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RESUMO

O bioma Pantanal ¢é caracterizado pela inundagdo sazonal que ocorre
periodicamente, gerando um ecossistema especifico. Este bioma abriga espécies
gue tem capacidade para tolerar as mudancas drasticas que ocorrem na
concentragdo de agua, durante os periodos de seca e cheia. Entre as espécies de
plantas adaptadas a estas condi¢des esta a planta medicinal Vochysia divergens
Pohl. Esta planta € amplamente utilizada na medicina popular, pela producido de
substancias bioativas e tem se apresentado promissora para a prospeccido de
microrganismos endofiticos. Neste sentido, isolados obtidos da planta medicinal V.
divergens apresentaram potencial antimicrobiano contra o fungo fitopatogénico
Phyllosticta citricarpa, em estudo prévio. Estes isolados foram inicialmente
identificados como pertencentes a familia Xylariaceae, familia que passou por
revisao taxondmica nos ultimos dois anos, e assim varios géneros pertencentes a
essa familia foram recentemente realocados para a familia Hypoxylaceae. O
presente trabalho tem como objetivo caracterizar morfologicamente e
filogeneticamente isolados endofiticos da planta V. divergens presentes na colegéo
de cultura, anteriormente classificados como pertencendo a familia Xylariacea. E
ainda, avaliar o potencial biotecnologico dos mesmos frente a microrganismos de
interesse clinico e agrondmico. Com base em analise multigénica, todos os isolados
anteriormente classificados como pertencendo a familia Xylariaceae foram
caracterizados como pertencentes a familia Hypoxylaceae. O isolado CMRPG686 foi
identificado como Daldinia placentiformis e os isolados CMRP681, CMRPG683,
CMRP685 como Hypoxylon griseobrunneum. Além dessas espécies, o isolado
CMRPG688 foi descrito como uma nova espécie, Hypoxylon vochysiae, espécie irma
de H. griseobrunneum, ambos pertencentes ao clado HY-6, de acordo com revisao
taxondbmica recente da familia. Os extratos produzidos a partir desses isolados
apresentaram atividade antimicrobiana inibindo o crescimento de patdgenos clinicos
e de fungos fitopatogénicos. Resultados promissores foram obtidos com extrato
produzido a partir do cultivo da linhagem D. placentiformis CMRP686, que inibiu o
desenvolvimento da bactéria Stenotrophomonas maltophilia, com halo de inibi¢cao de
crescimento de 17 mm, e no teste de CIM as menores concentracdes foram obtidas
por diferentes extratos testados contra Acinetobacter baumannii. Ja contra os fungos
fitopatogénicos, o extrato com maior atividade foi produzido a partir da linhagem
CMRP688 (Hypoxylon vochysiae), que inibiu o crescimento micelial de Phyllosticta
citricarpa em 54%. Contudo, todos os isolados apresentaram atividade
antimicrobiana, a qual foi dependente da linhagem e do meio de cultura utilizado
para a producdo dos metabolitos secundarios. Desta forma, representando
linhagens promissoras para futuros estudos quimicos e bioldgicos, no intuito de
otimizar e potencializar o uso de microrganismos endofiticos na industria agronémica
e farmacéutica.

Palavras chaves: Vochysia divergens. Metabdlitos secundarios. Hypoxylaceae.
Atividade antimicrobiana. Fungos endofiticos.



ABSTRACT

The Pantanal biome is characterized by seasonal flooding that occurs periodically,
generating a specific ecosystem. This biome is home to species able to tolerate the
drastic changes that occur in the concentration of water during periods of drought
and flood. Among the species of plants adapted to these conditions is the medicinal
plant Vochysia divergens Pohl. This plant is widely used in folk medicine for the
production of bioactive substances and has been promising for the prospecting of
endophytic microorganisms. In this sense, isolates of the medicinal plant V.
divergens presented antimicrobial potential against the phytopathogenic fungus
Phyllosticta citricarpa, in a previous study. These isolates were initially identified as
belonging to the family Xylariaceae, a family that underwent taxonomic revision in the
last two years and, therefore, several genera of this family were recently relocated to
the family Hypoxylaceae. The present study aims to characterize morphologically
and phylogenetically the endophytic isolates of the V. divergens present in the culture
collection, previously classified as belonging to the family Xylariacea. And another to
evaluate the biotechnological potential of extracts produced by these isolates in the
treatment and control of microorganisms of clinical and agronomic interest. Based on
the multigenic analysis, all isolates were identified as belonging to the family
Hypoxylaceae. CMRP686 isolate was identified as Daldinia placentiformis and
isolates CMRP681, CMRP683, CMRP685 as Hypoxylon griseobrunneum. In addition
to these species, CMRPG88 isolate was described as a new species, Hypoxylon
vochysiae, sister species of H. griseobrunneum, both belonging to the HY-6 clade,
according to the recent taxonomic review of the family. The extracts produced from
these isolates presented antimicrobial activity inhibiting the growth of clinical
pathogens and phytopathogenic fungi. The best result was observed with the extract
of D. placentiformis CMRP686, which inhibited the development of the bacterium
Stenotrophomonas maltophilia with the largest inhibition zone (17 mm), and in the
CIM test the lowest concentrations were obtained by different extracts tested against
Acinetobacter baumannii. Regarding the activity against phytopathogenic fungi, the
best result was CMRPG88 (Hypoxylon vochysiae), which inhibited the mycelial
growth of Phyllosticta citricarpa by 54%. However, all the isolates presented
antimicrobial activity, dependent on the strain and the culture medium used for the
production of the secondary metabolites. In this way, it represents promising strains
for future chemical and biological studies, in order to optimize and potentiate the use
of endophytic microorganisms in the agronomic and pharmaceutical industries.

