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RESUMO GERAL

Manihot esculenta Crantz ¢ uma espécie da familia Euphorbiaceae, possui caracteristicas de
planta arbustiva, que exibe um sistema radicular rico em amido e representa uma fonte de
carboidratos essenciais para alimentacdo humana e animal. As doencas radiculares podem ser
causadas por diversos agentes etiologicos, dentre estes, os fungos possuem um maior destaque,
devido a sua alta incidéncia e dificuldade de controle. Entre os patdégenos ja relatados como
causadores de podriddes radiculares na mandioca, podemos citar em maior destaque:
Phytophthora spp., Fusarium spp., Lasiodiplodia spp., Neocytalidium dimidiatum e
Macrophomina pseudophaseolina. Estudos tém evidenciado que varias espécies conhecidas
como patdégenos de plantas, também podem sobreviver como endoéfitos, estando presentes no
interior das plantas sem causar prejuizo ou dano aparente. Porém, em condi¢des de estresse do
hospedeiro, tais como pressao biologica de pragas, agentes patogénicos e estresses abidticos,
alguns fungos endofiticos podem passar a atuar como patdégenos oportunistas. Dessa forma,
véarias culturas de importancia agricola podem estar colonizadas por esses patdgenos
oportunistas. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi investigar a diversidade e avaliar a
patogenicidade de espécies de fungos endofiticos associados a raizes de mandioca sadias
cultivadas em dareas no estado de Pernambuco. As coletas foram realizadas em 12 é&reas
cultivadas, nas regidoes da Zona da Mata (Cha Grande, Primavera e Condado), no Agreste (Sao
Jodo e Garanhuns) e no Sertdo (Araripina) no estado de Pernambuco e foram encaminhadas ao
Laboratorio de Micologia Ambiental do Departamento de Micologia da Universidade Federal de
Pernambuco, onde foram realizados os isolamentos dos fungos endofiticos. As identificacdes dos
fungos foram baseadas em estudos da morfologia das estruturas vegetativas, bem como, em
analises moleculares. De acordo com dados encontrados no Fungal Database (https:/nt.ars-
grin.gov/fungaldatabases/), para selecdo dos isolados para andlises filogenéticas e teste de
patogenicidade, utilizou-se o critério de que os géneros selecionados ja foram relatados
associados a raizes de mandioca e frequentemente conhecidos por causarem podriddes de pds-
colheita. No teste de patogenicidade, os tratamentos foram representados por 12 espécies
contidas nos géneros de Neocosmospora, Acremonium, Penicillium, Aspergillus e Talaromyces.
As diferengas entre os tratamentos foram avaliadas com base no tamanho da lesdo. Os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade utilizando o programa SISVAR. Foram identificados 78 isolados
de fungos endofiticos pertencentes a 21 géneros. Dentre eles, estd o género Neocosmospora de
importancia agrondmica, conhecido por causar podriddo em raizes de mandioca. Também foram
obtidos géneros associados a podriddes pos-colheita como Penicillium, Aspergillus e

Talaromyces. Dois i1solados de uma possivel nova espécie de Aspergillus foram encontrados
(Aspergillus sp. 1 ARM 1078 e Aspergillus sp. 2 ARM 1082) formando um clado préximo de
Aspergillus iranicus. No teste de patogenicidade apesar de todos os isolados avaliados formarem
lesdo, os isolados Neocosmospora falciforme ARM 1104, Talaromyces lentulus ARM 1083 e
Aspergillus tabacinus ARM 1094 diferiram do controle quanto ao tamanho de lesdo causada,
dessa forma foram os isolados mais agressivos. Por fim, de acordo com os resultados obtidos
nesse estudo foi possivel verificar a relacdo entre isolados endofiticos e patogénicos em raizes de
mandioca em 4reas no estado de Pernambuco, e pode-se concluir que espécies ja relatadas como
fitopatogénicas podem ser encontrados em raizes assintomaticas.

Palavras-chaves: Manihot esculenta, patogenos latentes, pos-colheita.



GERAL ABSTRACT

Manihot esculenta Crantz is a species of the Euphorbiaceae family, has characteristics of a
bushy plant, which exhibits a root system rich in starch and represents a source of essential
carbohydrates for human and animal food. Root diseases can be caused by several etiological
agents, among which fungi have a greater prominence, due to their high incidence and difficulty
of control. Among the pathogens already reported as causing root rot in cassava, we can
highlight: Phytophthora spp., Fusarium spp., Lasiodiplodia spp., Neocytalidium dimidiatum and
Macrophomina pseudophaseolina. Studies have shown that several species known as plant
pathogens can also survive as endophytes, being present inside plants without causing harm or
apparent damage. However, under conditions of host stress, such as biological pressure from
pests, pathogens and abiotic stresses, some endophytic fungi may act as opportunistic pathogens.
Thus, several crops of agricultural importance may be colonized by these opportunistic
pathogens. Therefore, the objective of the present study was to investigate the diversity and
evaluate the pathogenicity of endophytic fungal species associated with healthy cassava roots
cultivated in areas in the state of Pernambuco. The collections were carried out in 12 cultivated
areas, in the regions of Zona da Mata (Cha Grande, Primavera and Condado), in the Agreste (Sao
Jodo and Garanhuns) and in the Sertdo (Araripina) in the state of Pernambuco and were sent to
the Laboratério of Micologia Ambiental from the Departamento of Micologia at the
Universidade Federal of Pernambuco, where the endophytic fungi were isolated. Fungal
identifications were based on studies of the morphology of vegetative structures, as well as
molecular analyses. According to data found in the Fungal Database (https:/nt.ars-
grin.gov/fungaldatabases/), the selection of isolates for phylogenetic analyzes and pathogenicity
testing used the criterion that the selected genera had already been reported associated with
cassava roots and often known to cause postharvest rot. In the pathogenicity test, the treatments
were represented by 12 species contained in the genera of Neocosmospora, Acremonium,
Penicillium, Aspergillus and Talaromyces. Differences between treatments were assessed based
on lesion size. Data were subjected to analysis of variance (ANOVA) and means were compared
by Tukey's test at 5% probability using the SISVAR program. A total of 78 endophytic fungal
isolates belonging to 21 genera were identified. Among them is the genus Neocosmospora of
agronomic importance, known to cause rot in cassava roots. Genera associated with postharvest
rot such as Penicillium, Aspergillus and Talaromyces were also obtained. Two isolates of a
possible new species of Aspergillus were found (Aspergillus sp. | ARM 1078 and Aspergillus sp.
2 ARM 1082) forming a clade close to Aspergillus iranicus. In the pathogenicity test, although
all isolates evaluated formed lesions, the isolates Neocosmospora falciforme ARM 1104,
Talaromyces lentulus ARM 1083 and Aspergillus tabacinus ARM 1094 differed from the control
in terms of the size of the lesion caused, thus they were the most aggressive isolates. Finally,
according to the results obtained in this study, it was possible to verify the relationship between
endophytic and pathogenic isolates in cassava roots in areas in the state of Pernambuco, and it
can be concluded that species already reported as phytopathogenic can be found in asymptomatic
roots.

Keywords: Manihot esculenta, latent pathogens, postharvest
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FILOGENIA E PATOGENICIDADE DE FUNGOS ENDOFITICOS ASSOCIADOS
A RAIZES DE MANDIOCA EM PERNAMBUCO

Introducao Geral
1. Mandioca (Manihot esculenta Crantz)

A mandioca também conhecida como aipim ou macaxeira, ¢ uma espécie vegetal
perene pertencente a familia Euphorbiaceae, € nativa da América do Sul (LI et al., 2010). De
origem Brasileira, ¢ consumida por mais de 800 milhdes de familias em todo o mundo
(SARAVANAN et al., 2016). Essa cultura apresenta importancia fundamental no cenario
agricola nacional e internacional, sendo utilizada na alimentacdo humana e animal. Além
disso, gera emprego e renda, principalmente nas regides Norte e¢ Nordeste do Brasil

(CARDOSO; SOUZA, 2000).

E uma espécie de elevada variabilidade genética e pode ser cultivada em inimeras
regioes, sendo empregada para diversas finalidades na industria (FERREIRA et al., 2008). A
mandioca encontra-se entre os alimentos ricos em amido mais consumidos do mundo, ficando
atras apenas do arroz e do milho (AJAYI, OLUTUMISE, 2018). Utilizada como matéria-
prima, a fécula da mandioca, ¢ incorporada no consumo de inimeros produtos, na industria de
massas, biscoitos, fermento, fabricacdo de papéis, colas, tintas e nos frigorificos para
conservas em geral (PONCE; RIBEIRO; TELLES, 2020; TONUKARI, 2004), como também
na produgao de etanol (FAO, 2015).

A estimativa de producao brasileira de raiz de mandioca para o ano de 2022, de
acordo com a ultima atualizagdo do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica-IBGE foi de
18,23 milhdes de toneladas, colhidas em area de 1,23 milhdao de hectares (CONAB, 2022). O
Nordeste se destaca com 20 % da produg@o nacional, chegando a aproximadamente quatro
milhoes de toneladas e o estado de Pernambuco encontrando-se entre os principais produtores

da regido (IBGE, 2020).

A cultura da mandioca necessita de temperaturas entre 20°C a 27°C, mas produz bem
entre as temperaturas de 16°C e 38° C. A faixa mais adequada de precipitagcdo para o
desenvolvimento da mandioca estda compreendida entre 1000 mm a 1500 mm por ano
(SOUZA; SOUZA, 2000). O plantio da mandioca ¢ realizado por propagacao vegetativa por

meio de manivas, que sdo segmentos da haste contendo de 5 a 7 gemas com tamanho e



diametro médio de 20 cm e 2,5 cm, respectivamente. Embora possua capacidade de se
desenvolver em ambientes com escassez de recursos, expressa Otimo rendimento quando
cultivada em solos bem drenados, profundos e fridveis, de textura média ou arenosa e terrenos
que ndo ultrapassem 5% de declividade, com pH do solo de 6,5, ou variando entre 5,5 ¢ 7,0

(MATTOS; CARDOSO, 2003).

A cadeia de produgdo nacional da mandioca no Brasil conta com uma participagdo de
76% da agricultura familiar (SOUZA et al., 2012). Porém, em geral, os sistemas de cultivo
empregados pela agricultura familiar, ocorrem com baixo nivel tecnoldgico e as variedades
utilizadas geralmente nao passaram por um processo formal de melhoramento genético, o que
acarreta em baixa produtividade, pois, estas apresentam em sua maioria suscetibilidade a

insetos-pragas e doencas (VIEIRA et al., 2015).

