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RESUMO

O cupuacguzeiro (Theobroma grandiflorum) é uma planta frutifera nativa da regiao
amazodnica, de grande importancia econémica para produtores locais. No entanto, sua
producao é afetada por pragas e doencgas, com destaque para a vassoura-de-bruxa,
causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa, considerada a principal doenga da
cultura. Nesse contexto, fungos endofiticos surgem como alternativa promissora para
o controle biolégico, pois colonizam tecidos vegetais sem causar danos aparentes e
podem atuar contra fitopatdgenos por mecanismos como indugdo de resisténcia,
micoparasitismo e antibiose. Este trabalho teve como objetivo estudar a diversidade
de fungos endofiticos associados a plantas de cupuaguzeiro e avaliar seu potencial
como agentes de biocontrole de M. perniciosa. Foram coletadas dez amostras foliares
de plantas sadias e doentes em areas produtoras dos municipios de Manaus,
Presidente Figueiredo e Itacoatiara, Amazonas. O isolamento foi realizado em meio
BDA, e os isolados foram agrupados em morfotipos com base em caracteristicas
morfolégicas. Foram obtidos 347 isolados distribuidos em 13 géneros do filo
Ascomycota, com predominancia das classes Sordariomycetes, Dothideomycetes e
Eurotiomycetes. Os géneros mais frequentes foram Diaporthe (134 isolados),
Colletotrichum (86) e Lasiodiplodia (50). A analise de diversidade indicou maior
riqueza em plantas sadias de Itacoatiara (q0 = 10,0) e maior diversidade de Shannon
em Presidente Figueiredo (q1 = 5,8). No ensaio de antagonismo in vitro, alguns
isolados apresentaram alta inibicdo do crescimento micelial do patégeno, destacando-
se Lasiodiplodia sp. (93,3%), Diaporthe sp. (91,1%) e Colletotrichum sp. (90,2%).
Esses resultados indicam potencial promissor desses fungos para o biocontrole de M.

perniciosa.

Palavras- chave: Cupuacu; Vassoura-de-bruxa; Antagonismo.



ABSTRACT

Cupuacgu (Theobroma grandiflorum) is a fruit tree native to the Amazon region and
has great economic importance for local producers. However, its production is
affected by pests and diseases, especially witches’ broom disease, caused by the
fungus Moniliophthora perniciosa, which is considered the most important disease
affecting this crop. In this context, endophytic fungi have emerged as a promising
alternative for biological control, as they colonize plant tissues without causing
apparent damage and may act against phytopathogens through mechanisms such as
induced resistance, mycoparasitism, and antibiosis. This study aimed to investigate
the diversity of endophytic fungi associated with cupuacu plants and to evaluate their
potential as biological control agents against M. perniciosa. Ten foliar samples from
healthy and diseased plants were collected in production areas located in the
municipalities of Manaus, Presidente Figueiredo, and Itacoatiara, Amazonas State,
Brazil. Fungal isolation was performed on PDA medium, and isolates were grouped
into morphotypes based on morphological characteristics. A total of 347 isolates were
obtained, distributed into 13 genera belonging to the phylum Ascomycota, with
predominance of the classes Sordariomycetes, Dothideomycetes, and
Eurotiomycetes. The most frequent genera were Diaporthe (134 isolates),
Colletotrichum (86), and Lasiodiplodia (50). Diversity analysis indicated higher
richness in healthy plants from Itacoatiara (q0 = 10.0) and higher Shannon diversity
in Presidente Figueiredo (g1 = 5.8). In the in vitro antagonism assay, some isolates
showed high inhibition of mycelial growth of the pathogen, particularly Lasiodiplodia
sp. (93.3%), Diaporthe sp. (91.1%), and Colletotrichum sp. (90.2%). These results
indicate the promising potential of endophytic fungi associated with cupuacgu plants

for the biological control of M. perniciosa.

Keywords: Cupuacu; Witch’s broom; Antagonism.
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1. INTRODUGAO

O cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum.) € uma
arvore frutifera originaria da floresta Amazonica, pertencente a Familia Malvaceae (Da
Silva et al., 2024), a espécie foi domesticada pelas populagdes nativas (Clement,
1999). Atualmente se destaca pelo seu potencial econdmico no mercado nacional,
devido a sua polpa e sementes que sdo amplamente utilizadas nas industrias
alimenticia e de cosméticos (Curimbaba et al., 2020)

No Estado do Amazonas, o cultivo de cupuagu apresenta produgéo significativa
mesmo diante das limitagdes fitossanitarias. Segundo o Relatério 03, -Producgao
Vegetal (4° Trimestre 2024) do Instituto de Desenvolvimento Agropecuario e Florestal
Sustentavel do Estados do Amazonas (IDAM), a producao total de cupuacgu alcangou
1.553,54 toneladas, evidenciando sua importancia socioeconOmica para o0s
agricultores familiares da regiao.

Entre as doencgas que afetam essa cultura, a vassoura-de-bruxa, causada pelo
fungo basidiomiceto Moniliophthora perniciosa, é a principal doenca do cupuaguzeiro
(Falcao et al., 2022). O patdégeno infecta tecidos meristematicos em desenvolvimento
ativo, como brotos, folhas jovens, almofadas florais e frutos (Ferraz et al., 2019). Apos
a infeccao, ocorre a fase biotrofica, caracterizada por hiperplasia e hipertrofia dos
tecidos, resultando na formacado das chamadas “Vassouras verdes” (Ferraz et al.,
2021). Essa fase pode durar cerca de 30 dias e é seguida pela fase necrotrofica,
guando o patdgeno causa necrose dos tecidos infectados (Santos et al., 2020).

Os basiodiocarpos, estruturas reprodutivas do fungo, formam-se sobre o tecido
morto, liberando milhdes de basididsporos sob condi¢cbes favoraveis de umidade e
temperatura entre 20-25°C (Delgado-Ospina et al., 2021), o que contribui para rapida
disseminagao da doenga em campo.

O manejo de M. perniciosa é realizado com praticas culturais como as podas
fitossanitarias que removem os tecidos infectados das plantas (Alves et al., 2009);
com o uso de clones resistentes; BRS Careca, BRS Fartura, BRS Duquesa, BRS
Curinga e BRS Golias, todas desenvolvidas pela Embrapa Amazonia Oriental, que
apresentam resisténcia a M. perniciosa (Alves et al., 2020);

Além disso, o controle bioldgico tem sido explorado com o uso de fungos
antagonistas, como Trichoderma stromaticum, componentes de produto comercial

Tricovarb, registrado para controle da vassoura-de-bruxa em cacau (Agrofit, 2024).
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Contudo, até o momento ndo ha produtos registrados no Ministério da agricultura,
pecuaria e abastecimento (MAPA) para controle da doenga em cupuaguzeiro, o que
reforga a necessidade de novas alternativas para o manejo sustentavel.

Dentre os microrganismos com potencial de biocontrole de fitopatégenos,
destacam-se os fungos endofiticos que colonizam os tecidos vegetais sem causar
danos aparentes ao hospedeiro (Alan et al., 2021). Esses organismos tém despertado
grande interesse por estimularem o crescimento das plantas e atuarem como agentes
de biocontrole e indutores de resisténcia a estresses bidticos e abidticos nas plantas
(Bogas et al., 2022, Wen et al., 2022).

Em espécies do género Theobroma, estudos tém demonstrado que fungos
endofiticos isolados de cupuaguzeiro, apresentam potencial para inibir M. perniciosa
in vitro, reforgando seu papel promissor como agentes de biocontrole.

A compreensdo da diversidade de fungos endofiticos associados ao T.
grandiflorum é fundamental, uma vez que a variagao taxondmica e funcional dessas
comunidades influencia diretamente as interagdes entre hospedeiro e
microrganismos, bem como o potencial metabdlico e ecolégico desses fungos
(Banhos et al., 2014). A diversidade endofitica é um fator determinante na estabilidade
e na resiliéncia do microbioma vegetal, contribuindo para o equilibrio ecolégico e para
a protecao das plantas contra patégenos e estresses ambientais (Arnold et al., 2003;
Hardoim et al., 2015; Christian et al., 2017).

espécies tropicais demonstram que comunidades endofiticas altamente
diversas apresentam maior capacidade de adaptacdo a diferentes condigdes
ambientais e de oferecer beneficios ao hospedeiro, como inducido de resisténcia e
promocao de crescimento vegetal (Porras et al., 2011) Essa diversidade esta
relacionada a fatores como a identidade do hospedeiro, a parte da planta colonizada
(folhas, caules, frutos ou raizes), além de condigdes edaficas e microclimaticas (Sing
et al., 2017; Trivedi et al., 2020; Schonroggue et al., 2021).

Assim, o estudo da diversidade endofitica em T. grandiflorum é essencial nédo
apenas para compreender as relagdes ecoldgicas da microbiota amazénica, mas
também para identificar isolados promissores com potencial de uso em estratégias
sustentaveis de manejo fitossanitario, especialmente no controle biolégico de M.
perniciosa (Hanada et al., 2010; Rubini et al., 2005)

Diante da importancia da cultura do cupuagu para a bioeconomia regional, e o

impacto que a vassoura-de-bruxa representa para esta cultura, este trabalho teve
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como objetivo estudar a diversidade de fungos endofiticos associados ao
cupuaguzeiro e avaliar o potencial desses microrganismos na inibicado de M.

perniciosa in vitro.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K.Schum

O cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum) é uma arvore frutifera Amazonica, da
familia Malvaceae, distribuida espontaneamente no Norte do Brasil (Ducke, 1953). O
fruto € conhecido por seu sabor exético, com aroma acido e intenso (Costa et al.,
2022), e possui potencial econémico, sendo amplamente utilizada nas industrias de
alimentos e de cosméticos (Mota et al., 2020; Costa et al.,2020).

