevadas com borda ondulada, micélio aéreo abundante, cotonoso, coloragdo sépia no centro
com superficie periférica bege, reverso de cor marrom-terra no centro com coloragdo mel na

periferia, atingindo 27 mm de didmetro apds 2 semanas a 25 °C no escuro. Colonias em agar
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extrato de malte (MEA) planas com borda inteira, micélio aéreo abundante, coloragdo cinza na
superficie, reverso cinza, atingindo 37 mm de didmetro ap6s 2 semanas a 25 °C no escuro.
Colonias em agar aveia (OA) planas com borda inteira, micélio aéreo abundante, coloragao
preta no centro com superficie verde, reverso bege, atingindo 38 mm de didmetro apos 2
semanas a 25 °C no escuro.

Material examinado: Brasil, Minas Gerais, Vigosa, 20°41'20"S, 42°49'36"W, isolado de
raizes saudaveis de cafeeiro, out. 2024, O.L. Pereira & J.A. Oliveira (VIC 49616, cultura
COAD 3972; ITS e LSU sequéncias GenBank PV206769 ¢ PV206770).

Notas: Polyschema foi introduzida por Upadhyay (1966) e incluida em Latoruaceae
por Crous et al. (2015a). Polyschema consistia em 21 espécies ja descritas a partir de solos,
sedimentos, materiais vegetais em decomposicdo e amostras clinicas humanas. (Castafieda-
Ruiz et al. 2000, Crous et al. 2015b). Até onde sabemos, este € o primeiro relato de uma espécie
pertencente a Polyschema como endofitica radicular.  Polyschema endophytica é
filogeneticamente proxima a Polyschema terricola, a espécie-tipo do género. Em comparagao
com P. terricola, P. endophytica apresenta 95,34% de identidade e 23 polimorfismos, incluindo
gaps na regido ITS, e 98,63% de identidade com LSU e 12 polimorfismos, incluindo gaps.
Além disso, as duas espécies sao morfologicamente distintas. Polyschema endophytica produz
ameroconidios solitarios, de parede lisa, globosos, subglobosos a elipsoidais, com conidiéforos
micronematosos € macronematosos. Em contraste, P. terricola produz conidios subglobosos a
piriformes ou claviformes, com 1 a 4 septos, paredes verrucosas e conididforos micronematosos
(Castafieda-Ruiz et al., 2000; Seifert et al.,2011). Uma caracteristica distintiva de P.
endophytica s3o seus ameroconidios, que nunca foram relatados anteriormente para
Polyschema.

Com base em uma busca abrangente no banco de dados de nucleotideos do
GenBank/NCBYI, os resultados mais proximos usando a sequéncia ITS evidenciaram uma maior
similaridade com Dothideomycetes sp. isolado de sementes de Cecropia longipes no Panama
[PS2959, GenBank MW529343.1; Identidades = 557/583 (96%), nove gaps (1%)], Polyschema
terricola isolado do solo no Brasil [CBS 301.65, GenBank MH858576.1; Identidades =
471/494 (95%), 11 gaps (2%)], e um isolado fungico de sementes de Ficus insipida [PS3050,
GenBank KY776225.1; Identidades = 582/611 (95 %), nove gaps (1%)]. Os resultados mais
préoximos usando a sequéncia LSU sdo de um isolado de Polyschema terricola do solo no Brasil
[CBS 301.65, GenBank MH858576.1; Identidades = 866/878 (99 %), trés gaps (0

%)), Polyschema larviformis de sedimentos no USA [ILLS00171087, GenBank MH472659.1;
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Identidades = 970/991 (98 %), cinco gaps (0 %)], e Pseudoasteromassaria fagi do Japao

[HHUF 30471, GenBank NG_059805.1; Identidades = 930/966 (96 %), 10 gaps (1 %)].
S S N N\

pid = AN

Figura 1. Colonias crescendo em PCA (a); Conidios e conidiéforos reduzidos a células
conidiogénicas (b e d), conidios (c), conidios formados diretamente nas hifas (d). Barras de
escala =20 um.