Portanto, apesar de sua rusticidade, varios fatores relacionados ao estresse biodtico e
abidtico, limitam o potencial produtivo da mandiocultura no Brasil (OLIVEIRA et al, 2013;
VENTURINI et al, 2015; VILAS-BOAS et al, 2016). Com destaque para os danos
relacionados as podriddes radiculares, que podem ocorrer tanto em pré quanto em pos-

colheita e ndo sdo devidamente quantificadas.

2. Doengas e as Podridoes radiculares

Dentre as principais doencas que acometem a cultura da mandioca estdo a bacteriose
ou murcha bacteriana, as viroses, superbrotamento, superalongamento, a antracnose e as
podriddes radiculares, sendo estas causadas por oomicetos € uma ampla gama de fungos

fitopatogénicos (BANDYOPADHYAY et al., 2006; FOKUNANG et al., 2000).

Os fungos fitopatogénicos destacam-se como os principais causadores de doenga
radiculares na cultura da mandioca (MSIKITA et al., 2005), mas ndo t€ém recebido a devida
atencdo quando comparadas aos fitopatogenos de doengas foliares. Isso deve-se,
principalmente, pelo fato dos sintomas primarios serem de dificil visualizacdo, pois a
podridao inicia-se abaixo do nivel do solo, dificultando a observag¢ao da doenca no campo, e a
complexidade dos fatores envolvidos na interacdo hospedeiro-patogeno-ambiente (MATTOS

et al., 2002; VIDAL et al, 2009; WHEELER; RUSH, 2001).

Diversas espécies de fungos ja foram associadas as podriddoes radiculares em
mandioca no Brasil, destacando-se, Lasiodiplodia spp., Fusarium spp., Macrophomina

phaseolina, Neoscytalidium dimidiatum, Nectria mauritiicola, Rosellinia sp. e Athelia rolfsii



(BRITO et al., 2020; FUKUDA, 1991; MACHADO et al., 2014; MASOLA JR; BEDENDO,
2005; MUNIZ et al., 2006; NOTARO et al., 2013; SERRA et al., 2009).

No geral, as podriddoes radiculares apresentam, como sintoma primario, o
apodrecimento das raizes e, como sintomas secundarios, o amarelecimento e a murcha da
parte aérea das plantas (MICHEREFF et al. 2005). Essas doengas sdo altamente destrutivas,
de dificil controle e podem ocorrer em qualquer estagio de desenvolvimento da planta, no
qual ataques severos conduzem as plantas a morte. Em alguns casos, tem-se observado perda
de toda a lavoura, com enorme prejuizo econdmico, principalmente em plantios conduzidos

em solos com ma drenagem (TREMACOLDI, 2016).

De acordo com o tipo de fitopatégeno que atua infectando as raizes de mandioca, as
podriddes podem ser divididas em trés grupos, sendo elas a podridao-mole, podridao-seca e
podridao-negra (MASSOLA et al., 2016; MIURA; MONTEIRO, 1997; VILAS BOAS et al.,
2017). Podridao-mole ¢ caracterizada por apresentar escurecimento dos tecidos afetados com
exsudagdo de liquido, odor fétido resultante da fermentacao e alteragdes na cor, o que pode
ser util para distinguir os patégenos envolvidos. Também podem estar apresentes estruturas
dos agentes causais como oosporos, esporangios e clamidosporos (BANDYOPADHYAY et
al., 2006; SHRESTHA et al., 2013). As principais espécies que causam podridao-mole estdo
inseridas nos géneros Phytophthora, Pythium, e Phytopythium sp. (COCK et al., 2015;
EMBRAPA, 2019; FIGUEIREDO; ALBUQUERQUE, 1970; POLTRONIERI et al., 1997).

A podriddo-seca ¢ representada tipicamente por estrias nas raizes e uma podriddo de
consisténcia seca, sendo representada por espécies de género de Fusarium (FIALHO;
VIEIRA, 2011; OLIVEIRA et al., 2013). Esse tipo de podridao costuma ser notado em areas
menos sujeitas ao encharcamento, com menor precipitagdo, mas também pode ser observada
nos meses de maior intensidade pluviométrica (TREMACOLDI, 2016). Ja a podridido-negra
tem como caracteristica lesdes internas secas e amareladas a acastanhadas que se tornam
enegrecidas com o progresso da doenga (BRITO et al., 2020). Os patogenos associados a
podriddo-negra sdo espécies de Lasiodiplodia euphorbicola, L. hormozganensis, L. parva, L.
pseudotheobromae, L. theobromae e Neoscytalidium dimidiatum (BARROS et al., 2014;
BRITO et al., 2020; MACHADO et al., 2014; MUNIZ et al., 2006; SILVA et al., 2017;
VILAS BOAS et al., 2017).

Além das podriddes, a mandioca pode ser infectada ainda no campo por fungos

oportunistas produtores de micotoxinas, que podem causar injurias no produto durante o



armazenamento. Essa situagdo também pode ocasionar varios problemas de saude quando a
raiz ¢ consumida (ADJOVI et al., 2015), devido aos metabolitos secundarios liberados por
esses organismos. Tais metabolitos sdo: aflatoxinas, fumonisinas, citrinina, patulina,
ocratoxina A, entre outros (FRISVAD et al., 2019; MUNAWAR et al., 2019; VASANTHI,
BHAT, 1998). Os principais géneros produtores de micotoxinas sao Aspergillus, Penicillium,

Talaromyces e Fusarium, (TANIWAKI et al., 2014).

3. Fungos endofiticos: conceito e intera¢cio com o hospedeiro

A biodiversidade de fungos no mundo foi estimada no ano de 2017: 2,2 a 3,8 milhdes
de espécies (HAWKSWORTH; LUCKING, 2017). Dentro dessa estimativa
aproximadamente um milhdo ¢ descrita como fungo endofitico (AZEVEDO, 2018). Segundo
Strobel et al (2004) em florestas tropicais e temperadas, existem em torno de 400.000
espécies de plantas, onde cada uma delas pode abrigar pelo menos trés a seis espécies de

endofiticos.

Os microrganismos que se encontram no hospedeiro como endofiticos englobam,
principalmente, fungos e bactérias (AZEVEDO, 2014). No entanto, grande parte dos
endofiticos sdo fungos que penetram no hospedeiro e ndo causam doenca, ou seja, encontram
presentes no interior das plantas durante todo ou, pelo menos, uma parte do seu ciclo de vida,

sem causar prejuizos ou danos aparentes (DUTTA et al., 2014).

Os mecanismos de coloniza¢do dos tecidos vegetais por fungos endofiticos podem
ocorrer por penetragao direta de esporos, por fissuras ou aberturas naturais, disseminacao por
sementes e inoculagdao por insetos diretamente nas plantas, sendo os tipos de colonizagdo
caracterizadas por transmissdo horizontal e vertical (ALY et al.,, 2011). Podem estar
distribuidos por diferentes 6rgaos e tecidos das plantas, se associando a folhas, ramos, caules

e raizes (FELBER et al., 2016).

Os fungos nao apresentam uma distingdo exata no que diz respeito a forma de fixacao
e inferéncia bioquimica no interior do hospedeiro entre a fase endofitica e patogénica.
Entretanto, ¢ sabido que, quando o fungo se encontra na fase endofitica, ao contrario da fase
patogénica, ndo causam doengas aparentes em seus hospedeiros e desempenham as mais
diversas relagdes ecologicas, podendo ser considerados mutualistas, comensalistas e
patogenos latentes (BACON; WHITE, 2000; KOGEL et al 2006; SCHULTZ; BOYLE,
2005).



Os patogenos latentes ficam inseridos no interior das plantas podendo causar
alteracoes na fisiologia do hospedeiro, assim desencadeando os sintomas da doenca
(ROMERO, 2001). Essas mudangas irdo depender de alguns fatores ambientais, como
estresse hidrico, umidade elevada, deficiéncia nutricional, interacdo fungo/hospedeiro, além

das propriedades genéticas do hospedeiro (ALY et al., 2011; SAIKKONEN et al., 1998).

Os fungos endofiticos podem produzir metabdlitos secundarios que se assemelham
com compostos produzidos pelas plantas. Tais metabolitos possuem propriedades bioativas,
dessa forma, permitem que tenham grande potencial no desenvolvimento de antimicrobianos,
que podem atuar no controle de pragas e de fitopatogenos (FERNANDES et al., 2009;
MURPHY et al. 2018).

Viarios metabolitos com propriedades importantes em farmacos podem ser produzidos
por estes endofitos que variam de classes que incluem policetideos, derivados de chiquimato
e de isocumarina, compostos alifaticos, flavonoides, acidos fenolicos, quinonas, tetralonas,
xantonas, lactonas, lignanas, terpendides, esteroides, alcaloides e peptideos (BORGES et al.,
2009; ZHANG et al., 2005; ZHANG et al., 2006). Além desses compostos produzidos pelos
fungos endofiticos com potencial para o uso na agricultura (KAUL et al., 2012), estes fungos
também sdo capazes de auxiliar na fixagdo de nitrogénio atmosférico, induzir a tolerancia aos
fatores abioticos, como, extremos de temperatura, deficiéncia nutricional, presenca de metais

pesados e elevar a resisténcia das plantas a seca (AFZAL et al., 2014; GROVER et al., 2011).

Baseado nas diferengas nas relagdes evolutivas, taxondmicas, interagdo com a planta
hospedeira e fungdes ecoldgicas dos fungos endofiticos, Rodriguez et al, (2009), perceberam
que os fungos endofiticos poderiam ser classificados em dois grupos de fungos:
claviciptaceos (C-endofiticos), os quais sdo capazes de colonizar apenas algumas espécies de
gramineas; e fungos ndo claviciptaceos (NC-endofiticos), que sdo encontrados vivendo de
forma assintomatica em tecidos de plantas avasculares, vasculares sem sementes,

gimnospermas e angiospermas.

Os C-endofiticos pertencem a familia Clavicipitaceae (Hypocreales; Ascomycota),
dos quais muitas espécies sdo capazes de produzir moléculas bioativas, principalmente entre
os géneros Cordyceps, Balansia, Epichloé, Neotyphodium, Claviceps ¢ Myriogenospora. Em
contraste, os NC-endofiticos formam um grupo maior, na qual, a maioria das espécies
pertence aos filos Ascomycota e Basidiomycota, representados por diferentes géneros como

Alternaria, Arthrobotrys, Aspergillus, Cladosporium, Colletotrichum, Coprinellus,



Curvularia, Fusarium, Paecilomyces, Penicillium, Phanerochaete, Phoma, entre outros

(RODRIGUE-Z et al., 2009).