Keywords: Vochysia divergens. Secondary metabolites. Hypoxylaceae. Antimicrobial
activity. Endophytic fungi.



SUMARIO

S 1V 5.0 01U 03 ¥ 10
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA...........ccoeeeerteertee ettt te e sa e sse s 12
2.1 BIODIVERSIDADE DO PANTANAL E Vochysia divergens Pohl ................. 12
2.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E FILOGENETICA DA FAMILIA
HYPOXYIGCEAE ... 13
2.3 METABOLITOS SECUNDARIOS E POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DOS
ENDOFITOS ... oottt ee et ee et n et enetenn e 14
3 OBUETIVOS ...t e s nn s s nn e e nnn s 16
3.1 OBUJETIVO GERAL ...ttt 16
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....oouevoeeeeeeieeeee e, 16
4 MATERIAIS E METODOS .......ccootiiieteerteerte et sesse et se st sse e e se e ssenens 17
4.1 MATERIAL BIOLOGICO... ..ottt e, 17
4.1.1 Identificacdo MoOrfolOgiCa ........cccuvmrriimmiimmmmiiiiniiiiii i ——————— 17
4.1.2 Identificac@o molecular..............cooiiiiiiiii 17
T2 B TG =TT o] {0 1] o =T o o Lo SRR 22
5 RESULTADOS ...t e s s nn e nnn e s nnn s 26
5.1 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS ........ooeeeeeeeeeeeeeee e 26
5.1.1 Identificagdo macromorfologica...........cccccvvviiiiiiiiiiii, 26
5.1.2 Identificagdo micromorfologica............ccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiii 28
5.1.3 Identificag@o molecular........cccccccoiiiiiiiiiiii 33
5.2 BIOPROSPECCGAD ... 42
5.2.1 Avaliacao da atividade antifungica contra fitopatégenos........................ 42
5.2.2 Avaliacao da atividade antimicrobiana contra patégenos clinicos......... 43
5.2.3 Teste de concentracao inibitéria minima (CIM)...................ccccoco 44
R 0 £ o U1 Yo 2 46
7 CONCLUSOES ........coceceeccre et s e sas e e sa et nesae e ne e nenneneens 51

REFERENCIAS ........cocitierteteuee e sesteseesesesasseesesessesssesesessssssesssessssssssssnsssessnsssnsssenes 52



10

1 INTRODUCAO

Plantas podem servir como reservatorio de uma gama de microrganismos,
como os endofitos, que habitam diversos 6rgaos de seus hospedeiros (BACON;
WHITE, 2000; STONE et al., 2000). Enddfitos normalmente em condi¢des ideais ndo
causam doencas ao hospedeiro (STROBEL, 2002), podendo gerar beneficios na
associacao endofito-planta, como auxiliar na distribuicdo de nutrientes, fornecer
mecanismos de proteg¢ao contra fatores bioticos e abidticos (AZEVEDO et al., 2000;
CLAY et al.,, 2005), tolerancia ao estresse e resisténcia a doencas e herbivoria
(WHITE; TORRES, 2010).

Tem sido crescente o interesse no estudo de microrganismos endofiticos
devido a capacidade de muitos destes em produzir substéncias biologicamente
ativas (STAMFORD et al., 1998), muitas das quais podem estar envolvidas na
relagdo microrganismo-hospedeiro (STROBEL, 2002). Estas substancias bioativas
sédo conhecidas como metabdlitos secundarios, e tem apresentado aplicabilidade na
industria farmacéutica, principalmente devido a agédo antimicrobiana (SHARMA et al.,
2016). Em fungao do aumento da resisténcia a antibidticos ja existentes no mercado
(HWANG; GUMS, 2016) tem se elevado a busca por novos antibidticos. Neste
sentido, pesquisas de desenvolvimento de novos antimicrobianos tem levado a
selecdo de metabdlitos secundarios provenientes de microrganismos ainda pouco
estudados.