19


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_059805.1

_ll_ Latorua caligans CBS 576,657 Ferasnienzs
Latorua grootfonteinensis CBS 389.72" #6767
Matsushimamyces bohaniensis CBECQQ1T#e7esstarRssss
|— Matsushimamyces venustus CBS 140212 Keeterikiezss
[Mufuvenuca sinensis CGMCC 3.20956T ohaozsonaaocat
Multiverruca sinensis GZUIFR 22,040 Ohzzschzez
Polyschema larviformis ILLS00171087 =724
Polyschema larviformis CBS 463,88 =F04%
Polyschema sclerotigenum UTHSC:DI14-3057 \R-7673ke7ecers
Polyschema endophytica COAD 39727 Pvasrearvaterro
Polyschema temicola CBS 301,657 Hsesremsitzrs
Polyschema congolensis CBS 542,73 Meatrmmterzese
Verrucohypha endophytica COAD 36047 FrosTeersarsres
 Pseudoasteromassaria fagi HHUF 304717 R15TeNG cesets
L pseudoasteromassaria fagi HHUF 30472 LCos1586.C0615%
Pseudoasteromassaria aquatica MFLUCC 18-1397TMTexrer s erat
o Triseptata podargi-strigoidis BRIP 76063a" R 161342 1N 2434zt
L Triseptata sexualis MFLUCC 11-Q00§T \F.18971onG 073514
Pseudoasteromassaria spadicea MFLUCC 15-0973T Krsezrasitszzras
I, Longipedicellata aptroofii MFLUCC 16-0244 #/t5%
|— Longipedicellata aptraotii MFLUCC 10-0297 Kuzesauzsitss
Psetdoxylomyces elegans HHUF:30139 Lcouss tiasiarsstt

Falciformispora senegalensis CBS 198.79KFo1sersKeoidez:
|— Falciformispora tompkinsii CBS 200, 79" 67z

098

005
Figura 2 Arvore de inferéncia Bayesiana obtida por analises filogenéticas de sequéncias ITS e LSU
conduzidas no MrBayes v. 3.2.7a no XSEDE, no portal cientifico CIPRES. Valores de probabilidade
posterior Bayesiana > 0,70 sdo indicados nos nos. Isolados ex-type sdo indicadas com um sobrescrito
“T’. A nova espécie ¢ mostrada em negrito e com realce da cor. Falciformispora tompkinsii (CBS 200.79)

e Falciformispora senegalensis (CBS 198.79) foram usadas como grupos externos.

Classificacdo: Menisporopsis, Chaetosphaeriaceae, Chaetosphaeriales, Sordariomycetes.
Menisporopsis sp. COAD 4144 L.N.P. Silva, J.A. Oliveira & O.L. Pereira. Figura 3.

Fungo endofitico radicular pigmentado isolado em meio de cultura, oriundo de raizes
saudaveis de plantas de café. Micélio aéreo moderado, composto de hifas hialinas a marrom-
escuras, 1-3 um de largura. Conidioforos ramificados ou ndo, as vezes ramificados
dicotomicamente 2.5-3 x 8-26 um. Células conidiogénicas fialidicas, pigmentadas, se
formando terminalmente nas hifas ou através de ramifica¢des ao longo do micélio, 2-3 x 15—
21 um. Conidios hialinos, 1-2 septos, falcados a falciformes, 2.5-3 x 8§-22 um. Formacao de

Clamidésporos.
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Caracteristicas culturais: Colonias em batata dextrose agar (BDA) planas com borda
ondulada, micélio aéreo moderado, cotonoso, com colora¢do cinza médio no centro ¢ bordas
cinza escuro, atingindo 47 mm de didmetro apds 2 semanas a 25 °C no escuro. Colonias em
CMA borda ondulada, micélio aéreo fraco a moderado, com coloragdo central em cinza escuro,
alternando entre cinza claro a cinza escuro até as bordas (Kornerup e Wanscher, 1961).