Os fungos endofiticos estdo sendo estudados corriqueiramente, tendo em vista a
importancia do seu papel no ecossistema. De acordo com Nair e Padmavathy (2014), os
endofiticos possuem variados papéis e aplicagdes, tais como, fitoestimulacdo na captura de
elementos essenciais para a planta hospedeira e producao de pigmentos, como exemplo,
Penicillium purpurogenum, isolado de Ginkgo biloba, capaz de produzir grande quantidade
de pigmentos vermelhos soliveis que podem ser usados como fonte natural de corante. Além
disso, sdo importantes na producdo de enzimas comerciais (lipases, amilases, proteases,
peroxidases e celulases) e na produgdao de moléculas bioativas utilizadas pelas plantas na
defesa contra patdgenos. Possuem a habilidade de degradar compostos organicos incluindo
celulose, lignina e hemicelulose; e atuam como eficientes agentes de controle bioldgico,

estratégia alternativa para o controle quimico (NAIR; PADMAVATHY, 2014).

Apesar dos diversos beneficios apresentados pelos fungos endofiticos, essa interagao
planta-endofitico na natureza vem sendo questionada principalmente quando se trata do
equilibrio antagdnico e a relagdo simbidtica entre os dois (FAETH, 2002; KOGEL et al.,
2006; SAIKKONEN et al., 2004; SCHULTZ; BOYLE, 2005; SELOSSE et al., 2004). Kusari
et al. (2012) sugere que haja uma especificidade com o hospedeiro, entdo requer uma estreita
adaptacdo entre a planta e o endodfito, sugerindo assim, sugerindo uma influéncia mutua

decorrente de uma coabitagdo e coevolugao desenvolvida durante milhares de anos.

Neste contexto, os mecanismos de defesa da planta hospedeira estariam em equilibrio
com os fatores de viruléncia do fungo, existindo um balango antagonico diante da interagao.
Surgindo, entdo, a hipdtese de que os fungos endofiticos poderiam evitar a ativacdo do
sistema de defesa das plantas, antes de serem inibidos pelos metabolitos secundarios do
hospedeiro, assim, garantindo sua sobrevivéncia no interior do hospedeiro sem causar

manifestagdes visiveis de infec¢ao ou doenga (SCHULZ; BOYLE, 2005).

Porém, se os mecanismos de defesa da planta se contrapuserem completamente aos
fatores de viruléncia do fungo, o ultimo pode ndo resistir e morrer; ou ao contrario, se a planta
sucumbir a viruléncia do fungo, a relagdo planta-endofitico pode levar a planta a doenca, e
neste caso, o fungo torna-se um fitopatogeno (KUSARI et al.,, 2012). Entretanto, o

mecanismo oposto, pelo qual um fungo fitopatogénico poderia tornar-se endofitico ainda nao



esta elucidado, dessa forma, sendo importante estudar os fungos endofiticos para melhor

compreensao dos seus aspectos biologicos, genéticos e ecoldgico.

Virios estudos tém demonstrado que os fungos fitopatogénicos podem sobreviver de
forma latente nos 6rgdos do vegetal, ou seja, sem causar doenga, entretanto, diante de estresse
no hospedeiro, o endofitico pode se tornar patogénico (ALMEIDA et al., 2005;
FERNANDES et al., 2015; GONZAGA et al., 2015; LEME et al., 2013; NAIK et al., 2009;
VEGA et al., 2010). Dessa forma, esse estudo tem como objetivo verificar a diversidade e
patogenicidade de espécies de fungos endofiticos isolados a partir de raizes sadias de
mandioca em areas de Pernambuco e o relacionamento filogenético com espécies relatadas

como patodgenos nessa cultura.
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Resumo

O objetivo do presente estudo foi investigar a diversidade e avaliar a patogenicidade de
espécies de fungos endofiticos associados a raizes sadias de mandioca cultivadas em areas no
estado de Pernambuco. As coletas foram realizadas em 12 areas e foram encaminhadas ao
Laboratério de Micologia Ambiental do Departamento de Micologia da Universidade Federal
de Pernambuco, onde foram realizados os isolamentos dos fungos endofiticos. As
identificacdes dos fungos foram baseadas em estudos morfoldgicos e analises moleculares. Os
fungos ja relatados como causadores de doencgas e podriddes pos-colheita foram selecionados
para andlises filogenéticas e teste de patogenicidade. Foram identificados 78 isolados de
fungos endofiticos pertencentes a 21 géneros. Dentre eles, estdo os géneros Neocosmospora,
Acremonium, Penicillium, Aspergillus e Talaromyces. Dois isolados de uma possivel nova
espécie de Aspergillus foram encontrados (Aspergillus sp. 1 ARM 1078 e Aspergillus sp. 2
ARM 1082) formando um clado proximo de Aspergillus iranicus. No teste de patogenicidade
todos os isolados avaliados, com excecao de Aspergillus sp. 2 ARM 1078 e o controle,
formaram lesdes em raizes de mandioca, porém, apenas os isolados Neocosmospora
falciforme ARM 1104, Talaromyces lentulus ARM 1083 e Aspergillus tabacinus ARM 1094
diferiram significativamente do controle quanto ao tamanho de lesdo causada. Diante dos
resultados obtidos nesse estudo foi possivel verificar a relagdo entre isolados endofiticos e
patogénicos em raizes de mandioca em areas no estado de Pernambuco, podendo assim
concluir que espécies ja relatadas como fitopatogénicas podem ser encontrados em raizes
assintomaticas.

Palavras-chaves: Patogenos latentes, pds-colheita, Manihot esculenta.
Abstract:

The objective of the present study was to investigate the diversity and evaluate the
pathogenicity of endophytic fungal species associated with healthy cassava roots cultivated in
areas in the state of Pernambuco. The collections were carried out in 12 areas and were sent to
the Laboratorio de Micologia Ambiental of the Departamento of Micologia of the
Universidade Federal of Pernambuco, where the endophytic fungi were isolated. Fungal
identifications were based on morphological studies and molecular analyses. Fungi already
reported to cause disease and postharvest rot were selected for phylogenetic analysis and
pathogenicity testing. A total of 78 endophytic fungal isolates belonging to 21 genera were
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identified. Among them are the genera Neocosmospora, Acremonium, Penicillium,
Aspergillus and Talaromyces. Two isolates of a possible new species of Aspergillus were
found (Aspergillus sp. 1 ARM 1078 and Aspergillus sp. 2 ARM 1082) forming a clade close
to Aspergillus iranicus. In the pathogenicity test, all isolates evaluated, with the exception of
Aspergillus sp. 2 ARM 1078 and the control formed lesions on cassava roots, however, only
the isolates Neocosmospora falciforme ARM 1104, Talaromyces lentulus ARM 1083 and
Aspergillus tabacinus ARM 1094 differed significantly from the control in terms of the size
of the lesion caused. In view of the results obtained in this study, it was possible to verify the
relationship between endophytic and pathogenic isolates in cassava roots in areas in the state
of Pernambuco, thus being able to conclude that species already reported as phytopathogenic
can be found in asymptomatic roots.

Keywords: Latent pathogens, postharvest, Manihot esculenta.

1. Introducao

Manihot esculenta Crantz (Euphorbiaceae) ¢ uma espécie popularmente conhecida no
Brasil como mandioca, macaxeira ou aipim. Tem como caracteristica ser uma planta arbustiva
que exibe um sistema radicular rico em amido, representando uma fonte essencial de
carboidratos para mais de 800 milhdes de pessoas, sobretudo nas regides mais carentes do

mundo (Burns et al. 2010).

Segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas para a Agricultura e Alimentacdo (FAO), a
produgdo de mandioca no mundo tem apresentado crescimento continuo. Para o ano de 2019,
no mundo foi registrado uma area ocupada com mandioca de 27.520 mil hectares, tendo
producao de 303.569 mil toneladas e a produtividade média de 11.030 kg/ha (FAO, 2019). A
producdo brasileira para produg¢do de raiz de mandioca estimada para 2022, foi de 18,23
milhdes de toneladas, colhidas em uma area de 1,23 milhao de hectares (CONAB, 2022). Em
termos de produgdo nacional, a regido Nordeste ocupa a vice-lideranca com producao de
quatro milhdes de toneladas de mandioca, com o estado de Pernambuco encontrando-se entre

os principais produtores da regido (IBGE, 2020).

Existem diversos problemas associados ao cultivo de mandioca, como o emprego de
baixo nivel tecnologico, as conexdes frageis com o mercado e as perdas sofridas durante a
pos-colheita. Entre os desafios no cultivo de mandioca, destacam-se as doengas, que podem
provocar a redugdo ou até a perda total da producdo (Oliveira & Fiorine, 2006). Diversas

doengas incidem nesta cultura e, embora as podriddes de raizes estejam entre as menos
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estudadas, estas vém se tornando, cada vez mais, um fator limitante na produgdo (Serra et al.,

2009).

As podriddes radiculares em mandioca podem ser causadas por diferentes agentes
etiologicos, principalmente fungos e oomicetos, limitando a produtividade no campo e
afetando a qualidade dos produtos apds a colheita (Brito et al., 2020; Muniz et al., 2006; Vilas
Boas et al., 2017). Dentre esses agentes, podemos destacar os fungos devido a sua alta
incidéncia e dificuldade de controle, uma vez que muitos produzem estruturas de
sobrevivéncia no solo ou sobrevivem por longos periodos como saprobios facultativos em

restos de cultura (Michereff et al., 2005).

Varias espécies de fungos conhecidos como patdogenos de plantas, também podem
sobreviver como endofitos, pode-se dizer que o fungo “esta endofitico”, determinando uma
parte de seu ciclo de vida no interior do hospedeiro, mas em condi¢des de estresse do
hospedeiro, tais como pressao bioldgica de pragas, agentes patogénicos e estresses abioticos,
estes podem atuar como patégenos oportunistas. Este comportamento representa um grande
risco em termos quarentenarios, uma vez que possibilita a disseminacdo de patdgenos para
outras areas através do transito de material vegetal aparentemente sadio (Gorzynska et al.,
2019; Sessa et al, 2018; Slippers & Wingfield, 2007). Além disso, no caso da mandioca,
especula-se que as raizes podem ser colhidas aparentemente sadias (sem a presenca de
sintomas), mas ja colonizadas por fungos patogénicos (patdogenos latentes), e ocorrer o
desenvolvimento de sintomas durante as etapas de pds-colheita. Entretanto, sdo poucos os
estudos publicados at¢ o momento demonstrando que os fungos causadores de podriddes

radiculares em mandioca podem sobreviver como endofiticos em raizes assintomaticas.