Igualmente problematico é o controle de muitas doengas vegetais em
pequenas e grandes plantacdes, acarretando em grandes prejuizos econdmicos.
Como exemplo, a podridao floral dos citros (PFC) causada pelo fungo Colletotrichum
abscissum que ocasiona o apodrecimento das pétalas da flor e a ndo formacao do
fruto. Outra doencga de importancia para a producao de citros no Brasil € a mancha
preta em citros (MPC), a qual é causada pelo fungo Phyllosticta citricarpa, e devido
auséncia dessa doenca na Europa, a mesma ¢é considerada uma doenca
quarentenaria A1 (FUNDECITRUS, 2017), impondo barreiras fitossanitarias para a
importagdo de frutos brasileiros. O controle destas fitopatologias € comumente
realizado pela aplicacédo de fungicidas, no entanto, o uso indiscriminado desses
produtos gera efeitos prejudiciais, como o aparecimento de patdgenos resistentes e
a presenca de residuos dos agroquimicos em frutos. Assim, sdo necessarios

metodos alternativos que poderiam ser empregados no manejo integrado,
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proporcionando o controle da doenca e também causando menores impactos ao
ambiente e a saude humana (AMARAL; BARA, 2005).

Neste sentido, um estudo preévio realizado pelo grupo de pesquisa Genética
de Microrganismos da UFPR, visando explorar o potencial antifungico de isolados
obtidos da planta medicinal Vochysia divergens Pohl, evidenciou algumas linhagens
que apresentaram atividade antifungica contra o fitopatogeno P. citricarpa. Esses
foram inicialmente identificados como pertencentes a familia Xylariaceae (HOKAMA
et al.,, 2017), e os autores sugeriram que as mesmas poderiam representar novas
espécies ou géneros dentro dessa familia.

No entanto, esta familia esta sob revisdo taxondmica, e em estudos recentes
varios géneros pertencentes a familia Xylariaceae foram alocados para a familia
Hypoxylaceae (DARANAGAMA et al.,, 2018). A segregacao de Hypoxylaceae é
baseada em caracteres filogenéticos gerados em diversos estudos (DARANAGAMA
et al., 2015; DARANAGAMA et al., 2016; MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2015;
STADLER et al, 2013), sendo condizente com conceitos morfologicos e
quimiotaxondmicos (WENDT et al., 2018).

A caracterizagao de géneros pertencentes a familia Xylariaceae € complexa,
pois muitas espécies foram descritas apenas com base em taxonomia morfologica
de ascomas, e muitos géneros ndo produzem essas estruturas em meios de cultura
(BRUNNER; PETRINI, 1992; STADLER, 2011). Técnicas moleculares s&o
comumente usadas para superar estes problemas taxondmicos, ocasionados pela
limitagado de caracteres morfologicos (TANG et al., 2009). A utilizagao de diferentes
sequéncias génicas auxiliam na identificacdo de isolados, especialmente as
sequéncias intrbnicas de genes codificadores de proteinas como RPB2 e TUBZ2 ([ -
tubulina), que tem sido mais informativas ao inferir relacdes filogenéticas de géneros
dentro da familia (DARANAGAMA et al., 2014, 2015, 2016, 2018; HSIEH; JU;
ROGERS, 2005; KUHNERT et al., 2014).

Baseado nesses dados, o presente trabalho visou a identificagdo e descricao
dos isolados previamente obtidos por Hokama et al. (2017), por meio de analise
multilocos e morfolégica. Além disso, determinou o potencial metabdlico, avaliando a
atividade biologica de extratos frente a microrganismos de interesse clinico e

agrondémico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIODIVERSIDADE DO PANTANAL E Vochysia divergens Pohl

O Pantanal € um bioma caracterizado pela inundagdo sazonal que ocorre
anualmente (ALHO, 2011). Dessa forma, muitas partes deste bioma periodicamente
mudam de habitats terrestres para aquaticos e vice-versa. Estas mudancas
ambientais geram diferentes respostas de algumas plantas as condi¢des do habitat,
resultando na retragdo ou aumento de algumas populagdes (ARIEIRA; CUNHA,
2006). Este clima proporciona um solo rico em nutrientes e alimentos, atraindo
assim, uma grande variedade de organismos e microrganismos de locais secos
(WILLINK et al., 2000) e selecionando a presenca dos adaptados a esta mudanga
(ALHO, 2008).

A Dbiodiversidade do Pantanal constitui um precioso ecossistema, de
importéncia reconhecida mundialmente. Entretanto, o uso insustentavel vem
prejudicando a biodiversidade caracteristica deste bioma (ALHO; SILVA, 2012), o
gue ressalta a importancia do estudo de medidas protetivas que visem a
conservacao do Pantanal, como estudos de bioprospeccao, para associar um valor
econdmico a diversidade presente nessa area (NORILER et al., 2018).