Theobroma grandiflorum é uma espécie perene, diploide (2n=20) (Kuhn et al.,
2010), em condi¢des naturais pode apresentar altura média de 15 a 25 m e tronco reto
com 25 a 30 cm de didmetro (Souza et al., 2017). No cultivo doméstico, as plantas
podem atingir até 8 m de altura e copa com didametro de até 7 m, tendo formato variavel
em funcdo do manejo (Souza et al.,, 2017; de Souza., 2024). O sistema radicular
apresenta raiz pivotante e, nos primeiros 20-25 cm de profundidade do solo,
desenvolve uma grande quantidade de raizes laterais ou secundarias (Souza et al.,
2017).

Os frutos apresentam coloragdo cor marrom, com cerca de 12-25 cm de
comprimento e variam de 1 a 2 kg de peso médio, as sementes sao recobertas por
uma espessa polpa mucilaginosa, de cor marfim (Pereira et al., 2018 ), sendo o
principal produto da cultura. A farinha derivada da casca do cupuagu apresenta um
excelente valor nutricional, sendo rica em carboidratos e fibras, e pode ser utilizada
em diversas preparacdes para alimentagdo humana e animal (Silva et al., 2022). E
possivel substituir parcial ou totalmente a farinha de trigo pela farinha da casca do
cupuagu no preparo de paes, cookies e outras massas (Curimbaba et al., 2020; Silva
etal., 2022). As sementes também podem ser utilizadas para produzir o cupulate, uma
alternativa ao chocolate tradicional (Souza et al,.2020; Colli et al., 2023).

A comercializagdo dos frutos ocorre em feiras livres e mercados, e a polpa
congelada € destinada para agroindustrias de doces, iogurtes, supermercados,
restaurantes, entre outros (Souza et al., 2020).

Conforme os dados do Instituto de Desenvolvimento Agropecuario e Florestal

Sustentavel do Estado do Amazonas (IDAM) de 2023, o cultivo de cupuagu no Estado


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996922008225#b0140
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996922008225#b0140
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996922008225#b0140
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do Amazonas contou com 4.090 agricultores familiares e gerou aproximadamente
uma safra de 4.845,75 de frutos. Em 2024, o cultivo de cupuagu manteve o mesmo
numero de agricultores familiares, com produgao estimada em 2.880,43 mil frutos
colhidos e 2.762,73 mil frutos comercializados, alcangando uma producio total de
4.845,75 mil frutos no quatro trimestre.

2.2. Vassoura-de-Bruxa

A vassoura-de-bruxa causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa, € considerada
a principal doenga do cupuaguzeiro, e tem gerado perdas significativas de
produtividade em plantacdes comerciais, consorciadas ou individuais de cupuacgu
(Aime et al., 2005; Ferraz et al., 2022).

No Brasil a vassoura-de-bruxa esta presente nos estados do Acre, Amazonas,
Bahia, Espirito Santo, Mato grosso, Minas gerais, Para e Rondbdnia (Souza Filho et
al., 2021), bem como em paises como Bolivia, Colémbia, Republica Dominicana,
Equador, Guiana Francesa, Granada, Panama (Sul do Canal do Panama), Peru,
Santa Lucia, Sao Vicente, Suriname, Trinidad e Tobago e Venezuela (Souza Filho
2021).

Moniliophthroa perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora 2005 (Marasmiaceae) foi
primeiramente descrito como Marasmius perniciosus (Stahel., 1915), e posteriormente
posicionado para o género Crinipellis por Singer (1942), com base na morfologia
basidiomatal. Em 2006, Aime e Phillips-Mora, reclassificaram o género em
Moniliophthora perniciosa, com base em extensivas analises filogenéticas de cinco
regides génica nucleares (28S rDNA, 18S rDNA, ITS, RPB1, e EF1-alpha) (Aime et
al., 2005).

De acordo com sua adaptacao a diferentes hospedeiras, Moniliophthora perniciosa
tem sido classificada em distintos biétipos. O biétipo C compreende isolados que
infectam plantas da familia Malvaceae, incluindo Theobroma grandiflorum,
Theobroma cacao e Herrania spp. O bidtipo S é associado a espécies da familia
Solanaceae, enquanto o biétipo B infecta Bixa orellana (Bixaceae). Ja o biotipo L esta
relacionado a hospedeiras da familia Bignoniaceae (Liana spp.), € o biétipo H é
especifico para membros da familia Malpighiaceae (Lisboa et al., 2020).0 fungo tem
parasitismo hemibiotroficos, a fase biotrofica, coloniza os tecidos meristematicos da
planta de forma intercelular, por meio de um micélio monocariético, e sem sintomas

aparentes (Sena et al.,2014), causando alteracdes fisiolégicas e morfolégicas que
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ocorrem na planta, como a perda de dominancia apical e brotagdes anormais,
resultando no surgimento das vassouras verdes (Falcao et al., 2022) (Figura 1).

A infecgdo ocorre nas regides meristematicas, como gemas axilares e apicais,
causando hipertrofia, com brota¢cdes vegetativas deformadas e entrends curtos as
quais, apos um més, secam, interferindo significativamente na area fotossintética da
planta (Alves et al., 2009). Nas almofadas florais, o fungo induz agrupamentos de
flores com tamanhos anormais, que secam precocemente, porém ficam aderidas a
planta. Frutos pequenos podem aparecer na extremidade dos pedunculos, que ficam
alongados e quebradigos.

Em frutos jovens, ocorre a formagdo anormal, endurecimento, parada de
crescimento e mumificacdo, que nao chegam a maturidade e ficam aderidos a planta
por longo tempo. Quando a infecgédo dos frutos € tardia, préximo da absciséo, a
maturagao pode ser completada, porém a polpa e as sementes ficam comprometidas
(Alves et al., 2009). A disseminagao dos basidiésporos é realizada pelo vento e agua
da chuva até os sitios de infecg¢ao (Venturieri, 1993). O periodo de incubagao varia de
trés a quatro semanas em cupuagu, e de quatro a seis semanas em cacaueiro
(Venturieri, 1993).

Basidiosporos (n)
Basidiocarpos (2n) 7 P

Basididsporos germinados

“
Micélio monocarioticos (n)

A
‘g & 9
PN

=

Micélio dicaridtico (2n) A
Wl

“ormacao de grampos (2
Formagéo de grampos (2n)

Figura 1: Ciclo de vida de Moniliophthora perniciosa em Theobroma grandiflorum. Adaptado de
(Teixeira et al., 2015).



16

O manejo da doenga é feito com podas fitossanitarias, que tem o objetivo de
remover tecidos doentes e reduzir a presenca do patégeno na area de plantio. Essa
medida é realizada a cada dois meses, removendo as vassouras verdes e secas, além
dos frutos mumificados a 1,5 m de altura na planta. Além disso, sdo removidos da
area de plantio os restos de ramos, folhas, peciolos doentes e frutos mumificados, que
servirdao de fonte de indculo para proximas infecgdes. Apds a poda, sao aplicados
fungicidas a base de cobre no local do corte, para evitar entrada patégenos e reduzir
o indculo inicial (Gasparotto et al., 2001).

Devido a importancia social, econdmica e ambiental que o cupuaguzeiro
desempenha na regido Amazobnica, estudos que visem o desenvolvimento desta
cultura sdo de grande interesse para o incremento da cadeia produtiva de forma

sustentavel.

2.3. Fungos Endofiticos

O termo endofitico esta relacionado a microrganismos que habitam tecidos
internos de plantas, em algum momento do seu ciclo de vida, incluindo bactérias,
fungos, virus, protozoarios ou microalgas, estabelecendo uma relagdo simbidtica e
mutualistica, sem causar alteragdes morfoldégicas ou sintomas visiveis em suas
hospedeiras (Wen et al., 2022). Estes fungos e as plantas terrestres interagem ha
aproximadamente 400 milhdes de anos, e estabelecem uma relacido de simbiose, que
resulta em efeito benéficos para a planta como, inducdo de resisténcia sistémica
contra patégenos e estimulacado do crescimento (Farhat et al., 2023).

Os fungos endofiticos tém despertado o interesse de pesquisadores pelos
beneficios que podem trazer para plantas cultivadas e pelo potencial para prospecgao
de moléculas de interesse biotecnolégico (Muhammad et al., 2024). Estes séo
capazes de produzir metabdlitos de diferentes classes, como alcaloides, flavonoides,
esteroides, compostos fendlicos, e alguns destes com atividade antimicrobiana e
aplicagao farmacoldégica (Wen et al., 2022).

Os endofiticos podem ser transmitidos de uma planta para outra, de forma
horizontal ou verticalmente. A transmissao horizontal ocorre quando os propagulos
vegetativos ou esporos produzidos pelo endofitico se espalham sobre uma populagao

de plantas, pelo ar ou por algum vetor, enquanto a transmissao vertical consiste na


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/growth-stimulation
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transferéncia dos fungos para a progénie da planta por meio de sementes (Baron et
al., 2022).

Os fungos endofiticos podem ser classificados com base em seu padrao
reprodutivo e na especificidade em relacdo ao hospedeiro. Os membros da familia
Clavicipitaceae, por exemplo, sdo endofitos especificos de gramineas, podendo
colonizar tanto os tecidos aéreos quanto as raizes de seus hospedeiros. Esses fungos
sao transmitidos por vias horizontal e vertical (Alam et al., 2021; Barao et al., 2022).
Por outro lado, os endoéfitos que ndo pertencem a familia Clavicipitaceae sdo mais
amplamente distribuidos, ocorrendo em diversos grupos de plantas, incluindo
espécies vasculares e ndo vasculares (Bamisile et al., 2018).

As plantas hospedeiras fornecem aos fungos endofiticos os nutrientes necessarios
para sobreviver, e os fungos endofiticos retribuem auxiliando no seu crescimento,
desenvolvimento e adaptagdo, por meio do aumento da absor¢ao de nutrientes,
modulando o crescimento das plantas e mitigando os estresses bidticos e abidticos
por meio da antibiose, ativagao da resisténcia sistémica induzida e regulagao das vias
biossintéticas relacionadas ao estresse (Baron et al., 2022; Wang et al., 2023; Barros
et al., 2023; Segaran et al., 2019).