Material examinado: Brasil, Minas Gerais, Vigosa, 20°41'20"S, 42°49'36"W, isolado de
raizes saudaveis de cafeeiro, out. 2024, O.L. Pereira & J.A. Oliveira.

Notas: Menisporopsis foi relatado em 1952, por S. Hughes, sendo descrito a partir da espécie
tipo M. theobromae. Esse género apresenta, de forma geral, estilo de vida saprofito, sendo
encontrado em materiais em decomposi¢ao ¢ madeira submersa (Tsui et al. 1999; Seifert et al.
2011). Atualmente, com a adigao desta nova espécie proposta, o nimero de espécies dentro do
género aumenta para 18. Menisporopsis sp. COAD 4144. apresenta conidios falcados a
falciformes como os observados em M. theobromae, M. biformis e M. dinemasporioides,
indicando ser uma caracteristica compartilhada entre algumas espécies. Ja nas analises
filogenéticas, Menisporopsis sp. COAD 4144 forma uma linhagem distinta dos demais
representantes de Menisporopsis. A auséncia de setas e sinémios ¢ uma das caracteristicas
morfoldgicas distintas de Menisporopsis sp. COAD 4144 compartilhada apenas com M. novae-
zelandiae. As caracteristicas morfologicas de Menisporopsis sp. COAD 4144 e demais espécies

do género podem ser melhor compreendidas e comparadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Espécies de Menisporopsis e suas respectivas caracteristicas morfologicas.

APENDICE CONIDIO CONIDIOMATA CONIDIO APENDICE CONIDIOFORO
ESPECIES
(um) (um) FORMATO TAMANHO (um) NUMERO TAMANHO (um)
Menisporopsis
sp. COAD 4144 falciformes 822 x2.5-3

Alantoide a

irregular,

1 em cada extremidade; | Apical: 4.0-11.0;

M. anisospora 200-425x10-12 300-550x60-80 truncado na base 17.0-30.0x2.0-6.0 1-3 lateral basal: 3.0-10.0
M. aquatica 170-324 x 4.8-7.6 106 x 1.7-3.5 Semilunar ou fusiforme 14.9-19.9 x 2.4-3.3 1-2 basal; 1 apical 6—-12
Cilindrico, falciforme,
. . microconidio 7-8 x 1;
M. biformis 190227 x 3-4.5 25-28 x2.5-3 curvo macroconio 2224 x 3-3.5 1 4.5-6.5
1-2 em cada
M. breviseta 95-190 x 2.7-5.4 182 x 2.5-4.6 Cilindrico ou fusiforme 14.2-243 x24-3.6 extremidade 4-9
M. Falciforme, fusiforme,
dinemasporioides | 40-50 220-285 x 4-5.5 curvado 19-22 x3.54.2 1 5-8
1-2 em cada
M. dushanensis 207-455 x 5-10.5 147 x 2.5-6 Cilindrico ou fusiforme 14.0-21 x 3-4 extremidade 3-11
M. hydei 152-278 x 3-6.5 59-92 x 2.5-5 . 17-23 x 2.5-4.5
fusiforme, curvado - —
M. kobensis 195-275 x 6.0-7.5 B Alantoide a lunate 16.0-32.0 x 3.0-5.0 1 em cada extremidade | 6.0-10.0
M. macrospora 300 x 5-8 2025 x2.5-3.5 Alantoide 17.5-21x3-3.5 2 em cada extremidade
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M. multisetulata | 300-500 x 6-10 180220 x 2240 Alantoide 12.0-19.0 x 2.5-4.0 7.0-10.0
M. novae- Cilindricos ou ovoides
zelandiae _ _ cilindricos 14-23 x 2.8-4.3 _ _
(1-)2 em cada

M. pandanicola 344-375 x 7-10.5 85-100 x 14.5-23 Cilindrico, semilunar 8-29 x 0.5-2 extremidade 4-12
M. pirosynskii 132-450 x 3—-14 35-250 x 12-60 Cilindrico a semilunar 12.0-20.5 x 2.0-4.5 1-3 basal; 2 apical 2.0-12.0
M. pleiosetosa 100-300 x 3—4 <250 x 3040 Elipsoidal, truncado na base | 12.0-18.0 x 4.0-5.0 2—4 basal; 1 apical <6.0