Recentemente, Li et al. (2020) demonstraram em um estudo de diversidade de fungos e
bactérias endofiticos em raizes de mandioca na China que o género Lasiodiplodia foi um dos
mais frequentes nas amostras, seguidos de Fusarium e Diaporthe, porém, ndo testaram a
patogenicidade. Dessa forma, a hipotese levantada neste trabalho ¢ que os fungos isolados
como endofiticos nas raizes de mandioca, podem causar podriddo radicular na mandioca,

principalmente, na pds-colheita.

Considerando a importancia da mandioca no Brasil e a auséncia de estudos relacionados
a ecologia e diversidade de fungos causadores das podriddes de raizes nessa cultura, esse

estudo tem como objetivo verificar a diversidade de fungos endofiticos de raizes de mandioca
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em areas do estado de Pernambuco, além de investigar o relacionamento filogenético com

espécies fitopatogénicas ja relatadas nessa cultura.

2. Material e Métodos

2.1. Coleta de amostras e isolamento dos fungos endofiticos

O total de 60 raizes aparentemente sadias de mandioca foram coletadas em 12 areas
cultivadas nas regides da Zona da Mata (Cha Grande, Primavera e Condado), no Agreste (Sao
Jodo e Garanhuns) e no Sertdo (Araripina) no estado de Pernambuco. Em cada area foram
coletadas cinco amostras, sendo cada amostra representada por uma raiz. As raizes foram
encaminhadas ao Laboratorio de Micologia Ambiental do Departamento de Micologia da
Universidade Federal de Pernambuco, onde foram realizados os isolamentos dos fungos

endofiticos de acordo com Pavlic et al. (2004).

Em cada amostra foram retirados cinco fragmentos de diferentes partes dentro das raizes
de mandioca, tais como, extremidade final (EF), extremidade da base (EB), parte interna (PI)
e na superficie, logo abaixo da casca (S), totalizando vinte fragmentos por amostra. Cada
fragmento possuia 1 cm %X 1 cm x 1 cm. Em seguida foram utilizados para os isolamentos. Os
fragmentos foram levados para camara de fluxo para assepsia. Os mesmos foram mergulhados
em alcool 70% por lmin, hipoclorito de s6dio 1% por 1min, dlcool 70% por 30s, agua
destilada esterilizada por 1min e colocados no papel filtro para secar. Apds a secagem dos
fragmentos, estes foram colocados em placas de Petri com meio de cultura contendo Batata-
Dextrose-Agar (BDA) + Clorofenicol (0,05g/L). Apds o crescimento das coldnias dos fungos,

estas foram repicadas para placas de Petri contendo meio BDA + Clorofenicol (0,05g/L).

O armazenamento das culturas foi realizado pelo método de Castellani (1967). Os
isolados foram armazenados na colecio ARM no Laboratorio de Micologia Ambiental do

Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco.

2.2. Estudo taxonomico (Morfologico)

A identificagdo dos fungos foi baseada no estudo da morfologia em caracteres
macroscopicos (colonia dos fungos) e microscopicos (estruturas vegetativas e reprodutivas),
posteriormente com as analises filogenéticas de sequéncias de DNA. Inicialmente os isolados
foram purificados em ponta de hifa, em seguida, selecionou-se morfotipos de colonia para
montagem de laminas. As laminas foram montadas em lactoglicerol para visualizagdo em

microscopio de luz. Com o auxilio de chaves dicotomicas (Seifert et al., 2011) foram feitas as
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identificacdes dos fungos a nivel de género, assim sendo confirmado os resultados nas

analises moleculares.

Realizando pesquisas no Fungal Database, selecionaram-se os isolados endofiticos dos
géneros fungicos conhecidos por causarem podriddes radiculares ou ja relatados associados a
mandioca para os estudos filogenéticos e testes de patogenicidade, tais géneros foram

Neocosmospora, Acremonium, Penicillium, Aspergillus e Talaromyces.

2.3. Extraciao de DNA, sequenciamento e estudos filogenéticos

Para analise molecular os isolados foram cultivados em BDA (25 °C; 7 dias). Os
procedimentos para isolamento do DNA gendomico foram realizados utilizando o Kit de
purificacio de DNA gendémico da Promega (Wizard Genomic DNA Purification Kit)

conforme o protocolo descrito pelo fabricante para extragdo de DNA de plantas.

A selecao dos primers e as reacdes de PCR foram realizadas de acordo com os trabalhos
mais recentes sobre os géneros fungicos encontrados. Para amplificagdo das regides
espacadores transcritos internos (ITS), amplificacdo de grande subunidade rDNA (LSU), fator
de alongamento de traducdo 1-a regido do gene (TEF 1-a)), segunda maior subunidade da
RNA polimerase (RPB2) e beta-tubulina (BenA), foram usados os seguintes primers, ITS1 e
ITS4 (White et al., 1990), LROR e LR5 (Vilgalys & Hester, 1990), Efl e Ef2 (O’donnell et
al., 1998), 5F2 ¢ 7cR (O’donnell et al., 2008), ¢ Bt2a ¢ Bt2b (Glass & Donaldson, 1995),
respectivamente. Em seguida, realizou-se alguns passos para as condi¢des do ciclo para
amplificacdo das regides génicas especificas, que consistiram na desnaturacao inicial, ciclos
de desnaturacdo, anelamento e alongamento, em seguida extensdo final, tendo variacao de

temperatura a depender da regido génica e do género (Tabela 1).

Os produtos da PCR foram analisados em eletroforese em gel de agarose a 2% corado
com GelRed ™ em tampdo Tris-acetato EDTA (TAE 1%) e visualizados sob luz UV para
verificar a pureza e o tamanho dos fragmentos amplificados. Em seguida, tais produtos foram
purificados utilizando a enzima Exo Sap (Cellco) e sequenciados na Plataforma de
Sequenciamento do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco (Recife,

Brasil).

As sequéncias de nucleotideos foram analisadas e editadas com o software Mega 7
(Kumar et al., 2015). Para as anélises filogenéticas as novas sequéncias foram adicionadas ao

conjunto de sequéncias obtidas no GenBank e alinhadas usando o MUSCLE® (Edgar, 2004)
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no programa MEGA v. 7 (Kumar et al., 2015). As analises de Inferéncia Bayesiana (IB)
foram efetuadas aplicando o método da cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC). Os modelos
de substituicdo de nucleotideos foram selecionados através do MrMODELTEST 2.3 (Posada
& Buckley, 2004), sendo estimados separadamente para cada regido génica de acordo com

Akaike Information Criterion (AIC) (Tabela 2).

As andlises de IB foram concluidas no Cipres (Miller et al., 2010), adicionando no
sistema o modelo de substituicdo e 10000000 de geracdes com uma arvore amostrada a cada
1000 geragdes, resultando em 10000 arvores. As primeiras 2500 arvores com menores valores
de probabilidade foram descartadas da analise e os valores de probabilidade posterior
(Rannala & Yang, 1996) foram determinados da arvore consenso através das 7500 arvores
remanescentes. Para as filogenias concatenadas, um conjunto de dados particionado das
regides foi utilizado para cada grupo de fungos encontrados. Para o género Neocosmospora
foram concatenadas as regidoes TEF-o e RPB2. Para Penicillium, Aspergillus e Talaromyces
foram concatenadas com as regides ITS e BenA. Assim como, para Acremonium foram
concatenadas as regides ITS e LSU. As arvores filogenéticas resultantes foram visualizadas

no software FigTree (Rambaut, 2009).

2.4. Teste de patogenicidade

Para o teste de patogenicidade foram utilizadas quatro raizes sadias de mandioca,
variedade Santo Estevao, para cada tratamento. As raizes tinham aproximadamente 15 cm de
comprimento e foram previamente desinfestadas em uma solu¢ao de hipoclorito de sédio a
1% por 5 min, em seguida, imersdo em agua destilada esterilizada por 5 min. Apos secar, as
mesmas foram levemente feridas na regido central, onde foi depositado um grao de arroz com
micélio (in6culo), obtidos a partir de 15 dias de crescimento em frasco de Erlenmeyer com

50g de arroz e agua destilada devidamente autoclavado (Claudino & Soares, 2014).

Pelo menos um isolado representativo de cada espécie encontrada, conhecidas por
causarem podriddes radiculares em mandioca e aqueles produtores de micotoxinas, foram
utilizados no teste. Apods esse periodo, foi avaliada a presenca ou auséncia de sintomas e estes
foram mensurados (medicdo do comprimento e largura da lesdao) para comparacao de
agressividade. A medigdo do comprimento foi realizada na maior porcao da lesdo,
apresentada do ponto de inoculacdo em dire¢do da parte interna da raiz. J4 a medigdo da

largura foi realizada na maior por¢ao da lesdo, apresentada em paralelo as pontas da raiz.



204

205

206

207

208

209
210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

22

As diferengas entre os tratamentos foram avaliadas por meio de andlise de variancia
(ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

utilizando o programa R.
3. Resultados

3.1. Coleta de amostras e isolamento dos fungos endofiticos

No total foram obtidos 78 isolados endofiticos pertencentes a 21 géneros (Fig. 1). Os
isolados foram separados com base no género definido pela pesquisa BLAST no banco de
dados Gen-Bank e andlises filogenéticas. Os géneros com maior numero de isolados nas trés
regides analisadas foram Penicillium, Aspergillus e Talaromyces. A Zona da Mata foi a regido
com maior numero de isolados obtidos, e os géneros Penicillium e Aspergillus relatados com
maior frequéncia, chegando a 20 e 11 isolados, respectivamente, representando quase 40%
dos isolados obtidos no estudo. Na regido do Sertdo, os fungos com maior nimero de isolados
foi o do grupo Coniochaeta, onde foram obtidos quatro isolados desse género. A regido do
Agreste foi a que apresentou o menor numero de isolados por género, apenas quatro isolados

no total (Fig. 2).

3.2. Estudos filogenéticos

Os isolados obtidos foram comparados com sequéncias disponiveis no GenBank
(Tabela 3) por meio da andlise de Inferéncia Bayesiana. As regides génicas escolhidas para
inferéncias filogenéticas foram ITS e BenA, para os géneros Penicillium, Aspergillus e
Talaromyces. ITS e LSU para o género de Acremonium, ¢ TEF 1-o e RPB2 para
Neocosmospora. A selecdo dos géneros para as analises filogenéticas foi baseada no Fugal
Database com o critério de selecao de géneros que ja foram relatados associados a podriddes

radiculares na mandioca e aqueles com potencial produtores de micotoxinas.

Com base nas andlises filogenéticas para identificagdo de isolado pertencente ao género
Neocosmospora, o isolado ARM 1104 se agrupou com N. falciformis com alto suporte de
probabilidade posterior (pp=0.98) e tem relacao filogenética com N. ampla (fig. 3). No
complexo de Acremonium o isolado ARM 1136 se agrupou com A. pinkertoniae (pp=1), no

qual formou-se um clado bem suportado com A. borodinense (pp=1) (figura 4).