Vochysia divergens Pohl (popularmente conhecida como Cambara) é uma
planta medicinal que apresenta variagdo no crescimento e dominio em fungao do
gradiente de inundacéo, ou seja, areas inundaveis do Pantanal (SANCHES et al.,
2011; SOARES; OLIVEIRA, 2009). Essa planta € comumente encontrada na
Ameérica do Sul, onde suas folhas e casca sao utilizadas na medicina popular, sendo
que pesquisas revelam um grande potencial das mesmas para produgédo de
substancias bioativas (FOGO et al., 2009).

Extrato etandlico proveniente das cascas de V. divergens apresentou
atividade bactericida contra o patdégeno clinico Staphylococcus aureus
(BORTALANZA et al, 2002; SAVI et al., 2015). Assim também, em estudos
anteriores realizados pelo nosso grupo, visando a bioprospec¢éo de microrganismos
endofiticos, foram isoladas linhagens que produziram compostos com atividade
antioxidante, antitumoral, antibacteriana e antifungica, a partir dos metabodlitos
secundarios produzidos (GOS et al., 2017; HOKAMA et al., 2017; NORILER et al.,
2018; SAVI et al., 2015).
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2.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E FILOGENETICA DA FAMILIA
HYPOXYLACEAE

Desde meio século atras, os caracteres morfoldgicos assexuados produzidos
por fungos foram considerados objetos de classificacéo na familia Xylariaceae e este
fato resultou na colocagao do género Hypoxylon Bull. junto com outros géneros que
possuiam fase assexuada do tipo nodulisporium, € os demais individuos da familia
Xylariaceae no grupo geniculosporium (GREENHALGH; CHESTERS, 1968). Em
1961, em uma tentativa de organizar esta familia, foi sugerido agrupar os géneros
em subfamilias, “Hypoxyloide” e “Xylarioide” respectivamente, incluindo demais
géneros de morfologia assexuada duvidosa em “Thamnomycetideae” (DENNIS,
1961). Em 1996 um novo agrupamento foi proposto, incluindo outros caracteres
morfoldgicos, dividindo a familia em dois grandes grupos, géneros relacionados a
Xylaria com “anamorfos do tipo geniculosporium” versus a Hypoxylon com
“anamorfos do tipo nodulisporium”, sem caracterizar como “subfamilias® (JU;
ROGERS, 1996). Contudo, apesar de ter sido amplamente utilizado o termo
“subfamilias”, tal classificagao foi contestada e considerada invalida em 2008 porque
a mesma nao havia sido realizada de acordo com as regras de nomenclatura da
botanica (BITZER et al., 2008).

Em uma definicdo tradicional, Xylariaceae tem sido caracterizada
primariamente a partir de estruturas sexuadas, porém muitos endofitos permanecem
estéreis em cultura ou reproduzem apenas estruturas assexuadas (STADLER et al.,
2013), dificultando a identificagdo. Desta forma, a avaliagdo de estruturas de
ramificagdo do conidioforo e o tipo de proliferacéo das ceélulas conidiogénicas (JU;
ROGERS, 1996), bem como caracteristicas da colénia (PETRINI; PETRINI, 1985)
podem auxiliar na identificagdo dos mesmos. Entretanto caracteres mais robustos,
como a filogenia, que utiliza caracteres genéticos compartilhados entre as espécies,
sobretudo de uma mesma familia, por meio de sequéncias de DNA (TANG et al.,
2009) tem se mostrado uma ferramenta efetiva.

Para géneros da familia Xylariaceae a maioria das sequéncias disponiveis
sédo do gene que codifica para a subunidade maior do ribossomo (28S ou LSU), nas
regides /TS (gene de rDNA ITS1, 5.8s e ITS2) e parciais (sequéncias de introns) dos

genes que codificam a segunda subunidade maior da RNA polimerase |l (RPB2) e (3-
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tubulina (TUB2) (DARANAGAMA et al., 2018). A utilizacédo de diferentes sequéncias,
através de analise multilocus, pode fornecer informagdes mais robustas e diferenciar
microrganismos até mesmo muito semelhantes morfologicamente (WENDT et al.,
2018).

Baseado em estudos recentes de analise filogenética utilizando sequéncias
multilocus, varios géneros pertencentes a familia Xylariaceae foram alocados para
outras familias (DARANAGAMA et al, 2018) e os isolados anteriormente
caracterizados como subfamilia “Hypoxyloide” foram inseridos na familia
Hypoxylaceae. A segregagdo de Hypoxylaceae € baseada em caracteres
filogenéticos gerados em diversos estudos (STADLER et al, 2013;
MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2015; DARANAGAMA et al., 2015, 2016;), sendo
condizente com conceitos morfoldgicos e quimiotaxondmicos previamente
estabelecidos (WENDT et al., 2018).