Cilindrico, alantoide a
M. profusa 150425 x 4.5-9.0 60-225 x 12.5-18 semilunar 7.0-15.0 x 1.2-2.5 1 em cada extremidade | 3.0-6.0
M. theobromae 105460 x 4.5-7.5 55-170 x 12-35 Falcado a semilunar 11.0-20.0 x 1.54.0 1 em cada extremidade | 5.0-10.0
M. trisetulosa 250460 x 5.5-7.5 Alantdide 12.0-20.0 x 2.0 2 basal; 1 apical 10.0
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Com base em uma busca abrangente no banco de dados de nucleotideos do
GenBank/NCBI, os resultados mais proximos usando a sequéncia ITS evidenciaram uma maior
similaridade com Chaetosphaeriaceae sp. isolado de Piper sp. no Brasil [UFMGCB 15601,
GenBank MT362977.1; Identidades = 334/334(100%), nenhum gaps (0%)], Pyrigemmula
aurantiaca isolado como fungo endofitico da raiz de Cinchona calisaya na Indonésia [CBS
301.65, GenBank LC040889.1; Identidades = 434/438(99%), 1 gaps (0%)], e um isolado
fungico de Ammophila breviligulata no EUA [S211P, GenBank KU839263.1; Identidades =
542/611(89%), 17 gaps (2%)].

Os resultados mais proximos usando a sequéncia LSU sdo de um isolado de
Menisporopsis  theobromae de folhas mortas na Venezuela [MUCL 41079,
GenBank MW984562.1; Identidades = 1005/1021(98%) 3 gaps (0%)], Menisporopsis

theobromae de folhas em  decomposi¢cdo na  Venezuela [MUCL 40984,
GenBank MW984563.1; Identidades = 1004/1021(98%), 3 gaps (0%)], e Menisporopsis
pirozynskii de  folhas em decomposicdo na Republica do Congo [MUCL 47217,
GenBank MW984561.1; Identidades = 1003/1021(98%), 3 gaps (0%)].

Figura 3. Colonia crescendo em BDA (a); Colonia crescendo em CMA (b); conidioforo e célula
conidiogénica (c), célula conidiogénica liberando um conidio (d), conidios (e), hifas (f),

clamidosporos em cadeia (g). Barras de escala = 10 um.
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Figura 4 Arvore de inferéncia Bayesiana obtida por analises filogenéticas de sequéncias ITS e
LSU conduzidas no MrBayes v. 3.2.7a no XSEDE, no portal cientifico CIPRES. Valores de
probabilidade posterior Bayesiana > 0,70 sdo indicados nos nds. Isolados ex-type sdo indicadas
com um sobrescrito ‘“T’. A nova espécie ¢ mostrada em negrito e realce de cor. Leptosporella
arengae (MFLU 12-0846 ¢ MFLU 15-1203) e Leptosporella bambusae (MFLU 15-0330)

foram usadas como grupos externos.

4.3 Demais endofitos radiculares pigmentado obtidos

Além de Polyschema endophytica e Menisporopsis sp. COAD 4144. descritas neste
trabalho, outros endofitos radiculares pigmentados obtidos foram armazenados na colecao de
culturas do Laboratério de Micologia e Etiologia de Doencas Fungicas de Plantas do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa, enquanto outros 4 isolados
foram submetidos a extragdo de DNA e ao sequenciamento das regides génicas parciais ITS e
LSU. A partir dos resultados deste sequenciamento, foi realizada uma busca através da

ferramenta Blast do NCBI para verificar a qual grupo taxondmico estes isolados pertencem. Os
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resultados das buscas estdo descritos a seguir € demonstram que os isolados PEC 11 (Tabela 2)
e PEC 15 (Tabela 3) podem se tratar de possiveis novas espécies de endofitos radiculares
pigmentados. Enquanto os outros dois endofitos radiculares pigmentados estudados
correspondem a provaveis espécies pertencentes aos géneros Acrocalymma (Tabela 4) e

Cladophialophora (Tabela 5).
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Tabela 2. Porcentagem de identidade entre as sequéncias correspondentes ao isolado PEC 11 e sequéncias disponiveis no GenBank.