Na anélise filogenética do género Talaromyces, na se¢ao Talaromyces observa-se que

os isolados ARM 1122, ARM 1126 ¢ ARM 1130 formaram um clado separado da espécie
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mais proxima, 7. pinophilus, com 100% de probabilidade posterior (fig. 5). O isolado ARM
1083 agrupou com 7. lentulus com suporte alto (pp=1). Ainda na mesma sec¢do, o isolado
ARM 1115 foi identificado como 7. rapidus devido ao alto suporte no ramo (pp=1). Na secao
Trachyspermi, os isolados ARM 1095, ARM 1080, ARM 1142 ¢ ARM 1143 formam um

clado bem suportado (pp=1) com a espécie T. trachyspermus.

Na identificacao dos isolados pertencentes ao género Penicillium, as duas se¢des foram
analisadas separadamente, pois estavam formando clados com ramos muito distantes, assim,
para melhor visualiza¢do e organizagdo do alinhamento, as arvores foram geradas separadas.
Na secdo Sclerotiorum, o isolado ARM 1187 se agrupou com P. limae (pp=0.98) e formou
clado com alto valor de suporte com 4. restingae (fig. 6). Na se¢ao Lanata-divaricata (fig. 7),
observa-se clados com alto suporte proximo a espécie P. raperi, formados pelos isolados

ARM 1103, ARM1088, ARM1105, ¢ outro clado com ARM1111 ¢ ARMI1112.

Na analise filogenética do género Aspergillus, na secao Aspergillus os isolados ARM
1098 ¢ ARM 1107 se agruparam com a espécie A. chevalieri com alto suporte (pp=1) (fig. 8).
J& na secdo Terrei, os isolados ARM 1078 e 1082 separaram com alto valor de suporte das
espécies proximas no clado (pp=1), sugerindo possivelmente uma espécie nova nessa secao.
Na se¢ao Usti, o isolado ARM 1185 formou um clado com alto suporte com a espécie 4.
germanicus (pp=0.94). Na sec¢ao Nidulantes, o isolado ARM 1094 agrupou com a espécie A.

tabacinus e separou com alto suporte da espécie A. griseoaurantiacus (pp=0.96).

3.3. Teste de patogenicidade

No teste de patogenicidade, sete dias apods inoculacdo, observou-se que todos os
isolados testados com excecdo do Aspergillus sp. ARM 1078 e a testemunha, produziram
lesdes nas raizes. Entretanto, diante das andlises estatisticas, com rela¢do ao comprimento da
lesdo, apenas os isolados Neocosmospora falciformis ARM 1104, Talaromyces pinophilus
ARM 1122, T. trachyspermus ARM 1143, T. lentulus ARM 1083, Aspergillus chevalieri
ARM 1107, A. tabacinus ARM 1094, Penicillium raperi ARM 1088 e P. limae ARM 1187
diferiram da testemunha (Tabela 4). Assim como, quando se avaliou a largura da lesdo, os
isolados N. falciforme ARM 1104, T. trachyspermus ARM 1143, T. lentulus ARM 1083, P.
raperi ARM 1088, P. limae ARM 1187, A. chevalieri ARM 1107 e A. tabacinus ARM 1094

diferiram estatisticamente quando comparados com a testemunha.
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No isolado de N. falciforme ARM 1104 a colonizagao do tecido na polpa apresentou
crescimento uniforme nos sentidos laterais e em profundidade, resultando em lesdes de forma
arredondada e com coloracdo acastanhadas desenvolvidas a partir do ponto de inoculagao
observado neste trabalho (fig. 9b). J4 o Acremonium formou lesdes em forma de “V”, com

coloragdo esbranquicada e com bordas enegrecidas (fig. 9c¢).

Os isolados N. falciforme ARM 1104, T. lentulus ARM 1083 e A. tabacinus ARM 1094,
apresentaram maiores valores de lesdo (comprimento e largura), sendo superiores a 0,80 cm

em ambas as variaveis avaliadas, se mostrando isolados mais agressivos.

4. Discussao

A cultura da mandioca tem enfrentado problemas com podriddes radiculares causadas
por patdgenos importantes como Fusarium solani (Neocosmospora solani), Macrophomina
phaseolina, Neoscytalidium dimidiatum entre outros. Apesar de causar danos significativos na
producao, as podriddes radiculares ndo tém recebido a devida atencdo, pelo fato dos sintomas
primarios estarem confinados abaixo do solo, assim dificultando a visualiza¢do e controle da
doenca. Além disso, ¢ notorio que muitos desses fitopatogenos conhecidos por causar
podriddes, podem sobreviver como endéfitos em diversos hospedeiros (Fernandes et al.,

2015; Leme et al., 2013), inclusive na mandioca (Hartanti et al., 2021).

A depender de alguns fatores ambientais ou genéticos, esses fitopatdgenos na fase
endofitica podem desencadear uma pressao de sobrevivéncia e, assim, podem lancar de
estratégias para vencer as barreiras de defesa do hospedeiro, com isso, podem se tornar
patogénicos (Aly et al., 2011; Kusari et al., 2012). Assim como relatado nesse estudo, foram
isolados em raizes sadias de mandioca, fungos previamente conhecidos como patégenos ou
que ja& foram relatados associados a raizes de mandioca causando podriddes e doengas pos-

colheita.

Entre os isolados identificados a nivel de espécie nesse trabalho, observou-se a presenca
de espécies fungicas que ja foram relacionados a podriddes radiculares, doencas de pds-
colheita e associados a raizes de mandioca, e estdo agrupados nos géneros de Penicillium,
Aspergillus e Talaromyces, Neocosmospora e Acremonium. Ono et al., (2023), avaliando a
comunidade fingica em raizes de mandioca no estado de Sao Paulo, no qual, os géneros
predominantes foram Fusarium spp. (55,56%), Trichoderma spp. (51,82%) e Penicillium spp.
(48,15%). Outros grupos frequentes foram Geotrichum spp. (29,63 %), Mucor spp. (22,22%)
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e Aspergillus spp. (22,22%). Destacando alguns géneros que obtivemos nesse estudo como
Penicillium, Aspergillus ¢ Fusarium. O género Fusarium spp. t€m sido relatado como o
principal grupo responséavel por causar podriddes radiculares na mandioca (Bandyopadhyay et

al., 20006).

O complexo de espécies antes chamado de Fusarium solani, recentemente, foi revisado
e separado formando um novo género de Neocosmospora (Crous et al., 2021). As analises
moleculares para Neocosmospora no presente estudo foram baseados nas regides TEF 1-a e
RPB2, ¢ o isolado ARM 1104 foi identificado como N. falciformes, pareados a observagoes
morfologicas. Kim et al. (2017) obteram um isolado endofitico do género Neocosmospora,
obtido de raizes sadias de alcaguz chinés (Glycyrrhiza uralensis). na Asia. Assim como,
Hartanti et al. (2021) avaliaram a diversidade de fungos endofiticos de raizes de mandioca na
Idonésia, observaram isolados de Neocosmospora falciformis e Fusarium oxysporum, porém
no estudo foram identificados apenas os géneros pela regido ITS e ndo foi avaliada a

patogenicidade.

Em contrapartida ¢ evidente a ocorréncia de N. falciformis causando podriddoes em
varios hospedeiros como em mudas de tomatillo (Physalis ixocarpa) no México (Ayala-
Armenta et al., 2020), podriddo de raiz e caule em mamao na india (Gupta et al., 2019),
podriddo em porta-enxertos de Pistachio na Califérnia (Crespo et al., 2019), e podridao de
cactaceas no ird (Kamali-Sarvestani et al., 2022). Inclusive na cultura da mandioca no Brasil
(Mendes et al, 1998). No estudo de Vilas Boas et al., (2017), verificando fungos associados a
podriddes radiculares na mandioca em diferentes regides do Brasil (Bahia, Sergipe, Paraiba,
Maranhao, Tocantins e Parand), os autores observaram que as espécies mais freqilientes foram
do género Fusarium (56), seguido por Lasiodiplodia (8), Neoscytalidium (6) e Complexo
Diaporthe (2), Phytophthora e Corallomycetella (1). Dos 56 isolados de Fusarium

encontrados 24 eram do complexo Fusarium solani (Neocosmospora).

Penicillium, Aspergillus e Talaromyces foram os géneros mais frequentemente isolados,
isso pode ser explicado pelo fato de que esses géneros se encontram com abundancia no solo
(Barbosa et al., 2020; Silva, 2020; Silva et al., 2021), ¢ os mesmo t€m diversas relagcdes com o
hospedeiro, como estimular produgao de hormoénios vegetativos, solubilizacdo de fosfato
inorganico, onde mesmo em condigdes de estresse, favorece a assimilagdo de nutrientes (Bilal
et al., 2018; Gomez-Muioz et al., 2018; Lubna et al., 2018). Além disso, sdo conhecidos por

serem fungos produtores de metabdlitos secunddrios, neste caso como isolados endofiticos,
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podem atuar na defesa da planta contra fitopatdogenos (Frisvad, 2008; Rojas et al., 2020). Por
outro lado, por produzirem micotoxinas, sdo importantes causadores de doengas e podriddes
de pos-colheita, e perdas de qualidade durante o armazenamento ou comercializagdo (Gagiu et
al., 2018; Ono et al., 2021). Como observado nesse estudo, mesmo nao tendo diferenga
significativa dos isolados quando comparados com a testemunha, os isolados desses géneros
formaram lesdes em raizes de mandioca, sugerindo entdo que podem se comportar como

patdgenos oportunistas e causarem doencgas de pos-colheita nessa cultura.

Em nossos estudos, encontramos dois isolados de uma possivel espécie nova no género
Aspergillus, secao Terrei, sdo Aspergillus sp. 1 ARM 1078 e Aspergillus sp. 2 ARM 1082.
Estes isolados encontrados sdo filogeneticamente basais para A. carneus, A. niveus, A.
allahabadii, A. neoindicus e A. iranicus. Tendo como ancestral o 4. iranicus que tem micélio
de coloragdo branca e a cor conidial em massa ¢ em tons de amarelo (Arzanlou et al., 2016).
A A. iranicus foi descrita como nova espécie nesta se¢do de solos hipersalinos da bacia do
Lago Urmia. Assim, faz-se necessario mais investigagdes para a proposi¢ao desses isolados

como uma nova espécie.