2.4. Efeito dos fungos endofiticos sobre as plantas

Um estudo da comunidade endofitica associada a plantas de cupuacu e cacau,
realizado por (Hanada et al., 2010), obteve 13 isolados distribuidos em cinco géneros
com potencial de biocontrole da podridao-preta, causada pelo patégeno Phytophthora
palmivora, o que demonstra a riqueza de possibilidades biotecnoldgicas associadas a
essas comunidades.

Os endofiticos tém sido amplamente utilizados como recursos microbianos
promissores e sustentaveis para agricultura, com atividade favoravel a promogao do
crescimento das plantas, como biofertilizantes ou agentes de biocontrole de doencgas
sem prejudicar o ambiente (Bingzhu et al., 2020).

O controle biolégico é a redugdo da quantidade de indculo ou da atividade
causadora de doengas de um patégeno, realizada por um ou mais organismos que
nao sejam humanos. A definicdo acima de controle biolégico foi proposta por Cook e
Baker (1983). Isso pode ser executado por (1) introdu¢cao de uma cepa avirulenta ou
menos virulenta do patégeno no campo agricola (2) aplicagdo de micrébios
antagénicos ou produtos microbianos e (3) manobra do sistema de defesa da planta

hospedeira contra patégenos (Alabouvette et al., 2006). O conceito de antagonismo


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/abiotic-stress
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/abiotic-stress
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/antibiosis
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/anabolism
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/anabolism
https://link-springer-com.ez2.periodicos.capes.gov.br/article/10.1186/s41938-022-00547-1#ref-CR88
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microbiano opera em uma interacao direta entre diferentes microbios, seja impondo
parasitismo, seja pela competicdo pelo nicho, seja pela secre¢cdao de certos
componentes antimicrobianos.

Fungos dos géneros Aspergillus, Alternaria, Mucor, Steganosporium e Phoma,
apresentam tolerancia a toxicidade de metais em ambientes poluidos, e podem
resgatar plantas dos efeitos negativos do estresse induzido por metais, ativando as
vias de biossintéticas de produgao de hormoénios, responsivos ao estresse e sistemas
antioxidantes, para promover o crescimento e a tolerancia e reduzir o acumulo de
metais, tornando as plantas mais seguras para o consumo (Bilal et al., 2019).

Em ensaios com plantas de girassol (Helianthus annuus) e soja (Glycine max), foi
observado uma melhoria no crescimento quando inoculadas com uma cepa
termotolerante de Aspergillus niger (MH577053) sob estresse térmico a 40 °C, sendo
uma alternativa para proteger as plantagdes dos estresses ambientais (Ismail et al.,
2020).

Endofiticos isolados de orquideas (Anoectochilus roxburghii e Ludisia),
Chaetomium globosum (J162) e Colletotrichum gloeosporioides (J211) promoveram
crescimento de forma significativa de plantas de A. roxburghi, melhorando o peso
fresco total e o peso seco, com pesos secos totais 12,50 e 13,75% maiores que as
plantas controle. Estes estudos sugerem que fungos endofiticos sdo benéficos para
as plantas melhorando a qualidade e o rendimento (Ye et al., 2020).

Outras espécies fungicas como Acrocalymma vagum, Setophoma terrestris,
Fusarium oxysporum e Pyrenophora gallaeciana, promoveram o crescimento de
Brassica rapa, B. napus, B. nigra, B. juncea e B. carinata, devido a producdo de
auxinas, sideroforos, solubilizagdo de fosforo ou atividade de celulase, xilanase ou
amilase (Poveda et al.,2022). Isolados endofiticos de Curvularia lunata (NRRI EF-11)
e Hypocreales sp. (NRRI EF-8) apresentaram aumento da produtividade do arroz
(Oryza sativa L) devido a produgéo de acido indol acético (IAA) e fosfato inorganico
(IP) (Jena et al., 2024), demonstrando que em alguns casos os endofiticos podem
influenciar positivamente o crescimento das plantas.

2.5. Efeito de fungos endofiticos sobre fitopatégenos

Os fungos endofiticos podem produzir compostos bioativos com propriedades
antibacterianas, inseticidas e antifungicas, reduzindo o crescimento de fitopatégenos
(Farhat et al., 2023). Também induzem o sistema de defesa da hospedeira por meio

da modulagao dos niveis de fito-horménios, inibicdo direta por meio da competicao
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por espaco e nutrientes, micoparasitismo ou antibiose, ou indireta por meio da indug¢ao
de resisténcia (Latz et al., 2018; Pavithra et al., 2020; Wagar et al., 2024).

Fungos endofiticos dos géneros Colletotrichum, Botryosphaeria, Xylaria e
Phomopsis, foram obtidos a partir de folhas e ramos de plantas de cacau, e
restringiram o crescimento in vitro em 40%, 65% e 27% contra Phytophthora
palmivora, Moniliophthora roreri € M. perniciosa, respectivamente (Mejia et al., et
al.2008).

Da mesma forma (Silva Santos et al., 2022) observaram que os fungos endofiticos
utilizados no trabalho Colletotrichum siamense e Diaporthe masirevicii, provenientes
de folhas sadias de planta de camardo mexicana (Justicia brandegeana) mostraram
inibicdo in vitro com taxas de inibigdo variando entre 68,19 e 54,21% contra o
fitopatégeno Fusarium oxysporum. Ja em experimentos em casa de vegetacao foi
possivel observar os efeitos promotores de crescimento desses endofiticos e a
supressao dos sintomas de F. oxysporum em plantas de tomateiro.

Da mesma forma 1 6 8 isolados endofiticos foram isolados de planta de acai e
testados para controlar o crescimento de Colletotrichum gloeosporioides, entretanto
apenas 151 foram capazes de inibir o crescimento do fitopatdgeno, destacando-se
géneros de Colletotrichum, Phomopsis, Pestalotiopsis, Nigrospora, Geotrichum,
Penicillum, Guignardia, Acremonium, Daldinia e Paecilomyces (Peters et al., 2020).

Em outros trabalhos o fungo endofitico Lasiodiplodia pseudotheobromae inibiu
significativamente o crescimento in vitro de Fusarium oxysporum (70 £ 0,15%)
Rhizoctonia solani (66 0,1%), e Macrophomina faseolina (54 + 0,1%) O fungo
endofitico recobrindo completamente o patdégeno em apenas 72 horas (Segaran et
al.,2023).

Em folhas sadias provenientes de batata o fungo endofitico Talaromyces muroii
(SD-14 ) inibiu 69,19% da taxa de crescimento micelial do patégeno Alternaria
alternata in vitro, obtendo também bons resultados em experimento em campo,
reduzindo a severidade da doenga demonstrando o potencial de biocontrole contra a
doenca mancha foliar da batata (Zhang et al., 2024).

O uso de fungos endofiticos como agentes de biocontrole de fitopatdégenos pode
ser uma alternativa para a agricultura sustentavel (Segaran, 2019). O estimulo a
pesquisa cientifica atual esta voltado para a conscientizacdo sobre a importancia da
sustentabilidade, visando a protegcdo do meio ambiente e a reducao de impactos

negativos da agricultura convencional (Baron et al., 2021).



20

3. OBJETIVOS
3.1. Geral

Estudar a diversidade de fungos endofiticos associados a plantas de
cupuaguzeiro sadias e com sintomas de vassoura-de-bruxa, e avaliar o potencial

desses fungos como agentes de biocontrole de Moniliophthora perniciosa.

3.2. Objetivos especificos

1. Isolar e identificar os microrganismos endofiticos cultivaveis a partir de
plantas de cupuaguzeiro com e sem sintomas de vassoura-de-bruxa.

2. Inferir sobre a diversidade de fungos endofiticos associados a plantas
de cupuacuzeiro, com e sem sintomas de vassoura-de-bruxa.

3.  Testar o potencial dos fungos endofiticos como agentes de biocontrole
de Moniliophthora perniciosa in vitro.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta de material e isolamento de fungos endofiticos

As coletas foram realizadas em areas produtoras de cupuagu nos municipios de
Manaus (CEPLAC: 2°33'32”S 60°01°33.78”W), Presidente Figueiredo (2°03’10”S
59°4’06”W) e Itacoatiara (Novo remanso) no estado do Amazonas.

Em cada area foram selecionadas aleatoriamente cinco plantas de cupuagu com
e sem sintomas da doenga vassoura-de-bruxa. Foram coletadas 10 folhas,
depositadas em saco de papel e transportadas para o Laboratorio de Microbiologia e
Fitopatologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias/lUFAM, onde foi realizado o
isolamento dos fungos endofiticos.

O isolamento seguiu o método descrito por (Santos et al., 2020), inicialmente,
as folhas foram lavadas em agua corrente e depois secas em temperatura ambiente
(£ 26 °C). De cada planta, foram selecionadas trés folhas sem danos visiveis, e cada
folha foi dividida em quatro quadrantes. De cada quadrante retiraram-se trés
fragmentos de 1 cm?, totalizando 12 fragmentos por folha, que foram submetidos a
desinfestacao superficial em etanol 70% por 1 minuto, seguida de hipoclorito de sddio
(NaCl) a 1,5% por 1 minuto, e, finalizando com trés lavagens em agua destilada

esterilizada.

Apos a desinfestacao, as bordas dos fragmentos foram removidas, obtendo
as amostras de 0,5 cm?,em seguida foram plaqueados em placas de Petri de 8cm de

didmetro, contendo meio BDA (Batata-Dextrose-Agar; Millipore, Darmstadt,
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Alemanha) suplementado com 250 gm L-1 de clorafenicol (Amresco, Solon, OH,
EUA). A eficiéncia da desinfestacao foi verificada pela deposicao de uma aliquota de
50 yL da agua usada na ultima lavagem dos fragmentos em meio de cultura BDA. As
placas foram mantidas incubadora B.O.D (Tecnal) a 28 °C, na auséncia de

fotoperiodo.

ApoOs 24-48 horas em B.O.D foi realizada a repicagem dos primeiros
fragmentos de hifa para novas placas contendo o mesmo meio de cultura para o
desenvolvimento das colbnias. Os isolados obtidos foram agrupados em morfotipos
de acordo com as caracteristicas morfolégicas das colbnias e estruturas reprodutivas,
que foram observadas em laminas de microscopia contendo corante azul de algodao
(1%) em lactofenol, usando um microscépio de luz (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)
sob objetiva de 40X.