REGIAO ITS

SEQUENCIAS DO MATERIAL TIPO

COBERTURA DE PERCENTUAL DE
ORDEM FAMILIA GENERO E ESPECIE CONSULTA IDENTIDADE CODIGO ITS
Coniochaetales ~ Coniochaetaceae Coniochaeta gigantospora 39% 98.17% NR 121521.2
Xylariales lodosphaeriaceae lodosphaeria honghensis 24% 98.15% MK737501.1
Diaporthales Melanconidaceae Melanconis betulae 24% 98.14% NR 154190.1

SEQUENCIAS DO MATERIAL NAO TIPO
Diaporthales Melanconiellaceae Melanconiella sp. 58% 88.78% PQ580273.1
Diaporthales Melanconiellaceae Melanconiella sp. 58% 88.59% PQ531015.1
Sordariomycetes Sordariomycetidae Papulosa sp. 90% 82.52% MH141240.1
REGIAO LSU
SEQUENCIAS DO MATERIAL TIPO
COBERTURA DE PERCENTUAL DE

ORDEM FAMILIA GENERO E ESPECIE CONSULTA IDENTIDADE CODIGO LSU
Lulworthiales Lulworthiaceae Paralulworthia posidoniae 95% 92.41% MN649253.1
Diaporthomycetidae Barbatosphaeriaceae Barbatosphaeria lignicola 98% 91.78% MK&849791.1
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Diaporthomycetidae Barbatosphaeriaceae ~ Barbatosphaeria lignicola 98% 91.78% NG _068291.1
SEQUENCIAS DO MATERIAL NAO TIPO

Lulworthiales Lulworthiaceae Zalerion xylestrix 100% 93.48% EU848592.1

Lulworthiales Lulworthiaceae Halophilomyces hongkongensis 100% 93.19% PP347859.1

Lulworthiales incertae sedis Moleospora maritima 94% 93.18% GU252137.1
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Tabela 3. Porcentagem de identidade entre as sequéncias correspondentes ao isolado PEC 15 e sequéncias disponiveis no GenBank.

REGIAO ITS

SEQUENCIAS DO MATERIAL TIPO

COBERTURA DE PERCENTUAL DE
ORDEM FAMILIA GENERO E ESPECIE CONSULTA IDENTIDADE CODIGO ITS
Tubeufiales Tubeufiaceae Helicoma hongkongense 35% 93.64% NR 160365.1
Thelebolales Thelebolaceae Antarctomyces psychrotrophicus 61% 86.27% NR 164292.1
Helotiales Pezizellaceae Chalara hyalocuspica 58% 86.08% NR 137568.1
SEQUENCIAS DO MATERIAL NAO TIPO
Dothideomycetes sp. 70% 99.57% OR658642.1
Dothideomycetes sp. 76% 88.45% OR658703.1
Teratosphaeria sp. 76% 88.26% KU747824.1
REGIAO LSU
SEQUENCIAS DO MATERIAL TIPO
COBERTURA DE PERCENTUAL DE
ORDEM FAMILIA GENERO E ESPECIE CONSULTA IDENTIDADE CODIGO LSU
Asterinales Cylindrohyalosporaceae Cylindrohyalospora fici 80% 96.70% MWO063243.1
Dothideales incertae sedis Karschia cezannei 94% 90.17% NG_060323.1
Dothideomycetes incertae sedis Cryomyces montanus 100% 88.71% NG _073589.1
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SEQUENCIAS DO MATERIAL NAO TIPO

Asterinales
Asterotexiales

Patellariales

Cylindrohyalosporaceae Cylindrohyalospora fici 80%
incertae sedis Asterotexiaceae sp. 95%
Patellariaceae Banhegyia cf- setispora 100%

96.70%
95.14%
95.13%

MW063243.1
MG844162.1
KY654708.1
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Tabela 4. Porcentagem de identidade entre as sequéncias correspondentes ao isolado PEC 19.1 e sequéncias disponiveis no GenBank.