O género Acremonium ¢ comumente encontrado como endofitico em diversos
hospedeiros (Bezerra et al., 2012; Khan et al., 2021; Parsa et al., 2016; Potshangbam et al.,
2017; Romao-Dumaresq et al., 2016), inclusive na mandioca, como relatado no presente
estudo. A maioria das espécies desse género sdo encontradas como micoparasitas (Choi et al.,
2009; Kim et al., 2002; Rivera-Varas et al., 2007; Singh et al. 2017). Porém, ndo sendo
frequente observado como patégeno, Xu et al (2015) observaram Acremonium
cucurbitacearum causando colapso do meldo, doenca, na qual, foi observado que as raizes
primarias e secunddrias tinham poucas raizes fibrosas finas, exibiam muitas lesdes necrodticas
marrom-claras e as jungdes de raizes e caules eram corticas e necrdticas. Em pesquisas no
Fungal Database encontramos o relato da espécie de Acremonium roseolum associada a
plantas de mandioca (Mendes, 1998). Assim como observado nesse estudo, o isolado de
Acremonium formou lesdes em raizes de mandioca, podendo configurar um problema na pods-

colheita.

No teste de patogenicidade observou-se uma grande variacao nos resultados expressos
nas lesdes, visto que, foram avaliados varios géneros, € consequentemente, obtiveram a
auséncia de um padrio de sintomas, entretanto, observou-se que com excecdo da Aspergillus

sp. ARM 1078, todas as espécies avaliadas causaram lesdo em raizes de mandioca. Quando
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avaliamos a patogenicidade de Neocosmospora percebe-se as lesdes formadas sdo
caracteristicas no inicio da doenga da podridao seca na mandioca causada pelo complexo
Neocosmospora, lesdes arredondadas de coloragdo acastanhada. Os demais isolados apesar de
ter causado lesdes na mandioca, ainda ndo foram relatados frequentemente como causadores
de doencas na cultura. Porém, alguns isolados testados nesse estudo tem como caracteristicas
serem produtores de micotoxina, com isso, sao encontrados causando danos na pos-colheita

os principais sdo Penicillium, Aspergillus e Talaromyces (Taniwaki et al., 2014).

Além dos géneros apresentados acima, outros géneros encontrados nesse estudo ja
foram relatados como fungos endofiticos, entre eles estdo, Coniochaeta (Gongalves et al.,
2013), Arcopilus (Dwibedi & Saxena, 2018), Chaetomium (Arumugam et al., 2022), Xylaria
(Richardson et al., 2014), Preussia (Thomas et al., 2016), Microascus (Jalili et al., 2020),
Purpureocillium (Herrera et al., 2022), Acrocalymma (He et al., 2019), Dichotomopilus (Gu et
al., 2018), Didymosphaeria (Costa et al., 2012), e Thielavia (Li et al., 2007), sendo associados
com plantas, solo e humanos. Entretanto, nas nossas pesquisas esses géneros nunca foram

associados a cultura da mandioca, portanto, ndo foram selecionados para os testes.

Assim como o presente estudo, trabalhos com fungos endofiticos sdo importantes para
ter como base a avaliacdo da relacdo desses fungos endofiticos com espécies fitopatogénicas,
nas quais, se faz necessario devido ao balango que existe entre essas espécies presentes no
interior da raiz, podendo ser influenciado por varios fatores, porém, o fato, ¢ que devemos nos
atentar que algumas dessas espécies podem causar danos na pds-colheita, como foi observado

nesse estudo, ou até mesmo causar doengas na cultura em campo.

5. Conclusoes

Todas as espécies testadas formaram lesdes em raizes na mandioca da variedade Santo
Estevao, porém os isolados Neocosmospora falciformis ARM 1104, Talaromyces lentulus

ARM 1083 e Aspergillus tabacinus ARM 1094 foram mais agressivos.

Existe uma relacdo filogenética entre algumas espécies endofiticas e patogénicas, onde
o isolado de Neocosmospora falciformis ARM 1104 encontrado como endofitico em raizes de

mandioca, pode ser patogénico quando inoculado em material sadio.

No estudo foi obtido uma possivel espécie nova do género Aspergillus, secao Terrei,
tais isolados sdo: Aspergillus sp. ARM 1078 e Aspergillus sp. ARM 1082, na qual, serd

descrita em estudos futuros.
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Tabela 1. Primers e condi¢gdes de PCR utilizados para amplificacdo das regides génicas.

Regido Génica Primers

Ciclo de PCR

ITS

LSU

TEF 1-a

RPB2

BenA

TS1 -1TS4

(WHITE et al., 1990)

LROR - LR5

(VILGALYS & HESTER, 1990)

Efl - Ef2

(O’DONNELL et al., 1998)

SF2 -7cR

(O’DONNELL et al., 2008)

Bt2a e Bt2b

(GLASS & DONALDSON, 1995)

94°C - 5 min; 30 ciclos: 94°C — 30 s, 52°C —40 s e 72°C — 40
s, € 72°C - 5 min.

94°C - 3 min; 35 ciclos: 95°C — 30 s, 55°C — 50 s e 72°C - 90
s, e 72°C - 10 min

94°C - 60s; 35 ciclos: 94°C —30s, 53°C —45se 72°C - 60 s,
e 72°C - 5 min

94°C - 90 s; 40 ciclos: 94°C —30's, 55°C -90s e 68°C -2

min, e 68°C - 5 min

95°C - 5 min; 40 ciclos: 94°C — 45 s,55°C—-45s e
72°C —45 s, e 72°C - 5 min

ITS= espagadores transcritos internos; LSU= amplificagdo de grande subunidade rDNA; TEF 1-a= fator de alongamento de tradugdo 1-a
regido do gene; RPB2= segunda maior subunidade da RNA polimerase; BenA= beta-tubulina.

Tabela 2. Melhores modelos de substituigdo usados na construgdo das arvores filogenéticas.

ITS LSU TEF 1-a RPB2 BenA
Penicillium GTRAI+G - - - SYM+I+G
Aspergillus GTR+I+G - - - SYM+I+G
Talaromyces GTR+I+G - - - HKY+I+G
Neocosmospora - - K80+G SYM+G -
Acremonium GTR+HI+G GTR+I+G - - -

ITS= espacadores transcritos internos; LSU= amplificagdo de grande subunidade rDNA; TEF 1-o= fator de alongamento de
traducdo 1-a regido do gene; RPB2= segunda maior subunidade da RNA polimerase; BenA= beta-tubulina.



Talaromyces

Microascus

Acrocalymma
Didymosphaeria

Aspergillus Thielavia

Amesia
Dichotonomopilus
Thermothiclovioides
Purpureocillium
Collareilla
Acremonium
Preussia

Floropilus
Neocosmospora
Hypoxylon
Arcopilus
Chaetomium

Penicillium

Fig 1. Géneros obtidos associados a raizes sadias de mandioca em areas de Pernambuco.
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Fig 2. Distribui¢do de fungos endofiticos associados a mandioca em trés regides no estado de Pernambuco.
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Tabela 3. Isolados utilizados para as analises filogenéticas nesse estudo.

38

Acesso GenBank

Espécies Isolados

ITS BenA LSU TEF1-a RPB2
Acremonium CBS 407.66 T* HE798150 - HQ231988 - .
alternatum
A. behniae CBS 146824 T MW175360 - MW175400 - .
A. blochii CBS 993.69 HEG608636 - HQ232002 - -
A. borodinense CBS 101148 T HE608635 - HQ232003 - -
A. brachypenium  CBS 866.73 T AB540570 - HQ232004 - -
A. chrysogenum ~ CBS 144.62 T - - HQ232017 - -
A. citrinum CBS 384.96 T HF680236 - HF680217 - y
A. exuviarum UAMH 9995 T AY882946 HQ232036 - -
A. flavum CBS 596.70 T . . HQ232037 - -
A. fusidioides CBS 840.68 T FN706542 - HQ232039 - .
A. hansfordii CBS 390.73 AB540578 - HQ232043 - -
A. hennebertii CBS 768.69 T HF680238 - HQ232044 - -
A. mali ACCC 39305 T MF987658 - MF993114 - -
A. persicinum CBS 310.59 T MHS857868.1 - HQ232077 - -
A. pinkertoniae CBS 157.70 T MHS859534.1 - HQ232089 - -
A. potronii CBS 189.70 - - HQ232094 - -
A. sclerotigenum  CBS 124.42 T FN706552 - HQ232126 - -
A. variecolor CBS 130360 T HE608647 - HE608651 - -
Bulbithecium CBS 31891 T HE608634 - AF096187 - ;
hyalosporum
Emericellopsis g 177350 T KC987171 - KC987247 - -
alkalina
E. terricola CBS 12040 T Us57676 - U57082 -
Hapsidospora 1 22087 T - - AF096192 -
irregularis
2%‘;‘”1’ haerina— pq 737 84 T HEG08640 - HE608662 -
Nigrosabulum s 1o 22102 T ] ] AF096195 -
globosum
Aspergillus UAB20 T FIS31193  FJ491731 - ] ]
alabamensis
A. allahabadii  CBS 164.63 T NR135399 EF669531 - - -



A. aureoterreus

A. carneus

A. citrinoterreus

A. neoindicus

A. niveus

A. pseudoterreus

A. terreus

A. iranicus

A. brunneus

A. chevalieri

A. cibarius

A. costiformis

A. cristatus

A. glaucus

A. intermedius
A. megasporus
A. montevidensis
A. neocarnoyi
A. niveoglaucus
A. proliferans
A. creber

A. cvjetkovicii

A. griseoaurantiacus

A. hongkongensis

A. jensenii

A. protuberus
A. puulaauensis
A. sydowii

A. tabacinus

A. versicolor

CBS 503.65T

CBS 494.65T

GM 228 T

CBS 44475 T

CBS115.27T

CBS 123890 T

CBS 601.65T

CBS139561 T

CBS 11226 T

CBS 522.65T

KACC 46346 T

CBS 101749 T

CBS 123.53T

CBS 516.65T

CBS 523.65T

DAOMC 250799 T

CBS491.65T

CBS471.65T

CBS 11427 T

CBS12145T

NRRL 58592 T

NRRL 227 T

CBS 138191 T

HKU49 T

NRRL 58600 T

CBS 602.74 T

NRRL 35641 T

CBS 593.65T

CBS 122718 T

CBS 583.65T

EF669580
NR135402
KP175260
NR131296
NR137476
NR137472
EF669586
KP987077
EF652060
EF652068
1Q918177
HE615136
EF652078
EF652052
EF652074
KX450910
EF652077
EF652057
EF652058
EF652064
1Q301889
EF652440
KJ775553
AB987907
1Q301892
EF652460
1Q301893
EF652450
EF652478