A familia Hypoxylaceae € classificada como pertencente ao filo Ascomycota,
subfilo Pezizomycotina, classe Sordariomycetes, subclasse Xylariomycetidae, ordem
Xylariales (WENDT et al., 2018), e compreende atualmente 14 géneros
reconhecidos pelo mycobank (www.mycobank.org). Neste sentido, trabalhos
abrangentes de filogenia multigénica para a familia Xylariaceae, juntamente com
Hypoxylaceae, tem aumentado constantemente na ultima década, gerando uma
matriz de dados concisa, para uma genealogia multigénica (DARANAGAMA et al.,
2018; WENDT et al., 2018).

2.3 METABOLITOS SECUNDARIOS E POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DOS
ENDOFITOS

Os microrganismos endofiticos residem principalmente na parte interna, mais
precisamente, nos tecidos sob as camadas de células epidérmicas da planta
(BACON; WHITE, 2000; STONE et al., 2000), e inclui fungos e bactérias, que podem
estabelecer rela¢gdes complexas com seus hospedeiros (WU et al., 2016). Contudo,
a relacao endofito-hospedeiro envolve interagcdes continuas, proporcionando a troca
de substéncias, conhecidas como metabdlitos secundarios, que podem gerar
respostas biologicas especificas, associadas a protegdo da planta hospedeira
(OLDFIELD; LIN, 2012).


http://www.mycobank.org
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Metabolitos secundarios sdo moléculas orgéanicas, que podem apresentar
diferentes atividades bioldgicas, até mesmo proporcionando vantagem seletiva em
alguns ambientes (EKANAYAKE et al., 2017). Alguns metabolitos podem regular o
crescimento de plantas, ou atuar frente a bactérias e fungos fitopatogénicos, ou até
mesmo apresentar propriedades farmacéuticas (EKANAYAKE et al., 2017). Com
isso, muitos endofitos tém despertado interesse pela producdo de substancias
bioativas para utilizacdo na formulacdo de novas drogas (BEZERRA et al., 2015;
JALGAONWALA; MOHITE; MAHAJAN, 2010; RADIC; STRUKELJ, 2012). E assim,
metabdlitos originados de endofitos podem auxiliar na problematica envolvida na
resisténcia de microrganismos as drogas ja existentes no mercado, causada pelo
uso indiscriminado de medicamentos, ou uso incorreto dos mesmos (SANCHEZ,
2006; HWANG; GUMS, 2016).

Na agricultura a necessidade de alternativas para o controle de pragas e
fitopatdgenos que causam doencgas e prejuizos na produgao (PIMENTEL et al.,
2006), leva a buscar métodos alternativos para controle que causem menor dano ao
ambiente e a saude humana (AMARAL; BARA, 2005). Devido a ampla gama de
compostos produzidos por enddfitos, estes despertam interesse crescente em
pesquisadores, para a bioprospeccado de comunidades endofiticas que habitam em
plantas de varios ecossistemas (GOLINSKA et al., 2015), para a sele¢do de
linhagens promissoras para o controle bioldgico de fitopatologias, ou até mesmo a
descoberta de novos agroquimicos.

A grande utilidade no controle biolégico, de muitos metabdlicos secundarios
de endofiticos, ja tem sido relatada em trabalhos anteriores (VIZCAINO et al., 2005;
WIDMER, 2014; BAE et al., 2016). Hokama et al. (2017) demonstraram a atividade
antimicrobiana de extratos produzidos a partir de isolados pertencentes a familia
Xylariaceae contra o fitopatégeno Phyillosticta citricarpa, demonstrando alto potencial
dos mesmos para estudos detalhados quanto a producdo de compostos de

interesse.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar morfologicamente e filogeneticamente isolados endofiticos
previamente reportados como pertencentes a familia Xylariaceae, bem como avaliar
o potencial antimicrobiano de extratos produzidos por esses isolados frente a

microrganismos de interesse clinico e agrondémico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

) |dentificagdo baseada em macro e micromorfologia e analise filogenética
multigénica utilizando sequencias das regides /TS (gene de rRNA ITS1, 5.85 e
ITS2), e parciais dos genes LSU, RPB2 e TUBZ2, de cinco fungos endofiticos
isolados da planta Vochysia divergens, com a descricdo de possiveis novas
especies.

) Explorar os metabolitos secundarios avaliando a atividade inibitéria destes
contra patogenos clinicos e fitopatdogenos de citros, afim de obter compostos de

importéancia clinica / agronémica.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 MATERIAL BIOLOGICO

As linhagens selecionadas foram isoladas como endofitos de folhas da planta
medicinal V. divergens, coletadas na Fazenda de Santa Emilia, no Pantanal do Rio
Negro, por Hokama et al. (2017). Os cinco isolados estdo depositados no acervo
das Coleg¢des Microbiologicas da Rede Paranaense (CMRP) da Universidade
Federal do Parana, identificados com os codigos: CMRP681, CMRP683, CMRP685,
CMRP686 e CMRP688.