Para manter a uniformidade genética dos isolados, foram obtidas culturas
monosporicas de cada morfotipo (Pinho et al., 2016), preservados pelo método de
Castellani (Castellani, 1939) e mantidas na colegcédo de isolados do Laboratério de
Microbiologia e Fitopatologia da UFAM. O isolado de Moniliophthora perniciosa foi
cedido pela Embrapa Amazénia Ocidental.

4.2. Identificagao molecular dos isolados endofiticos e de Moniliophthora

perniciosa

4.2.1. Extragao do DNA

O DNA foi obtido a partir de culturas monospéricas com dez dias de cultivo em
placas de Petri contendo meio BDA, seguindo o protocolo proposto por Doyle e Doyle
(1987). O micélio de cada isolado foi removido da superficie da colénia com o auxilio
de uma espatula estéril, macerado com nitrogénio liquido, homogeneizado com
detergente CTAB (brometo de cetil-trimetilaménio). A mistura foi incubada em banho-
Maria a 37 °C durante 30 minutos. Apds o resfriamento em temperatura ambiente, os
DNAs foram extraidos com cloroférmio e alcool isoamilico (24:1 v/v), precipitado com
isopropanol, e lavado com etanol 75%. A ressuspensao foi realizada com agua
ultrapura (30 pL).

A concentracdo e a qualidade dos DNAs extraidos foi determinada em
espectrofotdbmetro (Nanodrop® 2000c), através da razao A260nm/A280nm, e em
eletroforese em gel de agarose (0,8%). A concentragao final dos DNAs foi ajustada

para 10 ng/ul e estes foram armazenados a temperatura de 4 °C para posterior uso.
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4.2.2. PCR e sequenciamento

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) foi realizada para amplificar a regiao
genbmica parcial do espagador interno transcrito (ITS do rDNA) com os
oligonucleotideos ITS1 e ITS4(ITS1F 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'/ITS4R-
5TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') (WHITE et al,1990). As amostras foram
preparadas em volume final de 12 pl, contendo 1 ul de DNA, 2,4 ul de tampao incolor
GoTaqg® Flexi (5X) (Promega,Madison, WI,USA), 0,8 ul de MgCI2 (25 mM), 0,5 pl de
dNTPs (10 mM), 0,5 pl de cada iniciador (10 uM), 0,12 ul da enzima GoTaq® DNA
polimerase (Promega, Madison, WI,USA) e 6,18 ul de agua ultrapura.

A reacdo de PCR foi realizada em termociclador (Thermo Scientific, Waltham,
MA,USA) , nas seguintes condigdes: etapa inicial de 5 min a 94 °C, seguida de 35
ciclosde 30sa 94 °C,30sa52°Ce 30sa72°C, euma etapa final de 10 min a 72
°C. Para excluir a possibilidade de contaminagdo dos reagentes, foram preparados
controles negativos substituindo o DNA pela agua usada na reagéo.

Os amplicons gerados foram verificados em gel de agarose (1%) corado com Gel
Red™ (Biotium, Fremont,CA,USA), usando marcador de peso molecular de 100 pares
de base (Sinapse Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil).

Os produtos de PCR foram purificados com 4 pul de Exosap (Thermo
Scientific,Waltham,MA,USA), posteriormente foram levados para o termociclador nas
seguintes condi¢des para a purificagao: 37 °C/30 min, 80 °C/15 min, 10 °C/1 min. O
sequenciamento Sanger foi realizado utilizando o kit BigDye® Terminator (v3.1 Cycle
Sequencing, CA,USA), para um volume final de 10 ul. Os produtos da PCR foram
precipitados com EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) e etanol (EtOH), e
ressuspendidos em 10 uL de formamida Hi-Di. As leituras dos produtos de PCR foram
feitas em sequenciador automatico ABI 3130 (Applied Biosystems Foster,City,
CA,USA) no Laboratério de Biodegradagao da UFAM.

Somente isolados obtidos de plantas sadias, coletadas no municipio de
Presidente Figueiredo, foram submetidos ao sequenciamento para identificagdo dos
géneros, devido a baixa qualidade dos DNAs obtidos de isolados de plantas doentes
desta localidade. Os Isolados estao preservados no laboratério de Microbiologia e

Fitopatologia da UFAM para posteriores analises.
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4.2.3. Andlises filogenéticas

Os eletroferogramas obtidos no sequenciamento foram analisados com o
programa SeqAssem® (Hepperle, 2004). As sequéncias obtidas foram comparadas
com sequéncias de ITS depositadas no GenBank do NCBI (National Center for
Biotechnology Information) utilizando a ferramenta BLAST (Nilsson et al., 2019).

As sequéncias ITS dos fungos endofiticos deste trabalho e sequéncias referéncias
que apresentaram as maiores percentagem de identidade no BLAST, foram alinhadas
com o algoritmo Clustalw (Thopson et al.,1997), implementado no programa
MEGA12(Tamura et al., et al.2016). As filogenias foram construidas para o filo
Ascomycota, utilizando o método de maxima verossimilhangca RAXMLHPC v.8 no
XSEDE 8.2.12 (Stamatakis, 2014), pelo portal CIPRES (Schwartz et al., 2011). A
arvore filogenética foi visualizada wusando o software FigTree v1.4.3
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/), e editada no software Inkscape 0.92 (https:
/llinkscape.org/). As sequéncias dos fungos endofiticos deste estudo foram

depositadas no GenBank, conforme anexo 1 (Tabela S1)

4.3. Andlises de diversidade e composi¢ao taxonémica

A andlise da diversidade e da composig¢ao taxonémica dos fungos endofiticos foi
realizada com base nos dados obtidos a partir do sequenciamento molecular e do
isolamento. Os isolados foram identificados até o nivel de género e, quando possivel,
até o nivel de espécie. A partir dessas identificagcdes, foram construidas tabelas de
abundancia para cada municipio amostrado, discriminando entre os fendtipos de
plantas de cupuacuzeiro consideradas saudaveis e aquelas com sintomas de
doencgas.

Essas tabelas foram utilizadas para analises comparativas da composi¢ao
taxondmica e da diversidade entre os municipios e os fendtipos. A composicao
taxondmica foi representada graficamente com barplots utilizando o pacote ggplot2
(Wickham, 2016) RStudio (versdo 1.2.5042; R Core Team, 2020), permitindo a
visualizacao clara da distribuicdo dos géneros em cada condi¢ao avaliada.

As estimativas de diversidade foram calculadas com base na diversidade alfa,
que representa a diversidade média de espécies dentro de um local ou unidade
amostral. Foram utilizadas curvas de rarefagdo (interpolagcdo) e extrapolagao

baseadas nos numeros de Hill (Hill, 1973), que integram a riqueza e a abundancia
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relativa das espécies. Nesse contexto, os valores de g indicam diferentes
sensibilidades as espécies raras ou abundantes, onde g = 0: riqueza de espécies
(todas as espécies contam igualmente), g = 7: indice de Shannon-Wiener (espécies
sdo ponderadas pela abundéncia), g = 2: indice de Simpson (maior peso para
espécies mais abundantes).

As estimativas foram obtidas utilizando os pacotes vegan (Oksanen et
al.2019) e iNEXT (Chao et al., 2016) no software R. Os numeros de Hill, sdo
estimativas de dados empiricos que tendem a ser uma funcao crescente do esforco
amostral e sdo usados para caracterizar a diversidade taxondémica filogenética e
funcional (Chao, 2014). Hill (1973) integrou riqueza e abundancia de espécies em uma
classe de medidas que atualmente € chamada Hill numeros, onde q = 0 corresponde
a riqueza de espécies, q = 1 Entropia de Shannon - Wiener e q = 2 Simpson.

4.4. Avaliacao do potencial de biocontrole de Moniliophthora perniciosa por
fungos endofiticos in vitro

A avaliagéo do potencial dos fungos endofiticos na inibi¢do do crescimento de
M. perniciosa in vitro foi verificada com um ensaio de culturas pareadas descritos por
Dennis et al.,(1971). Os fungos endofiticos e o fitopatdgeno foram cultivados durante
sete dias em placas de Petri contendo meio de cultura BDA, acondicionados em BOD
a 28 °C. Para os ensaios foram usadas placas de Petri de 8 cm de didametro contendo
0 mesmo meio de cultura de B.D.A.

Em cada placa, foi depositado um disco de micélio do fitopatdgeno e um disco
de cultura do endofitico em dire¢cbdes opostas, distantes 1 cm da borda da placa, e
mantidas em BOD a 28 °C, até que um dos tratamentos alcance as bordas da placa.
Foram avaliados 132 isolados de fungos endofiticos com o delineamento inteiramente
ao acaso, com trés repeticbes. A testemunha consistiu em discos de cultura do
fitopatdégeno que foram pareadas com discos de meio de cultura BDA. As avaliagdes
foram realizadas a cada 24 horas. Foram avaliados trés tipos de interacdes entre os
fitopatdogenos e os fungos endofiticos, conforme definido por Meija et al., (2008): i)
antibiose (caracterizada pela presenga de uma zona de inibigéo entre o endofitico e o
patdgeno; ii) competicdo por substrato (maior crescimento de um organismo por
outro); e iii) neutra (crescimento similar de ambos os organismos). O crescimento
radial do patégeno em relagao ao endofitico foi determinado pela férmula Inibi¢cao (%)
=R-r /R *100 (Lee, et al.,2014):

Onde:
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R = crescimento radial do patdégeno na placa controle;

r = crescimento radial do patégeno em culturas pareadas.

Os dados foram submetidos a analise de variancia dos (ANOVA) seguida pelo
teste de Tukey (5%) utilizando o pacote Agricolae no programa R (Mendiburu, 2013)
Rstudio verséo 1.2.5042 (R Core Team., 2020).