REGIAO ITS
SEQUENCIAS DO MATERIAL TIPO
COBERTURA DE PERCENTUAL DE
ORDEM FAMILIA GENERO E ESPECIE CONSULTA IDENTIDADE CODIGO ITS
Pleosporales Acrocalymmaceae Acrocalymma ampeli 76% 94.83% NR 174829.1
Pleosporales Acrocalymmaceae Acrocalymma fici 75% 94.55% NR 137953.1
Pleosporales Acrocalymmaceae Acrocalymma chuxiongense 71% 93.84% NR 185729.1
SEQUENCIAS DO MATERIAL NAO TIPO
Pleosporales Acrocalymmaceae Acrocalymma vagum 78% 99.61% OP630513.1
Pleosporales Acrocalymmaceae Acrocalymma vagum 78% 99.61% OP630541.1
Pleosporales Acrocalymmaceae Acrocalymma vagum 78% 99.61% IN859316.1
REGIAO LSU
SEQUENCIAS DO MATERIAL TIPO
COBERTURA DE PERCENTUAL DE
ORDEM FAMILIA GENERO E ESPECIE CONSULTA IDENTIDADE CODIGO LSU
Pleosporales Acrocalymmaceae Acrocalymma bipolare 100% 98.55% NG_075326.1
Pleosporales Trematosphaeriaceae ~ Medicopsis romeroi 100% 95.98% NG_057800.1
Pleosporales Pyrenochaetopsidaceae Pyrenochaetopsis decipiens 100% 95.97% NG _064140.1
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SEQUENCIAS DO MATERIAL NAO TIPO

Jahnulales
Pleosporales

Pleosporales

Aliquandostipitaceae
Acrocalymmaceae

Acrocalymmaceae

Jahnula aquatica 94%
Acrocalymma medicaginis 100%
Acrocalymma medicaginis 100%

99.18%
99.13%
99.13%
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Tabela 5. Porcentagem de identidade entre as sequéncias correspondentes ao isolado PEC 24.4 e sequéncias disponiveis no GenBank.

REGIAO ITS
SEQUENCIAS DO MATERIAL TIPO
COBERTURA DE PERCENTUAL DE
ORDEM FAMILIA GENERO E ESPECIE CONSULTA IDENTIDADE CODIGO ITS
Chaetothyriales  Herpotrichiellaceae Capronia rubiginosa 80% 96,53% MH&809171.1
Chaetothyriales  Herpotrichiellaceae Capronia rubiginosa 80% 96,53% NR 165891.1
Chaetothyriales  Herpotrichiellaceae Cladophialophora nyingchiensis 86% 96,36% NR 172398.1
SEQUENCIAS DO MATERIAL NAO TIPO

Chaetothyriales  Herpotrichiellaceae Cladophialophora sp. 100% 99.85% AB986421.1
Chaetothyriales  Herpotrichiellaceae Cladophialophora sp. 84% 99.83% MT131341.1
Chaetothyriales  Herpotrichiellaceae Cladophialophora chaetospira 100% 99.71% PX586942.1
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5 DISCUSSAO

Diversos fungos interagem com as plantas de café, desde fungos fitopatogénicos até
fungos benéficos para as plantas (Lu et al., 2022). Muitos estudos de isolamento de fungos
associados ao café ja foram realizados, a exemplo do trabalho realizado por Lu et al. (2022),
no qual foram identificadas 648 espécies, dessas, 138 endofitas. Além disso, trabalhos ja
demonstraram que géneros de fungos endofiticos como Xylaria, Colletotrichum, Guignardia,
Fusarium e Penicillium, ja foram identificados em Coffea arabica (Santamaria e Bayman,
2005; Bongiorno et al., 2016). Ja os endofitos radiculares pigmentados, que colonizam as raizes
de diversas plantas, ainda ndo haviam sido descritos no café até¢ o desenvolvimento do presente
trabalho. O estudo desses fungos associados ao cafeeiro ¢ muito importante para preencher
essas lacunas e buscar isolados que tenham a capacidade de resistir a estresses biodticos e
abidticos (Mandyam e Jumpponen, 2005).