4.1.1 Identificagao morfolégica

Para a analise da macromorfologia os isolados foram repicados em placas de
Petri, contendo meio Aveia, meio comumente utilizado na caracterizagao de fungos
da Xylariaceae e Hypoxilaceae, e incubados a 23 - 25°C por aproximadamente 30
dias ou até a formacdo de estruturas assexuadas (conididforos, células
conidiogénicas e conidios) (DARANAGAMA et al, 2015). A analise das
caracteristicas macroscopicas avaliadas foram cor do micélio, taxa de crescimento e
producéo de pigmentos (STADLER et al., 2014).

A analise microscopica foi realizada pela observacdao de estruturas
conidiogénicas em microscopio optico com aumento de 400 a 1000x, e comparadas
com dados da literatura que auxiliaram na classificagao taxondémica (JU; ROGERS,
1996).

4.1.2 Identificacao molecular

4.1.2.1 Extracdo do DNA

O DNA foi extraido de micélio cultivado por um periodo de 2 a 3 dias a 23 -

25°C, em meio BDA (HOKAMA et al, 2012), de acordo com o protocolo de Raeder e
Broda (1985) modificado por Glienke (1999).
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41.2.2 Analise filogenética

Para a analise filogenética foram utilizadas sequencias das regides ITS (ITS1,
5.8S e ITS2), e parciais dos genes 28S (LSU — subunidade maior) do rDNA, RPB2 e
B-tubulina (TANG et al., 2009), que foram amplificadas e sequenciadas,
respectivamente, utilizando os primers ITS4 (WHITE et al., 1990) e VO9G (HOOG, DE
et al., 1998), LROR e LR5 (VILGALYS; HESTER, 1990), RPB2-5F e RPB2-7R (LIU;
WHELEN; HALL, 1999) e T1 e T22 (O'DONNELL; CIGELNIK, 1997), de acordo com
Daranagama et al. (2015). Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese
em gel de agarose 1%, corado em GelRed™, com marcador de peso molecular de
100 pb Ladder (Kasvi), e visualizados em transiluminador sob luz ultravioleta (UV).

A purificacido dos produtos de amplificacao foi realizada com as enzimas Exo1
e FastAP (ThermoFisher Scientific, USA). O sequenciamento foi realizado utilizando
o kit BigDye Terminator Cycle Sequencing v3.1 (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). Os produtos da reacdo de sequenciamento foram purificados utilizando
Sephadex G-50 (GE Healthcare) em Multiscreen Column Loader (Millipore). A leitura
das sequéncias foi feita em sequenciador ABI Prism 3500 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA).

As sequéncias consenso foram obtidas utilizando o software MEGA versao 7
(KUMAR et al., 2016), as quais foram comparadas com outras disponiveis no NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) utilizando a ferramenta BLAST (ALTSCHUL,
2005). Em seguida, foi realizado um alinhamento utilizando o programa MAFFT

v7.017 (http://mafft.cbrc.jp/alinhamento/servidor/) e ajustado manualmente, quando
necessario. As sequéncias das linhagens de referéncia (Tabela 1) foram obtidas nos
bancos de dados MycoBank (http://www.mycobank.org) e GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). Arvores filogenéticas de inferéncia bayesiana
foram geradas através do software MrBayes v. 3.2.6 (RONQUIST et al.,, 2012),

utilizando o numero de permutagdes necessarias até atingir o numero de desvios

iguais ou inferiores a 0.01, descartando os primeiros 25% de arvores geradas e
incorporando o modelo evolutivo indicado apoés teste no software MEGA7 (KUMAR
et al., 2016). Foram utilizadas quatro cadeias Markov Chain Monte Carlo (MCMC), e
a edigao de cada arvore foi realizada com o auxilio do software FigTree v. 1.4,


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://mafft.cbrc.jp/alinhamento/servidor/
http://www.mycobank.org
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
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TABELA 1-CODIGOS E REFERENCIAS DAS SEQUENCIAS UTILIZADAS NO PRESENTE ESTUDO.