5. RESULTADOS
5.1. Isolamento e identificagao dos isolados
A partir de plantas de T. grandiflorum com e sem sintomas de vassoura-de-
bruxa, foram obtidos 347 isolados de fungos endofiticos, distribuidos em 13 géneros:
Colletotrichum, Daldinia, Lasiodiplodia, Fusarium, Nigrospora, Pestalotiopsis,
Diaporthe, Hypoxylon, Phomopsis, Calonectria, Endomelanconiopsis, Aspergillus,
Periconia (Figura 1), na arvore filogenética foram colocados um individuo

representante de cada género encontrado.

Todos os isolados pertencem ao filo Ascomycota, com representantes nas
classes Sordariomicetes, Dothideomycetes, Eurotiomycetes e um representante da
Ordem Xylariares, que nao foi possivel identificar em nivel de género (Tabela 1). Vale
ressaltar que somente isolados obtidos de plantas sadias, coletadas no municipio de
Presidente Figueiredo, foram submetidos ao sequenciamento para identificagdo dos
géneros, devido a baixa qualidade dos DNAs obtidos de isolados de plantas doentes
desta localidade. Os Isolados estao preservados no laboratério de Microbiologia e

Fitopatologia da UFAM para posteriores analises.
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Figura 2: Arvore filogenética maximoverossimilhanga baseada no sequenciamento da regido ITS
do rDNA de fungos endofiticos pertencentes ao filo Ascomycota, isolados de Theobroma

grandiflorum.

Tabela 1. Identificacdo dos fungos endofiticos

Theobroma grandiflorum.

isolados de tecidos vegetais de

Classe Ordem Familia Género N°
Sordariomycetes | Glomerellales Glomerellaceae Colletotrichum 86
Sordariomycetes | Diaporthales Diaporthaceae Diaporthe 134
Sordariomycetes | Hypocreales Nectriaceae Fusarium 4
Sordariomycetes | Diaporthales Diaporthaceae Phomopsis 12
Sordariomycetes | Xylariales Hypoxylaceae Hypoxylon 6
Sordariomycetes | Xylariales Hypoxylaceae Daldinia 16
Ascomycetes Xylariales Xylariaceae N.I 2
Dothideomycetes | Botryosphaeriales | Botryosphaeriac

eae Lasiodiplodia 50
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Dothideomycetes | Botryosphaeriales | Endomelanconio | Endomelanconio

psidaceae psis 3
Sordariomycetes | Xylariales Sporocadaceae Pestalotiopsis 21
Sordariomycetes | Trichosphaeriales | Trichosphaeriace

ae Nigrospora 8
Sordariomycetes | Hypocreales Nectriaceae Calonectria 2
Dothideomycetes | Pleosporales Periconiaceae Periconia 1
Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus 2
Numero total de isolados 347

N°: numero de isolados obtidos por género
N.I: ndo identificado

5.2. Analise da composicao taxonomica e diversidade

A composicdo taxondmica dos fungos endofiticos isolados de T. grandiflorum
variou entre plantas sadias e doentes nos diferentes municipios avaliados (Figura 2).
Em Itacoatiara, observou-se maior abundancia dos géneros Diaporthe e Lasiodiplodia
tanto em plantas sadias quanto doentes, com predominancia de Diaporthe nas plantas
sadias de Manaus e Itacoatiara. Contudo, alguns géneros, como fusarium, foi

exclusivo para plantas doentes.

Em Manaus, a comunidade fungica apresentou composicdo semelhante,
destacando-se Diaporthe, Lasiodiplodia e Endomelanconiopsis. Em Presidente
Figueiredo, a diversidade foi menor, com predominancia de Colletotrichum em plantas
doentes e auséncia desses géneros nas sadias, por outro lado, Lasiodiplodia foram
encontrados apenas em plantas doentes, ndo havendo géneros exclusivos das

plantas sadias nesse local.

Essas diferengas indicam que a composi¢cédo de fungos endofiticos varia tanto em
funcao do fendtipo da planta (sadia e doente) quanto do local de coleta, sugerindo
influéncia das condigbes ambientais e do estado fitossanitario sobre a comunidade

fungica associada ao cupuacguzeiro.
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Figura 3: Composicao taxondmica de fungos endofiticos obtidos de Theobroma grandiflorum,
obtidos de plantas doentes (vassoura-de-bruxa).

A comparacgao dos indices de diversidade alfa revelou variagdes significativas
na composi¢cdo das comunidades de fungos endofiticos associadas a Theobroma
grandiflorum, considerando diferentes municipios e estados fitossanitarios. Com
relacdo a riqueza de espécies (q = 0), as amostras de plantas sadias de Itacoatiara
apresentaram o maior valor (g, = 10,0), seguidas pelas plantas doentes de Manaus
(o = 9,0), indicando a presenca de um maior numero de taxons distintos nessas

localidades (Tabela 2).

Para o indice de Shannon (q = 1), que leva em conta tanto a riqueza quanto a
equitatividade das espécies, os maiores valores foram observados em plantas sadias
de Presidente Figueiredo (q; = 5,8) e em plantas doentes de Manaus (q; = 5,7). As
demais amostras apresentaram valores mais baixos, variando entre q; = 3,1 e q; =
3,7. No caso da diversidade de Simpson (q = 2), que atribui maior peso as espécies

mais abundantes, as plantas sadias de Presidente Figueiredo também se destacaram
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(92 = 5,1), seguidas pelas plantas doentes de Manaus (g, = 4,5). Nas demais
localidades, os valores oscilaram entre q, = 2,3 e g, = 2,9, indicando comunidades

mais dominadas por poucas espécies.

Esses resultados indicam que a condicdo fitossanitaria das plantas nao
influenciou de forma uniforme a diversidade endofitica. Embora plantas sadias de
Itacoatiara tenham apresentado maior riqueza (q,), as plantas doentes de Manaus e
as sadias de Presidente Figueiredo apresentaram os maiores valores para os indices
que consideram a abundancia relativa das espécies (g, € q.), sugerindo comunidades

mais equilibradas e diversas nesses contextos.
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Tabela 2. indices de diversidade alfa da comunidade de fungos endofiticos obtidos de

Theobroma grandiflorum, doentes e sadias no Amazonas.

Procedéncia

Fendtipo

N° de Riqueza Shannon Simpson
(AM) isolados | (q0) (@) (a2)
Itacoatiara Doente 105 4.0 3.1 2.9
Itacoatiara Sadia 55 10.0 3.7 2.3
Manaus Doente 99 9.0 5.7 4.5
Manaus Sadia 30 6.0 3.5 2.5
Presidente Sadia 58 7.0 5.8 5.1

Figueiredo
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Figura 4: Curvas de rarefagédo (linhas continuas) e extrapolagédo (linhas tracejadas) da
diversidade de fungos endofiticos isolados de Theobroma grandiflorum em diferentes
municipios do Amazonas.

As curvas de rarefacao e extrapolacao (Figura 3) corroboram os padrbées
observados nos indices de diversidade alfa apresentados na Tabela 2. Observa-
se que as plantas sadias de Itacoatiara e as plantas doentes de Manaus exibiram
maior riqueza de espécies (q = 0), com curvas em ascensao, sugerindo que o
esfor¢co amostral realizado nessas localidades ainda nao foi suficiente para captar

completamente a diversidade endofitica presente.

Por outro lado, as curvas correspondentes as plantas sadias de Manaus e
de Presidente Figueiredo apresentaram tendéncia a estabilizacdo (platd),
indicando que a maioria das espécies endofiticas ja foi amostrada nessas
condicdes. Esses resultados evidenciam ndo apenas variagdes na riqueza e na
composi¢cao das comunidades fungicas entre os diferentes grupos analisados,
mas também apontam para niveis distintos de saturagdo amostral, o que deve ser

considerado na interpretacdo da diversidade observada.

31
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5.3 Avaliagao do potencial de biocontrole in vitro de Moniliophthora
perniciosa por fungos endofiticos

Foram avaliados 132 isolados endofiticos obtidos de plantas de cupuacguzeiro,
sadias e doentes com vassoura-de-bruxa, quanto ao potencial de inibicdo do
crescimento micelial de M. perniciosa in vitro, usando a técnica de pareamento de
colbénias. Foram observados mecanismo de competi¢cao por nutrientes e espaco, nao

sendo observada inibigao do fitopatdgeno por meio de antibiose.

Foi possivel observar que os fungos endofiticos avaliados apresentaram
velocidade de crescimento micelial superior a M. perniciosa, em um intervalo de trés
a cinco dias, para que a coldnia do endofitico atingisse a borda da placa de Petri
(Figura 4), enquanto para o fitopatdgeno esse periodo foi em torno de 10 dias,
sugerindo uma maior habilidade competitiva por nutrientes por parte dos endofiticos
(Figuras 4, 5,6, e 7).

Figura 5: Teste de inibicdo de crescimento micelial de Moniliophthora perniciosa por fungos
endofiticos do género Colletotrichum sp.
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Figura 6: Teste de inibicdo de crescimento micelial de Moniliophthora perniciosa por fungos
endofiticos do género Diaporthe sp.

Figura 7: Teste de inibicdo de crescimento micelial de Moniliophthora perniciosa por fungos
endofiticos do género Lasiodiplodia sp.
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Figura 8: Teste de inibicdo de crescimento micelial de Moniliophthora perniciosa por fungos
endofiticos dos géneros: (A) Daldinia sp., (B) Fungo da familia Xilaryales, nao identificado, C)
Nigrospora sp.

Foram avaliados isolados endofiticos dos géneros Lasiodiplodia (10 isolados),
Colletotrichum (20), Diaporthe (28), Daldinia (4), Nigrospora (2), Phomopsis (1),
Hipoxylon (1), um isolado da familia Xylariales e 66 isolados que n&o foram
identificados molecularmente e nao apresentaram estruturas reprodutivas que

permitissem a identificagao morfolégica (Tabela 3).

Houve uma ampla variagao na inibi¢do do crescimento micelial do fitopatégeno
pelos diferentes géneros testados. Para o género Lasiodiplodia, a porcentagem de
inibicao variou de 93,3% LMF_UFAM_16.4a 35,8% LMF_UFAM_14, seguido pelos
isolados de Colletotrichum com 90,2% LMF_UFAM_14.3 a LMF_UFAM_1.1,
Diaphorte com 91.1% LMF_LMF_UFAM 7. Os isolados nao identificados com 90.7%
LMF_UFAM_15.16 e 0% LMF_UFAM_16 de inibigao.