EF652442

EF669524
EF669529
LN680657
EF669532
EF669528
EF669523
EF669519
KP987045
EF651907
EF651911
JQ918180
HES01338
EF651914
EF651887
EF651892
KX450892
EF651898
EF651903
EF651905
EF651891
IN853980
EF652264
KJ775086
LC000552
IN854007
EF652284
IN853979
EF652274
EF652302

EF652266
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A. asper

A. baeticus

A. calidoustus

A. carlsbadensis
A. germanicus

A. insuetus

A. keveii

A. pseudodeflectus
Aspergillus sp.

A. thesauricus

A. ochraceoroseus

Neocosmospora
ampla

N. batatas

N. brevicona

N. crassa

N. elegans

N. euwallaceae
N. falciformis
N. falciformis
N. gamtoosensis
N. ipomoeae

N. keratoplastica
N. kuroshium

N. lithocarpi

N. martii

N. merkxiana
N. noneumartii
N. oligoseptata
N. solani

N. suttoniana

CBS 140842 T

NRRL 62501 T

CBS 121601 T

CBS 123894 T

CBS 123887 T

CBS107.25T

CBS 209.92 T

CBS 756.74 T

DTO 244-F1

CMFISB 2155 T

CBS 550.77 T

CBS202.32T

CBS 144398 T

CBS 203.31

CBS 144386 T

CBS 144396 ET

CBS 135854 T

CBS 475.67T

CBS 121450

CBS 146502

CBS 353.87

CBS 490.63 T

CBS 142642 T

LC13831

CBS 115659

CBS 146625

CBS 115658

NRRL 62579

CBS 140079 T

CBS 143214 T

KT698840

HE615086

HE616558

FJ531151

FJ531146

EF652457

EU076354

EF652507

ON156399.1

HE615088

EF661224

KT698838

HE615092

FJ624456

FJ531179

FJ531172

EF652281

EU076376

EF652331

ON164543.1

HE615095

EF652322

LR583594
AF178344
LR583599
LR583604
AF178336
J1Q038007
LT906669
TX435161
MW248762
DQ247639
LT906670
KX262216
MW620173.1
JX435156
MW834288
TX435163
KC691538
KT313611

DQ247163
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LR583815
FJ240381
LR583820
LR583823
FJ240380
JQ038028
LT960558
JX435261
MW446611
LR583831
LT960562
LR583837
MW474698.1
JX435256
MW834025
JX435263
KC691656
KT313623

EU329630



N. tuaranense

N. vasinfecta

Geejayessia
celtidicola
Penicillium
adametzii

P. adametzioides
P. amaliae

P. angulare

P. arianeae

P. alexiae

P. bilaiae

P. brocae

P. jugoslavicum

P.

lilacinoechinulatum

P. limae
P. mellis
P. restingae

P. brefeldianum

P. cremeogriseum

P. curticaule

P. glaucoroseum
P. janthinellum
P. javanicum

P. koreense

P. limosum

P. lineolatum

P. ludwigii

P. ortum

P. raperi

Talaromyces
aculeatus

T. adpressus

NRRL 22231

CBS 325.541 T

CBS 1255552

CBS209.28 T

CBS313.59T

CBS 134209 T

CBS 130293 T

CBS 134559 T

CBS 134558 T

CBS221.66 T

CBS 116113 T

CBS 192.87T

CBS 45493 T

URM 7706 T

URM 7605 T

URM 7075 T

CBS 23581 T

CBS 223.66 T

CBS 135127 T

CBS 138908 T

CBS 340.48 T

CBS341.48T

KACC47721 T

CBS33997T

CBS 188.77 T

CBS417.68 T

CBS 135669 T

CBS 281.58 T

CBS 289.48 T

CGMCC3.18211 T

IN714929

JN686433

JX091443

AF125937

KC773833

KC790400

IN714937

AF484398

KC773836

AY 157489

MW191493

MN431398

KF803355

AF033435

GU981586

FJ231021

MN431390

GU981585

GU981613

KJ801939

GU981568

GU981579

KF296409

JX091427

AF033433

KF741995

KU866657

IN625957

IN799642

JX091563

KC773779

KC773784

KC773778

IN625966

KC773787

KC773789

KC773790

MG452820

MN969417

KF803349

GU981623

GU981624

JX091526

MN969383

GU981625

GU981657

KMO000846

GU981621

GU981620

KF296468

JX091520

GU981622

KF741929

KU866844

DQ247552
LR583664

HM626644
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KC691660
KM232370

HQ728153



T. angelicae

T. annesophieae
T. apiculatus

T. beijingensis
T. brevis

T. californicus
T. cnidii

T. dimorphus
T. domesticus
T. flavovirens
T. fuscoviridis
T. lentulus

T. liani

T. louisianensis
T. macrosporus
T. mae

T. malicola

T. nanjingensis
T. oumae-annae
T. panamensis
T. pinophilus
T. pratensis

T. purgamentorum
T. purpureogenus
T. rapidus

T. rufus

T. sayulitensis
T. siamensis

T. soli

T. sparsus

KACC 46611 T

CBS 142939 T

CBS312.59T

CGMCC 3.18200 T

CBS 141833 T

NRRL 58168 T

KACC 46617 T

CGMCC3.15692 T

NRRL 58121 T

CBS 102801 T

CBS 193.69 T

CGMCC3.15689 T

CBS 225.66 T

NRRL 35823 T

CBS 317.63 T

CGMCC 3.15690 T

NRRL 3724 T

KF183638

MF574592

JN899375

KU866649

MN864269

MH793056

KF183639

KY007095

MH793055

JN899392

KF741979

KY007088

JN899395

MH793052

JN899333

KY007090

MH909513

CCTCC M 2012167 T MW130720

CBS 138208 T

CBS 12889 T

CBS 631.66 T

NRRL 62170 T

CBS 113145 T

CBS 286.36 T

CBS 142382 T

CBS 141834 T

CBS 138204 T

CBS 47588 T

NRRL 62165 T

CGMCC 3.16003 T

KJ775720

JN899362

JN899382

MH793075

KX011504

JN899372

LT558970

MNg64272

KJ775713

JN899385

MH793074

MTO077182

KF183640
MF590098
KF741916
KU866837
MN863338
MH792928
KF183641
KY007111
MH792927
JX091376
KF741912
KY007104
JX091380
MH792924
JX091382
KY007106
MH909406
MW147759
KJ775213
HQ156948
JX091381
MH792948
KX011487
JX315639
LT559087
MN863341
KJ775206
JX091379
MH792947

MT083924
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T. affinitatimellis
T. africanus

T. assiutensis

T. atroroseus

T. basipetosporus

T.
calidominioluteus

T. chonggingensis
T. gaditanus

T. germanicus

T. guatemalensis
T. minioluteus

T. minnesotensis
T. samsonii

T. speluncarum
T. systylus

T. trachyspermus
T. ucrainicus

T. udagawae

CBS 143840 T

CBS 147340 T

CBS 147.78 T

CBS 133442 T

CBS 143836 T

CBS 147313 T

CS26-67 T

CBS 16981 T

CBS 147314 T

CCF6215T

CBS 642.68 T

CBS 142381 T

CBS 137.84 T

CBS 143844 T

BAFCcult3419 T

CBS373.48T

CBS 162.67 T

CBS 579.72 T

LT906543

0K339610

JN899323

KF114747

LT906542

0OK339612

MZ358001

MH861318

0OK339619

MN322789

JN899346

LT558966

MHZ861709

LT985890

KP026917

JN899354

JN899394

JN899350

LT906552

0OK338782

KJ865720

KF114789

LT906563

OK338786

MZ361343

OK338775

0OK338799

MN329687

MN969409

LT559083

OK338798

LT985901

KR233838

KF114803

KF114771

KF114796
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*T=espécie tipo.
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— N. brevicona CBS 203.31

N. batatas CBS 144398 T

0,98
N. elegans CBS 144396 T

N. vasinfecta CBS 325.54 T
N. crassa CBS 144386 T
N. noneumartii CBS 115658

N. falciformis CBS 475.67 T
0,98
[~ 4 .

N. falciformis CBS 121450

N. falciformes ARM 1104
N. ampla CBS 202.32 T
0,2— N. merkxiana CBS 146625
— N. suttoniana CBS 143214 T

—— N. martii CBS 115659
0,95

— N. keratoplasticum CBS 490.63 T

—— N. solani CBS 140079 T

— N. gamtoosensis CBS 146502

N. lithocarpi LC13831

el1odsouwsoo209N

N. oligoseptata NRRL 62579

N. jpomoeae CBS 353.87

N. euwallaceae CBS 135854 T

N. tuaranense NRRL 22231

N. kuroshium CBS 142642 T

0.03

Geejayessia celtidicola CBS 1255552
Fig. 3. Arvore filogenética obtida por inferéncia bayesiana baseada nas regides génicas TEF-a e RPB2 combinadas,

incluindo espécies do complexo Neocosmospora. Probabilidades posteriores sdo indicadas acima dos nos. A arvore foi
enraizada com o Geejayessia celtidicola. O isolado obtido nesse estudo estd destacado em negrito.
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Acremonium variecolor CBS 124.42 T

A. chrysogenum CBS 144.62 T

1 Hapsidospora irregularis ATCC 22087 T

A. flavum CBS 596.70 T

—— Nigrosabulum globosum ATCC 22102 T

A. borodinense CBS 101148 T
1 A. pinkertoniae CBS 157.70 T

A. pinkertoniae ARM 1136

—  A. blochii CBS 993.69
0,99

41|\7 Bulbithecium hyalosporum CBS 318.91 T

Leucosphaerina arxii CBS 737.84 T

{ A. citrinum CBS 384.96 T
A

. hennebertii CBS 768.69 T

P A. fusidioides CBS 840.68 T
4

A. hansfordii CBS 390.73

A. mali ACCC 39305 T

wniuouwaidy

A. behniae CBS 146824 T

] A. sclerotigenum CBS 124.42 T
1

A. alternatum CBS 407.66 T

1 |: A. brachypenium CBS 866.73 T

A. potronii CBS 189.70

A. exuviarum UAMH 9995 T
1 ’—D Emericellopsis terricola CBS 120.40 T

Acremonium persicinum CBS 310.59 T

E. alkalina CBS 127350 T

0.03

Fig. 4. Arvore filogenética obtida por inferéncia bayesiana baseada nas regides génicas ITS e LSU combinadas,
incluindo espécies do complexo Acremonium. Probabilidades posteriores sdo indicadas acima dos nés. A arvore foi
enraizada com o Acremonium persicium. O isolado obtido nesse estudo estd destacado em negrito.
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0,97 T. cnidii KACC 46617 T
0,96 T. siamensis CBS 475.88 T
T. sparsus CGMCC 3.16003 T
T. bejjingensis CGMCC 3.18200 T
T. flavovirens CBS 102801 T
T. dimorphus CGMCC 3.15692 T
N T. aculeatus CBS 289.48 T
—L T. apiculatus CBS 312.59 T