Familia Espécies Cadigos ITS LSU RPB2 B-tubulina Referéncias
Diatrypaceae Diatrype disciformis CBS 197.49 - DQ470964 Spatafora et al. (2006)
Graphostomataceae | Biscogniauxia nummularia MUCL 51395 KY610382 KY610427 | KY624236 KX271241 | Wendt et al. (2017)
Alloanthostomella rubicola MFLUCC160479 KX533455 KX533456 | KX789493 KX789494 | Daranagama et al.(2016e)
Annulohypoxylon annulatum CBS 140775 KY610418 KY610418 | KY624263 | KC977276 | Kuhnert et al. (2014) TUB2, Wendt et al.(2017)
Annulohypoxylon atroroseum ATCC76081 AJ390397 KY8610422 | KY624233 | DQ840083 | Kuhnert et al. (2014), Wendt et al.(2017)
Annulohypoxylon michelianum CBS 119993 KX376320 KY610423 | KY624234 KX271239 | Kuhnert et al. (2016), Wendt et al. (2017)
Annulohypoxylon moriforme CBS 123579 KX376321 KY610425 | KY624289 KX271261 | Kuhnert et al. (2016), Wendt et al. (2017)
Annulohypoxylon nitens CBS 120705 KJ934991 KJ934992 KJ934994 KU684123 | Daranagama et al. (2015a), TUB2(U'Ren,J.M. 2016)
Annulohypoxylon stygium MUCL 54601 KY610409 KY610475 | KY624292 KX271263 | Wendt et al. (2017)
Annulohypoxylon truncatum CBS 140778 KY610419 KY610419 | KY624277 KX376352 | Kuhnert et al. (2016), Wendt et al. (2017)
Anthocanalis sparti MFLUCC140557 KP297395 KP340537 | KP340523 KP406606 | Daranagama et al. (2015a)
Daldinia andina CBS 114736 AM749918 KY610430 | KY624239 | KC977259 | Bitzer et al. (2008), Kuhnert et al. (2014)
Daldinia bambusicola CBS122872 KY610385 KY610431 | KY624241 | AY951688 | Hsieh et al. (2005), Wendt et al. (2017)
Daldinia caldariorum CBS122874 JX658452 KY610433 | KY624242 | KC977282 | Juetal. (1997), Stadler,M,, et al. (2013)
Daldinia caldariorum CBS113045 JX658453 - - - Stadler,M., et al. (2013)
Daldinia caldariorum MUCL49211 AM749934 - - KC977282 | Bitzer et al. (2008), Kuhnert et al. (2014} tub2
Daldinia concentrica CBS 113277 AY616683 KY610434 | KY624243 | KC977274 | Triebel et al. (2005). Wendt et al. (2017)
Hypoxylaceae Daldinia dennisi CBS 122879 JX658441 KY610435 | KY624244 | KC977262 | Stadler et al. (2014a)
Daldinia eschscholtzii MUCL45435 JX658484 KY610437 | KY624246 | KC977266 | Stadler,M., et al. (2013)
Daldinia eschscholtzii KC1690 JX658456 - - - Bitzer et al. (2008)
Daldinia eschscholtzii FL1408 JQ761025 JQ761025 | KU684261 | KUB84179 | U'Ren et al. (2016)
Daldinia placentiformis (L%“:A'szff;) JX550552 | MK535100* | MK577654* | MK577659* | Hokama et. al. (2017)
Daldinia loculatoides CBS 113279 AF176982 KY610438 | KY624247 KX271246 | Johannesson et al. (2000), Wendt et al. (2017)
Daldinia macaronesica CBS 113040 KY610398 KY610477 | KY624294 | KX271266 | Wendt et al. (2017)
Daldinia petriniae MUCL 49214 AM749937 KY610439 | KY624248 | KC977261 | Bitzer et al. (2008)
Daldinia placentiformis MUCL47603 AM749921 KY610440 | KY624249 | KC977278 | Bitzer et al. (2008)
Daldinia pyrenaica MUCL 53969 KY610413 KY610413 | KY624274 | KY624312 | Wendt et al. (2017)
Daldinia sacchari CAL 1654 MG954373 - - - Narmani, A., et al (2018)
Daldinia steglichii MUCL 43512 KY610399 KY610479 | KY624250 | KX271269 | Wendt et al. (2017)
Daldinia theissenii CBS 113044 KY610388 KY610441 | KY624251 KX271247 | Wendt et al. (2017)
Daldinia vernicosa CBS 119316 KY610395 KY610442 | KY624252 | KC977260 | Kuhnert et al. (2014a)
Entonaema liquescens ATCC 46302 KY610389 KY610443 | KY624253 KX271248 | Wendt et al. (2017)
Hypoxylon begae BCRC 34051 JN660820 - - AY951704 | Hsieh et al. (2005)
Hypoxylon carneum MUCL 54177 KY610400 KY610480 | KY624297 | AY951706 | TUB2 (Hsieh,H.M.2005), Wendt et al. (2017)
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Hypoxylon cercidicola CBS 119009 KC968908 KY610444 | KY624254 | KC977263 | Kuhnert et al. (2014)

Hypoxylon crocopeplum CBS 119004 KC968907 KY610445 | KY624255 | KC977268 | Kuhnert et al. (2014), Wendt et al. (2017)
Hypoxylon fendleri MUCL 54792 KF234421 KY610481 | KY624298 | KF300547 | Kuhnertetal. (2014)

Hypoxylon fragiforme MUCL 51264 KM186294 KM186295 | KM186296 | KX271282 | Stadler et al. (2013), Daranagama et al. (2015a)
Hypoxylon fuscum CBS 113049 KY610401 KY610482 | KY624299 | KX271271 | Wendt et al. (2017)