Tabela 3. Porcentagem de inibicdo de crescimento micelial de Moniliophthora
perniciosa por fungos endofiticos obtidos de plantas de Theobroma grandiflorum.

Numero Cddigo Género % Inibicao

1 9.2 Lasiodiplodia sp. 69,2 abcdefg
2 9.4 Lasiodiplodia sp. 56,9 abcdefg
3 9.1 Lasiodiplodia sp. 74,2abcdefg
4 9.3 Lasiodiplodia sp. 71,2abcdefg
5 12a Lasiodiplodia sp. 76,1abcdefg
6 5.1 Lasiodiplodia sp. 59,6abcdefg
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7 101 Lasiodiplodia sp. 54 ,4abcdefg
8 14 Lasiodiplodia sp. 35,8abcdefg
9 16.16 Lasiodiplodia sp. 72,9abcdefg
10 16.4 Lasiodiplodia sp. 93,3a

11 1.5 Colletotrichum sp. 59,6abcdefg
12 1.2 Colletotrichum sp. 30,0abcdefg
13 1.9 Colletotrichum sp. 12,1efg

14 1.1 Colletotrichum sp. 2,49

15 2.6 Colletotrichum sp. 17,8cdefg
16 2.11 Colletotrichum sp. 43,3abcdefg
17 15.2 Colletotrichum sp. 52,6abcdefg
18 14.8 Colletotrichum sp. 73,8abcdefg
19 13.1 Colletotrichum sp. 79,9abcdef
20 15.12 Colletotrichum sp. 76,4abcdefg
21 13.29 Colletotrichum sp. 82,2abcdef
22 15.1.3 Colletotrichum sp. 88,3abc

23 15.9 Colletotrichum sp. 20,8bcdefg
24 21.12 Colletotrichum sp. 88,4abc

25 21.18 Colletotrichum sp. 85,9abcd

26 15.3 Colletotrichum sp. 86,3abcd

27 21.7 Colletotrichum sp. 33,0abcdefg
28 21.11 Colletotrichum sp. 24 4abcdefg
29 14.03 Colletotrichum sp. 90,2ab

30 46 Colletotrichum sp. 20,9bcdefg
31 18.8 Nisgropora sp. 26,3abcdefg
32 18.2 Nisgropora sp. 41,4abcdefg
33 26 Diaporthe sp. 31,6abcdefg
34 1.3 Diaporthe sp. 88,1abc

35 4.1 Diaporthe sp. 87,7abc

36 22.a Diaporthe sp. 30,0abcdefg
37 18.1b Diaporthe sp. 40,4abcdefg
38 7 Diaporthe sp. 0,0g

39 22 Diaporthe sp. 8,29

40 18.1 Diaporthe sp. 27 ,5abcdefg
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41 27 Diaporthe sp. 8,9fg

42 2.2 Diaporthe sp. 28,3abcdefg
43 2.13 Diaporthe sp. 22,2abcdefg
44 1.8 Diaporthe sp. 25,2abcdefg
45 12.2 Diaporthe sp. 88,6abc

46 12.9 Diaporthe sp. 38,1abcdefg
47 10.5 Diaporthe sp. 32,3abcdefg
48 9.3 Diaporthe sp. 81,2abcdef
49 1.7 Diaporthe sp. 19,9bcdefg
50 1.2 Diaporthe sp. 17,6cdefg
51 1.0 Diaporthe sp. 91,1ab

52 10.5 Diaporthe sp. 40,3abcdefg
53 12.4 Diaporthe sp. 40,2abcdefg
54 13.24 Diaporthe sp. 82,7abcde
55 13.17 Diaporthe sp. 84 ,4abcde
56 16.20 Diaporthe sp. 69,2abcdefg
57 16.23 Diaporthe sp. 19,8bcdefg
58 7.2 Diaporthe sp. 11,4efg

59 29 Daldinia sp. 34,5abcdefg
60 1.9 Daldinia sp. 24 5abcdefg
61 23 Daldinia sp. 27,8abcdefg
62 30 Daldinia sp. 52,0abcdefg
63 31 Phomopsis sp. 45,3abcdefg
64 6.0a Xylariales 14,8defg

64 15b Hypoxylon sp. 5,99

66 96 (N&o identificado) 4,09

67 82 (Nao identificado) 2,49

68 1.6 (Nao identificado) 26,4abcdefg
69 102 (Nao identificado) 27,3abcdefg
70 91 (Nao identificado) 20,3bcdefg
71 125 (Nao identificado) 29,1abcdefg
72 72 (Nao identificado) 21,0bcdefg
73 121 (Nao identificado) 21,4bcdefg
74 131 (Nao identificado) 15,4defg
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75 72 (Nao identificado) 22,9abcdefg
76 29.1 (Nao identificado) 18,0cdefg
77 19.3 (Nao identificado) 34,2abcdefg
78 6.1 (Nao identificado) 8,29

79 13.1 (Nao identificado) 10,8fg

80 231 (Nao identificado) 9,1fg

81 80 (Nao identificado) 24 5abcdefg
82 16 (Nao identificado) 0,09

83 194 (Nao identificado) 15,5cdefg
84 25.1 (Nao identificado) 21,2bcdefg
85 12.3 (Nao identificado) 38,2abcdefg
86 10.3 (Nao identificado) 28,9abcdefg
87 16.3 (Nao identificado) 73,5abcdefg
88 5.1 (Nao identificado) 36,3abcdefg
89 12.2 (Nao identificado) 36,5abcdefg
90 22 (Nao identificado) 88,3abc

91 2 (Nao identificado) 13,5efg

92 11.1 (Nao identificado) 38,3abcdefg
93 5.2 (Néo identificado) 22,3abcdefg
94 6.2 (Nao identificado) 18,0cdefg
95 3.1 (N&o identificado) 20,3bcdefg
96 21 (Nao identificado) 27,2abcdefg
97 31.3 (Nao identificado) 15,1defg

98 3.3 (N&o identificado) 22,4abcdefg
99 154 (Nao identificado) 15,6cdefg
100 19.2 (N&o identificado) 22,6abcdefg
101 33.1 (Nao identificado) 19,0bcdefg
102 16.1 (Nao identificado) 28,9abcdefg
103 21.15 (Nao identificado) 28,9abcdefg
104 17.9 (Nao identificado) 86,5abcd
105 21.7 (Nao identificado) 26,7abcdefg
106 15.16 (Nao identificado) 90,7ab

107 21.6 (Nao identificado) 20,2bcdefg
108 17.4 (Nao identificado) 80,3abcdef
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109 18.1 (Nao identificado) 76,2abcdefg
110 17.7 (Nao identificado) 80,9abcdef
111 13.19 (Nao identificado) 27 ,5abcdefg
112 13.10.2 (Nao identificado) 48,2abcdefg
113 12.3 (Nao identificado) 32,8abcdefg
114 11.6 (Nao identificado) 42,9abcdefg
115 11.3 (Nao identificado) 45,3abcdefg
116 11.07 (Nao identificado) 36,7abcdefg
117 10.6 (Nao identificado) 28,2abcdefg
118 14.7 (Nao identificado) 32,9abcdefg
119 13.7 (Nao identificado) 38,1abcdefg
120 2.28 (Nao identificado) 86,3abcd
121 14.8 (Nao identificado) 62,6abcdefg
122 11.1 (Nao identificado) 87,0abcd
123 4.2 (Nao identificado) 60,8abcdefg
124 1.5 (Nao identificado) 12,8efg

125 1.2 (Nao identificado) 18,4bcdefg
126 2.15 (Nao identificado) 26,2abcdefg
127 2.21 (N&o identificado) 27,2abcdefg
128 71 (Nao identificado) 19,1bcdefg
128 14 (N&o identificado) 24 8abcdefg
129 2.3 (Nao identificado) 27,3abcdefg
130 16 (Nao identificado) 13,5defg
131 1.8 (N&o identificado) 9,3fg

132 14 (Nao identificado) 12,7efg




39

6. DISCUSSAO
6.1 Analises Filogenéticas e Distribuicao Taxonémica

A analise filogenética confirmou que os isolados endofiticos obtidos de T.
grandiflorum pertencem ao filo Ascomycota, distribuidos principalmente nas Classes
Sordariomyctes, Dothiedeomycetes e Eucariomycetes, sendo essas as dominantes
entre os fungos endofiticos (Sadeghi et al., 2019; De Carvalho et al., 2021). A
identificacdo de 13 géneros com predominancia de Diaporthe, Colletototrichum e
Lasiodiplodia, reforgam o padrao ja descrito para as espécies do género Theobroma,
em que esses géneros sao relatados como endofiticos (Hanada et al., 2010;
Degambada et al., 2023).

O dominio do filo Ascomycota em comunidades endofiticas tem sido relatada
em diversos estudos. Em um levantamento realizado por Rungjindamai e Jones
(2024), o numero de endofiticos do filo Ascomycota detectados em diferentes
trabalhos, varia de 50 a 99.6%. As razdes para essa dominancia podem estar
relacionadas com o procedimento de isolamento de meio de cultura usado, periodo
de incubacgao, crescimento lento de basidiomicetos, identificacdo de isolados nao
esporulados, competicdo endofitica e interagdo fungo-planta hospedeira.

Em plantas de T. cacao, foram identificados 137 isolados de fungos endofiticos,
pertencentes a nove taxons distribuidos em nove familias do filo Ascomycota
(Gorguette et al.,2025). Hanada et al (2010) obtiveram 160 isolados a partir de plantas
de T. cacao e T. grandifloorum, todos pertencente ao filo Ascomycota. Estes
resultados reforcam a dominéncia de representantes deste filo em plantas do género
Theobroma.

Nossos resultados confirmam esse padrdo, demonstrando que,
independentemente da localidade e do fenétipo das plantas, o filo Ascomycota pode
ser predominante, como ja esperado para comunidades endofiticas altamente
diversas (Chen et al.,2024).