0,93

0,94

T. oumae-annae CBS 138208 T

T. panamensis CBS 128.89 T

T. purgamentorum CBS 113145 T

T. purpureogenus CBS 286.36 T

_1‘—_7', angelicae KACC 46611 T
T. fuscoviridis CBS 193.69 T
_1|: T. californicus NRRL 58168 T
T. louisianensis NRRL 35823 T
T. domesticus NRRL 58121 T
T. sayulitensis CBS 138204 T
T. adpressus CGMCC 3.18211 T
T. pratensis NRRL 62170 T
T. soli NRRL 62165 T
T. lentulus CGMCC 3.15689 T
T. lentulus ARM 1083
T. mae CGMCC 3.15690 T
T. malicola NRRL 3724 T
T. pinophilus ARM 1122
T. pinophilus ARM 1126
_0,95] UL 1. pinophilus ARM 1130
0,92- T. pinophilus CBS 631.66 T
0,94 [N T. annesophieae CBS 142939 T

093 | T. liani CBS 225.66 T
1 :FT nanjingensis CCTCC M 2012167 T
T

0,99

sooAwoueje] oedog

sosffwoaeje|

0,99 brevis CBS 141833 T
\_.|_— T. macrosporus CBS 317.63 T
T. rufus CBS 141834 T
1[ T. rapidus CBS 142382 T
T. rapidus ARM 1115
T. trachyspermus ARM 1143
T. trachyspermus ARM 1142
T. trachyspermus ARM 1080
T. trachyspermus CBS 373.48 T (0
T. trachyspermus ARM 1095 (1]
T. assiutensis CBS 147.78 T ?}l
T. systylus BAFCcult 3419 T o
T. ucrainicus CBS 162.67 T
| 1 T. affinitatimellis CBS 143840 T =~
41} T. basipetosporus CBS 143836 T 3
T. speluncarum CBS 143844 T (9}
T. africanus CBS 147340 T =5
T. calidominioluteus CBS 147313 T <
1 T. germanicus CBS 147314 T n
T. minnesotensis CBS 142381 T .g
T. chongqingensis CS26-67 T -
T. minioluteus CBS 642.68 T 3
1 T. samsonii CBS 137.84 T "
T. gaditanus CBS 169.81 T
T. udagawae CBS 579.72 T

T. guatemalensis CCF 6215 T
T. atroroseus CBS 133442 T

Fig. 5. Arvore filogenética obtida por inferéncia bayesiana baseada nas regides génicas ITS e BenA combinadas,
incluindo espécies do género Talaromyces das se¢des Talaromyces e Trachyspermi. Probabilidades posteriores sdo
indicadas acima dos nds. A arvore foi enraizada com o Talaromyces atroroseus. O isolado obtido nesse estudo esta
destacado em negrito.



P. limae ARM 1187

1 P. limae URM 7706 T

P. restingae URM 7075 T

P. adametzii CBS 209.28 T

—— P. amaliae CBS 134209 T

0,98

P. lilacinoechinulatum CBS 454.93 T

P. adametzioides CBS 313.59 T

P. angulare CBS 130293 T

P. bilaiae CBS 221.66 T

0.02

P, arianeae CBS 134559 T

P. brocae CBS 116113 T

P. jugoslavicum CBS 192.87 T

P. alexiae CBS 134558 T

P. javanicum CBS 341.48 T

P. mellis URM 7605 T
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Fig. 6. Arvore filogenética obtida por inferéncia bayesiana baseada nas regides génicas ITS e BenA combinadas,
incluindo espécies do género Penicillium da se¢do Sclerotiorum. Probabilidades posteriores sdo indicadas acima dos nos.
A arvore foi enraizada com o Penicillium javanicum. O isolado obtido nesse estudo esta destacado em negrito.



P. koreense KACC 47721 T

—— P raperiCBS 281.58 T

P. raperi ARM 1088

1 P. raperi ARM 1103

L P. raperi ARM 1105
P. raperi ARM 1112
1

P. raperi ARM 1111

0,99

P. lineolatum CBS 188.77 T

0,98

P. curticaule CBS 135127 T

P. cremeogriseum CBS 223.66 T

P. ortum CBS 135669 T

P. ludwigii CBS 417.68 T

P. janthinellum CBS 340.48 T

P. glaucoroseum CBS 138908 T

P. limosum CBS 339.97 T

P. brefeldianum CBS 235.81 T

0.005

P. javanicum CBS 341.48 T

48

wniio1udd

Fig. 7. Arvore filogenética obtida por inferéncia bayesiana baseada nas regides génicas ITS e BenA combinadas,
incluindo espécies do género Penicillium da secdo Lanata-divaricata. Probabilidades posteriores sdo indicadas acima dos

noés. A arvore foi enraizada com o Penicillium javanicum. O isolado obtido nesse estudo esta destacado em negrito.
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0.94 A. glaucus CBS 516.65 T
N\ A. proliferans CBS 121.45 T
0,99 1 A. megasporus DAOMC 250799 T g’
A. cibarius KACC 46346 T )
e
A. brunneus CBS 112.26 T o
A. niveoglaucus CBS 114.27 T »
A. neocarnoyi CBS 471.65T )
A. intermedius CBS 52365 T E-]
1 A. montevidensis CBS 491.65 T Q
A. chevalieri ARM 1098 Q
1 A. chevalieri ARM 1107 E
A. chevalieri CBS 522.65 T (")
A. costiformis CBS 101749 T
A. cristatus CBS 123.53 T
1~ A. carneus CBS 49465 T
1 A. niveus CBS 11527 T >
A. allahabadii CBS 164.63 T
A. neoindicus CBS 444.75T g’ m
A. sp. ARM 1078 Eo
A. sp. ARM 1082 o b
A. iranicus CBS139561 T ~
A. terreus CBS 601.65 T 3 ‘D
1 A. citrinoterreus GM 228 T o8 ‘
A. alabamensis UAB 20 T Q
A. pseudoterreus CBS 123890 T
- —— A. aureoterreus CBS 503.65 T =
0,§6 ~u[ A. tabacinus CBS 122718 T L
1 S A. tabacinus ARM 1094 w :
6,00 A. griseoaurantiacus CBS 138191 T 3
0.67 A. protuberus CBS 602.74 T g‘ m
A. hongkongensis HKU49 T =
0,95 A. puulaauensis NRRL 35641 T B.
0,95 A. cvjetkovicii NRRL 227 T <
A. jensenii NRRL 58600 T g
A. creber NRRL 58592 T =y
A. versicolor CBS 583.65 T (7]
A. sydowii CBS 593.65 T
0.94_ . A. germanicus ARM 1185
ooé?\‘ A. germanicus CBS 123887 T
1 TR A. thesauricus CMF ISB 2155 T (7,
Aspergillus sp. DTO 244-F1 g
096, A. keveii CBS 209.92 T an
A. insuetus CBS 107.25 T o
0885, A. asper CBS 140842 T S
A. calidoustus CBS 121601 T =~
4 A. pseudodeflectus CBS 756.74 T
A. carlsbadensis CBS 123894 T

0.06 —— A. baeticus NRRL 62501 T
A. ochraceoroseus CBS 550.77 T

Fig. 8. Arvore filogenética obtida por inferéncia bayesiana baseada nas regides génicas ITS e BenA combinadas, incluindo
espécies do género Aspergillus das se¢des Terrei, Aspergillus, Usti e Nidulantes. Probabilidades posteriores sdo indicadas
acima dos nés. A arvore foi enraizada com o Aspergillus ochraceoroseus. O isolado obtido nesse estudo esta destacado em

negrito.



Tabela 4. Resultado do teste de patogenicidade de fungos endofiticos associados a raizes de mandioca em areas
de Pernambuco.

Tamanho da Lesao (cm)

Isolados
Comprimento Largura

Neocosmospora falciformes ARM 1104 0.97a 0.87 a
Acremonium pinkertoniae ARM 1136 0.45b 0.40 ab
Talaromyces rapidus ARM 1115 0420 0.52 ab
Talaromyces pinophilus ARM 1122 0.65 ab 0.32b
Talaromyces trachyspermus ARM 1143 0.82 ab 0.60 ab
Talaromyces lentulus ARM 1083 1.10 a 0.82 a
Penicillium raperi ARM 1088 0.60 ab 0.47 ab
Aspergillus sp. ARM 1078 0.02b 0.20 b
Aspergillus chevalieri ARM 1107 0.80 ab 0.65 ab
Aspergillus tabacinus ARM 1094 0.85 ab 0.80 a
Penicillium limae ARM 1187 0.90 ab 0.52 ab
Aspergillus germanicus ARM 1185 0.45b 0.65 ab
Controle 0.00b 0.00b

*Média seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-knott.
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Fig. 9. Teste de patogenicidade de fungos endofiticos associados a raizes de mandioca em areas de Pernambuco. a=
controle; b= Neocosmospora falciformes ARM 1104; c= Acremonium pinkertoniae ARM 1136; d= Talaromyces
rapidus ARM 1115; e= Talaromyces pinophilus ARM 1122; f= Talaromyces trachyspermus ARM 1143; g=
Talaromyces lentulus ARM 1083; h= ARM Penicillium raperi 1088; i= Aspergillus sp. ARM 1078; j= Aspergillus
chevalieri ARM 1107; k= Aspergillus tabacinus ARM 1194; 1= Penicillium limae ARM 1187; m= Aspergillus
germanicus ARM 1185.
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Conclusoes Gerais

Todas as espécies testadas formaram lesdes em raizes na mandioca da variedade Santo
Estevao, porém os isolados Neocosmospora falciformis ARM 1104, Talaromyces lentulus

ARM 1083 e Aspergillus tabacinus ARM 1094 foram mais agressivos.

Existe uma relacao filogenética entre algumas espécies endofiticas e patogé€nicas, onde o
isolado de Neocosmospora falciformis ARM 1104 encontrado como endofitico em raizes de

mandioca, pode ser patogénico quando inoculado em material sadio.

No estudo foi obtido uma possivel espécie nova do género Aspergillus, secdo Terrei, tais
isolados sdo: Aspergillus sp. ARM 1078 e Aspergillus sp. ARM 1082, na qual, serd descrita

em estudos futuros.

Nesse estudo foram obtidas informagdes de isolados endofiticos que podem infectar e
colonizar as raizes de mandioca sadia e causar podridoes na pos-colheita, dessa forma,
podemos realizar estudos para que passamos tragar estratégias de medida de controle mais

eficiente.
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