Hypoxylon griseobrunneum (L%“:A'szffgo) JX550542 | MK535097* | MK577651* | MK577656* | Hokama et. al. (2017)

Hypoxylon griseobrunneum (L%'\,/\Iﬂipf 18 233) JX559544 MK535098* | MK577652% | MK577657* | Hokama et. al. (2017)

Hypoxylon griseobrunneum (L%’\:\I;Pf 18 256) JX559547 MK535099* | MK577653* | MK577658* | Hokama et. al. (2017)

Hypoxylon griseobrunneum 1 MUCL 53754 KC968909 - - KC977289 | Kuhnert et al. (2014)

Hypoxylon griseobrunneum 2 CBS129346 KC968928 - - KC977281 | Kuhnert et al. (2014)

Hypoxylon griseobrunneum 3 BCRC 34050 JN660819 - - AY951703 | Hsieh et al. (2005), como Hypoxylon anthochroum
Hypoxylon griseobrunneum 4 CBS 117742 KC968917 - - KC977271 | Kuhnert et al. (2014)

Hypoxylon griseobrunneum T CBS 33173 KY610402 KY610483 | KY624300 | KC977303 | Kuhnert et al. (2014) TUB2, Wendt et al. (2017)
Hypoxylon haematostroma MUCL 53301 KC968911 KY610484 | KY624301 KC977291 | Kuhnert et al. (2014) ITS, TUB2, Wendt et al. (2017)
Hypoxylon howeanum MUCL 47599 AM749928 KY610448 | KY624258 | KC977277 | Bitzer et al. (2008)

Hypoxylon hypomiltum MUCL 51845 KY610403 KY610449 | KY624302 | KX271249 | Hsieh et al. (2005)

Hypoxylon investiens CBS 118183 KC968925 KY610450 | KY624259 | KC977270 | Kuhnert et al. (2014), Wendt et al. (2017)
Hypoxylon investiens CBS 129034 KC477239 - - KC977293 | Kuhnert et al. (2014)

Hypoxylon investiens CBS 118185 KC968924 - - KC977269 | Kuhnert et al. (2014)

Hypoxylon lateripigmentum CBS 129031 KC968933 KY610486 | KY624304 | KC977290 | Kuhnert et al. (2014), Wendt et al. (2017)
Hypoxylon lenormandii CBS 119003 KC968943 KY610452 | KY624261 KC977273 | Kuhnert et al. (2014), Wendt et al. (2017)
Hypoxylon monticulosum MUCL 54604 KY610404 KY610487 | KY624305 KX271273 | Wendt et al. (2017)

Hypoxylon musceum MUCL 53765 KC968926 KY610488 | KY624306 | KC977280 | Kuhnert et al. (2014), Wendt et al. (2017)
Hypoxylon ochraceum MUCL 54625 KC968937 - KY624271 KC977300 | Kuhnert et al. (2014), Wendt et al. (2017)
Hypoxylon papillatum ATCC 58729 KC968919 KY610454 | KY624223 | KC977258 | Kuhnert et al. (2014)

Hypoxylon perforatum CBS 115281 KY610391 KY610455 | KY624224 KX271250 | Wendt et al. (2017)

Hypoxylon petriniae CBS 114746 KY610405 KY610491 KY624279 KX271274 | Kuhnert et al. (2016), Wendt et al. (2017)
Hypoxylon pilgerianum STMA 13455 KY610412 KY610412 | KY624308 KY624315 | Wendt et al. (2017)

Hypoxylon porphyreum CBS 119022 KC968921 KY610456 | KY624225 | KC977264 | Kuhnert et al. (2014)

Hypoxylon pulicicidum CBS 122622 JX183075 KY610492 | KY624280 | JX183072 | Bills et al. (2012), Wendt et al. (2017)
Hypoxylon rickii MUCL 53309 KC968932 KY610416 | KY624281 KC977288 | Kuhnert et al. (2014)

Hypoxylon rubiginosum MUCL 52887 KC477232 KY610469 | KY624266 KY624311 | Stadler et al. (2013), Wendt et al. (2017)
Hypoxylon samuelsii MUCL 51843 KC968916 KY689241 | KY624269 | KC977286 | Kuhnertet al. (2014), Wendt et al. (2017)
Hypoxylon submonticulosum CBS 115280 KC968923 KY610457 | KY624226 | KC977267 | Kuhnert et al. (2014), Wendt et al. (2017)
Hypoxylon ticinense CBS 115271 JQ009317 KY610471 KY624272 | AY951757 | Hsieh et al. (2005), Wendt et al. (2017)
Hypoxylon trugodes 1 MUCL 54794 KF234422 KY610493 | KY624282 KF300548 | Kuhnert et al. {2014), Wendt et al. (2017)
Hypoxylon trugodes 2 BCRC 34098 JQ009318 - - AY951758 | Hsieh et al. (2005)




























































































