O agrupamento consistente dos isolados com sequéncia de referéncia de seus
respectivos géneros, sustentado por altos valores de bootstrap, valida a identificagao
molecular em nivel de género, baseada na regiao ITS.

O género Diaporthe sp. foi predominante em plantas sadias e doentes de
Cupuacuzeiro, com 134 isolados, onde também foram identificados isolados da fase

assexual Phomopsis sp (12 isolados). Este género é relatado como saprofitos,
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endofitico e fitopatégeno, tendo uma ampla gama de hospedeiras (Gomes et al.,
2013). Como enddfitico, € reconhecido como produtor de enzimas e metabdlitos
secundarios com atividade antimicrobiana e citotoxica (Wei et al., 2023).
Recentemente o género Diaporthe foi reestruturado com base em analises
filogenéticas e multigenes (Dissanayake et al., 2024), sendo estabelecidos 15
complexos de espécies, distribuidos em sete secoes.

Apesar deste género ser reconhecidamente um endofitico em diversas espécies
vegetais (Murali et al., 2006; Botella et al.,2011; Gomes et al, 2013; Lambert et al.,
2023), incluindo plantas de cacau (T. cacao), onde o fungo é descrito como endofitico
em folhas (Rubini et al.,2005) e em frutos (Alvarez-Romero et al., 2025), também é
relatado como fitopatégeno em cacau (Puig et al., 2023) sendo a espécie D. tulliensis
causadora de lesbes em frutos.

Nao foram encontrados trabalhos relatando o género Diaporthe como endofitico
em cupuaguzeiro (T. grandiflorum), no entanto a fase assexual Phomopsis sp, €
relatada como agente causal da Mancha de Phomopsis em plantas de cupuagu, de
ocorréncia generalizada em cultivos no Amazonas, causando manchas circulares de
coloragao parda, podendo reduzir a area fotossintética das plantas e causar danos a
producao (Lima e Souza, 1998).

No presente trabalho, as amostras utilizadas para isolamento dos fungos nao
apresentavam danos visiveis ou sintomas foliares, permitindo reafirmar a condigao
endofitica dos isolados obtidos. Resultados semelhantes foram descritos para espécie
Copaifera langsdorffii e C. pubiflora, em que o género Diaporthe foi o mais abundante,
sem evidéncias de patogenicidade (De carvalho et al., 2021).

O género de Colletotrichum sp., foi o segundo mais abundante nas amostras
analisadas, com 86 isolados identificados. Este género interage com inumeras plantas
hospedeiras, como fitopatdgeno ou comumente como endofitico. Nao se sabe se
estes modos ecoldgicos contrastantes sdo estratégias opcionais expressas por
espécies individuais de Colletotrichum ou se a ecologia de uma espécie é
explicitamente patogénica ou endofitica (Rojas et al., 2010; Gal et al., 2022).

Rojas et al., (2010) identificaram diferentes clados de Colletotrichum em plantas
de T. cacao, utilizando analises multilocus usando os genes e ITS e teff para
caracterizar isolados sintomaticos e assintomaticos do fungo. Foram identificados
quatro clados, denominados de A e D. O clado A incluiu isolados de Colletotrichum
gloeosporioides; o clado B, isolados de C. boninense; enquanto os clados C e D
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agruparam isolados nao identificados a nivel de espécie. Estes autores ainda
descreveram duas novas espécies, C. tropicale e C. ignotum, que sdo assintomaticos
em plantas de cacau, e C. theobromicola, que esta associada a lesdes foliares e
antracnose em frutos de cacaueiro.

E possivel que dentre os isolados de Colletotrichum obtidos neste estudo, incluam
espécies reconhecidamente patogénicas as plantas do género Theobroma, como C.
theobromicola, e outras assintomaticas com comportamento endofitico. O uso
exclusivo da regido ITS para a identificagdo dos isolados n&o foi suficiente para
distinguir as espécies do género Colletotrichum associadas as plantas de
cupuaguzeiro. Para uma delimitagdo mais precisa, sera necessario o sequenciamento
de genes adicionais e a realizacao de analises filogenéticas multilocus mais robustas.

De forma semelhante, Lasiodiplodia sp., € um género comum em regides tropicais
e subtropicais, conhecido por seu comportamento patogénico, mas que também pode
atuar como endofitico (Salvatore et al., 2020). No presente trabalho, a auséncia de
sintomas associados ao género sugere que ele atua endofiticamente em folhas de
cupuacguzeiro, por outro lado em plantas de cajueiro esse fungo foi associado a
doencga conhecida como gomose do cajueiro, sendo 37 isolados identificados através
da regido espacgadora transcrita ITS e TEF-a, conforme os autores é recomendavel o
uso de varios loci para delimitagdo de novas espécies de Lasiodiplodia sp. Incluindo
ITS, tef1-a, rpb2 , cmdA (Dianda et al., 2025) e B-tubulina(BT2) (Bautista et al., 2019).

Apesar dessas limitacbes na identificacdo molecular, a analise dos indices de
diversidade alfa e curvas de rarefacao permitiu compreender o comportamento
ecologico das comunidades endofiticas associadas as plantas de T. grandiflorum.
Essas métricas revelam padrdes de estrutura, equilibrio e potencial de diversidade
dentro das comunidades fungicas, independentemente da resolugao taxonémica das
especies.

As curvas de rarefacao e extrapolacdo que permanecem ascendente reforcam a
subestimacio da diversidade real, indicando que o esforco amostral ndo capturou
completamente o conjunto de espécies endofiticas associadas ao cupuaguzeiro, um
padrao comum em estudos com comunidades microbianas tropicais. A analise da
diversidade alfa também auxilia na compreensdo da relagdo entre os fungos
endofiticos e M. perniciosa. A maior diversidade observada em plantas sadias de
Presidente Figueiredo pode refletir comunidades endofiticas mais estaveis e

competitivas, capazes de limitar a colonizagdo do patégeno por meio de exclusao
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competitiva e producdo de metabdlitos antagonistas, conforme ja relatado para
espécies endofiticas de Theobroma cacao (Arnold et al., 2003; Mejia et al., 2008).

Por outro lado, o aumento da diversidade em plantas doentes de Manaus pode
indicar uma resposta da microbiota endofitica ao estresse causado pela infecgdo, uma
vez que alteragdes fisiologicas e metabdlicas no hospedeiro podem favorecer o
estabelecimento de novos taxons (Christian et al., 2017).

Esses resultados reforcam que a diversidade microbiana associada ao
cupuaguzeiro desempenha papel relevante na dinamica da vassoura-de-bruxa. A
manutencido de comunidades endofiticas diversas e equilibradas pode contribuir para
a resisténcia natural das plantas, enquanto disturbios causados pela infeccdo de M.
perniciosa podem modificar a estrutura dessas comunidades.

Assim, compreender essa interacdo € fundamental para o desenvolvimento de
estratégias de manejo sustentavel e biocontrole, considerando o potencial ecoldgico

dos fungos endofiticos na supressao de patogenos (Villavicencio et al., 2020).

7. Avaliacao do potencial de biocontrole de Moniliophthora perniciosa por
fungos endofiticos in vitro

Os fungos endofiticos Lasiodiplodia sp. (93%) Diaporthe sp. (90%), e
Colletotrichum sp (90%) demonstraram alto potencial para o biocontrole de
Moniliophthora perniciosa in vitro, com base na porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial. Especificamente, o desempenho de Lasiodiplodia pode ser
atribuido ao seu rapido crescimento e elevada capacidade competitiva, o que favorece
a ocupacgao do substrato e exclusdo de patdégenos por competicdo por espaco e

nutrientes (Salvatore et al., .2020).

Em Cannabis sativa, Lasiodiplodia brasiliensis apresentou 90% de inibicdo da
podridao do caule causada pelo fungo Sclerotium rolfisii, degradando a
parede celular de fungos fitopatogénicos pela producao de metabolitos secundarios
como [B-1,3-glucanase e quitinase (Seemakram et al., 2024).

Lasiodiplodia sp. foi relatado como o uUnico isolado capaz de inibir os patdgenos
Alternaria alternata, Botrytis cinera e Penicillium digitatum, algando mais de 90% de
inibicdo do crescimento micelial dos fitopatdégenos fungico por competigéo por espacgo
(Du et al., 2022).

O género Diaporthe apresentou 90% de inibicdo do crescimento micelial de M.
perniciosa (Tabela 3). Conforme Abramczyk et al.,(2022) o rapido crescimento dos



43

endofitico permitiu a ocupagcdo do espagco e a limitagdo do crescimento do
fitopatdgeno bem como os isolados de Diaporthe reduziram o crescimento micelial de
todos os fitopatogenos; Virticillium dahliae (20,68%), Botrytis cinerea (29,20%),
Fusarium avenaceum (33,40%), F. sprotrichioides (27,84%), Alternaria alternata
(32,04%) e Trichothecium roseum (40,68%), destacando a competicdo por espacgo
como o principal mecanismo de antagonismo.

O género Diaporthe é ainda reconhecido pela produgdo de metabdlitos, incluindo
Acetol, acido acético e acido hexandico, associados a atividades antimicrobiana
(Rashid et al.,2021). Um levantamento recente relatou 335 metabdlitos desse género,
classificados como policetideos, terpenoides, esteroides, macrolideos, lactonas,
alcaloides, flavonoides e acido graxos (Hilario et al.,2022), o que evidencia o potencial
biotecnoldgicos desses endofiticos.No caso de Colletotrichum sp., embora a analise
estatistica tenha indicado desempenho inferior em relagdo em relagdo a Lasiodiplodia
e Diaporthe, alguns isolados também se destacaram, como o LMF_UFAM_14 03, que
alcangou 90,2% de inibicao, enquanto o isolado LMF_UFAM_1_1 apresentou apenas
2,4% (Tabela 3). Essa variabilidade pode ser explicada por varios fatores, pois
especies distintas de Colletotrichum produzem diferentes perfis de metabolitos
secundarios com capacidade antifungica variadas (Narayanan et al., 2024).