Cinquenta e nove isolados de endofitos radiculares pigmentados foram acessados neste
trabalho incluindo duas novas espécies que foram propostas, pertencendo a dois géneros
distintos. Até o presente momento, os fungos do género Polyschema haviam sido encontrados
em solos, sedimentos, materiais vegetais em decomposicdo e amostras clinicas humanas. Esse
relato € o primeiro em que um fungo do género Polyschema ¢ encontrado como endoéfito
radicular. Além disso, essa espécie ¢ a primeira de endofito radicular pigmentado descrita
dentro desse género. Ja os fungos do género Menisporopsis apresentam, de forma geral, estilo
de vida saprofito, sendo encontrados em materiais em decomposi¢do € madeira submersa (Tsui
et al. 1999; Seifert et al. 2011). E, também, o primeiro relato de um endoéfito radicular
pigmentado nesse género.

Os resultados do Blast apresentados para os demais isolados endofitos radiculares
pigmentados neste trabalho também fornecem evidéncias de outros novos taxa de endofitos
radiculares pigmentados. Nas pesquisas realizadas por similaridade de sequéncias, foi
evidenciada baixa porcentagem de identidade para os isolados PEC 11 e PEC 15, indicando
serem novidades taxondmicas. Estas espécies ndo puderam ser presumidas através da analise
das sequéncias de DNA pelo BLAST, sendo necessario realizar as analises filogenéticas com
bancos de dados mais amplos, a fim de posiciond-las corretamente dentro de seu grupo
taxondmico.

Na busca por similaridade das sequéncias correspondentes aos isolados PEC 19.1 e PEC

24.4, foi possivel verificar, inicialmente, o provavel género destes dois endofitos radiculares
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pigmentados. O isolado PEC 24.4 possivelmente pertence ao género Cladophialophora
(Herpotrichiellaceae, Chaetothyriales). Este género produz conididéforos simples, que formam
conidios elipsoidais a fusiformes em cadeias (Ho et al., 1999; Badali et al., 2008), como
também foi observado no isolado PEC 24.4.

Ja o isolado PEC 19.1 ¢ uma provavel espécie pertencente ao género Acrocalymma
(Acrocalymmaceae,  Pleosporales). Fungos deste  género possuem  principalmente
conidioforos reduzidos a células conidiogénicas e conidios hialinos que se tornam pigmentados
em culturas mais velhas, sendo cilindricos a fusiformes. Além disso, as formas assexuadas de
Acrocalymma sao comumente formadas em estruturas fechadas e encontradas principalmente
em madeiras submersas (Calabon et al., 2023). No presente trabalho, o isolado PEC 19.1 foi
encontrado colonizando endofiticamente o sistema radicular de plantas de café e, apesar de

sucessivas tentativas, ndo se obteve sucesso na indugdo de sua esporulagao.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho marca o ponto de partida para estudos com endodfitos radiculares
pigmentados associados ao cafeeiro. A conclusdo das descrigdes taxonomicas de todos os
isolados listados nesse trabalho ¢, portanto, muito importante, seja para fornecer a identificagdo
completa de fungos que tém potencial para compor bioinsumos (Bettiol, 2021), como também
para construir conhecimento acerca dessa comunidade endofitica inexplorada.

Esta dissertacdo pode ser uma das bases para futuros estudos sobre as capacidades
desses fungos em promover o crescimento de plantas de café e de auxilid-la a superar diversos
estresses bidticos e abioticos enfrentados no campo, uma vez que, além dos resultados
apresentados, uma colecdo de culturas de endoéfitos radiculares pigmentados associados ao

cafeeiro foi preparada com os fungos obtidos no presente trabalho.
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