O fungo Colletotrichum gloeosporioides foi isolado de Camelia sinensis (Cha) e
demonstrou potencial antagonista sobre Pestalotiopsis theae (64%) e para
Colletotrichum camelliae (37%) restringindo o crescimento micelial dos patdégenos por
competicdo por crescimento (Rabha et al., 2014). Uma reviséo recente mostrou que
isolados de Colletotrichum endofiticos possuem diversidade quimica como
antimicrobianos, antifUngicos e antioxidantes (Zakaria et al., 2025),isso sugere que
isolados como o LMF_UFAM 14 03 podem produzir metabolitos em maior
quantidade ou de estrutura mais eficiente contra M. perniciosa, enquanto outros, como
o LMF_UFAM_1_1, podem produzir poucos ou compostos menos ativos.

De modo geral, os resultados evidenciam que os isolados de Lasiodiplodia
apresentaram desempenho mais consistente, seguido por Diaporthe que também
demonstrou elevado potencial competitivo, enquanto que os isolados de
Colletotrichum exibiram maior variabilidades nos efeitos inibitorios, embora ainda
sejam necessarios estudos complementares para identificar com maior precisdo as

especies envolvidas, caracterizar sua capacidade de producdo de metabdlitos
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bioativos, compreender as interagées com a planta hospedeira e avaliar sua eficiéncia

em ensaios in vivo.
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8. CONCLUSAO

A comunidade de fungos endofiticos associada ao cupuaguzeiro apresenta
diversidade significativa. A condigao fitossanitaria da planta e Municipio e o local
de coleta ndo influenciou a diversidade dos isolados. Os géneros Lasiodiplodia,
Diaporthe e Colletotrichum se destacaram nao apenas pela frequéncia, mas
também pelo potencial de biocontrole contra Moniliophthora perniciosa, com
percentuais de inibicdo do crescimento micelial superiores a 90% para os melhores
isolados, 0 mecanismo de antagonismo predominante foi a competi¢ao por espago
e nutrientes. Os fungos endofiticos nativos do cupuaguzeiro, especialmente dos
géneros Lasiodiplodia e Diaporthe apresentaram maiores percentuais de inibigao

do patégeno, podendo ser utilizados para estudos futuros.
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ANEXO

Tabela 1. Numeros de depdsito no GenBank das sequéncias ITS dos isolados endofiticos de

Theobroma grandiflorum. geradas neste estudo.

Isolados Cddigo N° de acesso do Genbank
Colletotrichum sp. 1 LMF_UFAM1 PV642805
Colletotrichum sp. 2 LMF_UFAM1_1b PV642806
Colletotrichum sp. 3 LMF_UFAM1_2a PV642807
Colletotrichum sp. 4 LMF_UFAM1_2b PV642808
Colletotrichum sp. 5 LMF_UFAM1_5a PV642809
Colletotrichum sp. 6 LMF_UFAM1_6a PV642809
Colletotrichum sp. 7 LMF_UFAM18 PV642828
Colletotrichum sp. 8 LMF_UFAM21 PV642830
Colletotrichum sp. 9 LMF_UFAM46 PV642847
Colletotrichum sp. 10 LMF_UFAM21_18 PV642861
Colletotrichum sp. 11 LMF_UFAM10_1b PV642866
Colletotrichum sp. 12 LMF_UFAM10_4 PV642868
Colletotrichum sp. 13 LMF_UFAM11_1a PV642869
Colletotrichum sp. 14 LMF_UFAM15_3a PV642890
Colletotrichum sp. 15 LMF_UFAM15b PV642891
Colletotrichum sp. 16 LMF_UFAM2_7 PV642899
Colletotrichum sp. 17 LMF_UFAM2_10_2 PV642900
Colletotrichum sp. 18 LMF_UFAM13_2 PV642906
Colletotrichum sp. 19 LMF_UFAM13_30_2 PV642909
Colletotrichum sp. 20 LMF_UFAM14_2 PV642910
Colletotrichum sp. 21 LMF_UFAM15_5 PV642911
Diaporthe sp. 1 LMF_UFAM_4_1b PV642812
Diaporthe sp. 2 LMF_UFAM7 PV642816
Diaporthe sp. 3 LMF_UFAM8a PV642817
Diaporthe sp. 4 LMF_UFAM17_1 PV642826
Diaporthe sp. 5 LMF_UFAM18_1a PV642827
Diaporthe sp. 6 LMF_UFAM20a_m PV642829
Diaporthe sp. 7 LMF_UFAM22a PV642831
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Diaporthe sp. 8 LMF_UFAM22b PV642832
Diaporthe sp. 9 LMF_UFAM26a PV642836
Diaporthe sp. 10 LMF_UFAM26b PV642837
Diaporthe sp. 11 LMF_UFAM27a PV642838
Diaporthe sp. 12 LMF_UFAM27b PV642839
Diaporthe sp. 13 LMF_UFAM3_1 PV642844
Diaporthe sp. 14 LMF_UFAM27_1 PV642845
Diaporthe sp. 15 LMF_UFAM42_2 PV642846
Diaporthe sp. 16 LMF_UFAMA47_1 PV642848
Diaporthe sp. 17 LMF_UFAM47_2 PV642849
Diaporthe sp. 18 LMF_UFAM_N9 PV642852
Diaporthe sp. 19 LMF_UFAM_N12 PV642854
Diaporthe sp. 20 LMF_UFAM12_8 2 PV642857
Diaporthe sp. 21 LMF_UFAM16_10 PV642858
Diaporthe sp. 22 LMF_UFAM16_19 2 PV642859
Diaporthe sp. 23 LMF_UFAM16_20 PV642860
Diaporthe sp. 24 LMF_UFAM103_2 PV642882
Diaporthe sp. 25 LMF_UFAM7_3 PV642888
Diaporthe sp. 26 LMF_UFAM1_7 PV642897
Diaporthe sp. 27 LMF_UFAM2_2 PV642898
Diaporthe sp. 28 LMF_UFAMS8_1 PV642902

Diaporthe sp. 29 LMF_UFAM10_5 PV642903
Diaporthe sp. 30 LMF_UFAM12_1 PV642904

Diaporthe sp. 31 LMF_UFAM12_2_2 PV642905
Diaporthe sp. 32 LMF_UFAM13_20_1 PV642907
Diaporthe sp. 33 LMF_UFAM13_29 PV642908
Pestalotiopsis sp. 1 LMF_UFAM2_1b PV642862

Pestalotiopsis sp. 2 LMF_UFAM7_2 PV642864

Pestalotiopsis sp. 3 LMF_UFAM9 2 PV642865
Pestalotiopsis sp. 4 LMF_UFAM12_1b PV642870

Pestalotiopsis sp. 5 LMF_UFAM13_2a PV642871

Pestalotiopsis sp. 6 LMF_UFAM16_2b PV642872

Pestalotiopsis sp. 7 LMF_UFAM16_3 PV642873
Pestalotiopsis sp. 8 LMF_UFAM2_3 PV642884
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Pestalotiopsis sp. 9 LMF_UFAM24 PV642887
Lasiodiplodia sp. 1 LMF_UFAM9 2a m PV642818
Lasiodiplodia sp. 2 LMF_UFAM9_2b PV642819
Lasiodiplodia sp. 3 LMF_UFAM9 3 PV642820
Lasiodiplodia sp. 4 LMF_UFAM12a PV642821
Lasiodiplodia sp. 5 LMF_UFAM_N7 PV642851
Lasiodiplodia sp. 6 LMF_UFAM_N10 PV642853
Lasiodiplodia sp. 7 LMF_UFAM5_2 PV642856
Lasiodiplodia sp. 8 LMF_UFAM25_1cp PV642879
Lasiodiplodia sp. 9 LMF_UFAMA49 _1 PV642880
Lasiodiplodia sp. 10 LMF_UFAM49 2 PV642881
Lasiodiplodia sp. 11 LMF_UFAM14_4b PV642885
Lasiodiplodia sp. 12 LMF_UFAM9_2a PV642889
Lasiodiplodia sp. 13 LMF_UFAM5_1 PV642901
Lasiodiplodia sp. 14 LMF_UFAM16_4 PV642912
Daldinia sp. 1 LMF_UFAM23 PV642833
Daldinia sp. 2 LMF_UFAM_24 m PV642834
Daldinia sp. 3 LMF_UFAM24a PV642835
Daldinia sp. 4 LMF_UFAM29 PV642840
Daldinia sp. 5 LMF_UFAM30a PV642841
Daldinia sp. 6 LMF_UFAM30b PV642842
Aspergillus Flavus . 1 LMF_UFAM130_1 PV642883
Calonectria sp. 1 LMF_UFAM17_2a PV642874
Calonectria sp. 2 LMF_UFAM17_2b PV642875
Endomelanconiopsis sp. 1 | LMF_UFAM13a PV642822
Endomelanconiopsis sp. 2 | LMF_UFAM13b PV642823
Endomelanconiopsis sp. 3 | LMF_UFAM35a PV642893
Fusarium sp. 1 LMF_UFAM39_1b PV642894
Hypomontagnella sp. 1 LMF_UFAM7_1 PV642863
Hypoxylon sp. 1 LMF_UFAM5 PV642813
Hypoxylon sp. 2 LMF_UFAM15a_m PV642824
Hypoxylon sp.3 LMF_UFAM15b_m PV642825
Nigrospora sp. 1 LMF_UFAM_N5 PV642850
Nigrospora sp. 2 LMF_UFAM_N13 PV642855
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Nigrospora sp. 3 LMF_UFAM18_4 PV642876
Nigrospora sp. 4 LMF_UFAM20 1a PV642877
Nigrospora sp. 5 LMF_UFAM25_1 PV642878
Nigrospora sp. 6 LMF_UFAM20 2b PV642886
Onygenales sp. 1 LMF_UFAMS51b PV642896
Periconia sp . 1 LMF_UFAM26 PV642892
Phomopsis sp. 1 LMF_UFAM1_5b PV642810
Phomopsis sp. 2 LMF_UFAM31a PV642843
Phomopsis sp. 3 LMF_UFAM10_2a PV642867
Sordariomycetes sp. 1 LMF_UFAM44b PV642895
Xylariales sp . 1 LMF_UFAM6 PV642814
Xylariales sp . 2 LMF_UFAM6c PV642815
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