UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

KASSIELY ZAMARCHI

BIODIVERSIDADE E BIOPROSPECCAO DE FUNGOS LIGNOLITICOS ISOLADOS
DE MANGUEZAIS DA BAIA DE PARANAGUA

CURITIBA
2019



KASSIELY ZAMARCHI

BIODIVERSIDADE E BIOPROSPECCAO DE FUNGOS LIGNOLITICOS ISOLADOS
DE MANGUEZAIS DA BAIA DE PARANAGUA

Dissertagcdo apresentada ao curso de Pods-
Graduagdo em Microbiologia, Parasitologia e
Patologia, Setor de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal do Parana, como requisito
parcial a obtengdo do titulo de Mestre em
Microbiologia.

Orientadora: Profa. Dra. Renata Rodrigues Gomes

Coorientadora: Profa. Dra. Vania Aparecida
Vicente

CURITIBA
2019



Universidade Federal do Parana. Sistema de Bibliotecas.

Biblioteca de Ciéncias Bioldgicas.
(Dulce Marna Bieniara — CRB/9-931)

Zamarchi, Kassiely
Biodiversidade e bioprospeccio de fungos lignoliticos isolados de
manguezais da baia de Paranagua. / Kassiely Zamarchi. — Curitiba, 2019.
12 pil

Orientadora: Renata Rodrigues Gomes
Coorientadora: Vania Aparecida Vicente

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal do Parana, Setor de
Ciéncias Biologicas. Programa de Péds-Graduacdo em Microbiologia,
Parasitologia e Patologia.

1. Manguezais 2. Biodiversidade 3. Enzimas de fungos 4. Lacase |
Titulo 1. Gomes, Renata Rodrigues Ill. Vicente, Vania Aparecida V.
Universidade Federal do Parana. Setor de Ciéncias Biolégicas. Programa
de Pos-Graduacdo em Microbiologia, Parasitologia e Patologia.

CDD (20. ed.) 5892




MINISTERIO DA EDUCAGAD

SETOR SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
PROGRAMA DE POS GRADUAGAD MICROBIOLOGIA,
PARASITOLOGIA E PATOLOGIA - 4000101604410

TERMO DE APROVAGAQ

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pos-Graduagho em MICROBIOLOGIA,
) PARASITOLOGIA E PATOLOGIA da Universidade Federal do Parana foram convocados para realizar a arguicho da dissertagio de
f Mestrado de KASSIELY ZAMARGHI intitulada: Biodiversidade e Bioprospecgio de Fungos Lignoliticos Isolados de
Manguezais da Baia de Paranagud, apos terem inquirido a aluna e realizado a avaliago do trabalho, slo de parecer pela sua
no rito de defesa.
~ A outorga do titulo de mestre esta sujeita & homologagao pelo colegiado, ao atendimento de todas as indicagbes e coregbes
solicitadas pela banca e ao pleno atendimento das demandas regimentais do Programa de Pos-Graduagao.

CURITIBA, 11 de Margo de 2019.

RENATA RODRIGUES GOMES
Presidente da Banca Examinadora (UFPR)

| bicy Ko
e DIOGO ROBL
i Avaliador Externo (UFSC)

mm B e



AGRADECIMENTOS

Agradeco as pessoas mais importantes da minha vida, meu pai Selson,
minha mae Celi e meu irmao Marcel. Estou convicta que o0 meu amor pela ciéncia
vem de ouvir inumeras vezes as frases: “Deu certo hein, anotou pra repetir nas
proximas?” ou entdo, “Uhum, e o que vocé aprendeu com isso?”

Agradego ao meu namorado Cid por, de um modo muito bom, nao ter
permitido que esses dois anos fossem de dedicacao exclusiva, e sim parte da minha
vida. Agradeco a saudade, o abrago, a compreensao s2

Agradeco a Renata, desde entdo mamae do Rael, minha mais que
orientadora alguém que tenho a ousadia de chamar de amiga. Agradego por todo
carinho, apoio e claro pelos “bolo de milho”.

Agradeco a Gabi, pessoa mais que extraordinaria! Alguém com espirito bom,
coragao bom, dedicada, amiga, companheira. Obrigada por toda ajuda, paciéncia,
conversas. Obrigada pelos dias leves!

Agradeco a profa Vania pela oportunidade e por ter permitido que a Renata
me orientasse.

Quero fazer um agradecimento especial ao prof. Diogo e as alunas dele,
Rafa, Beatriz e Aline por terem me ensinado parte desse trabalho.

Agradego a todas do LabMicro pela ajuda e pelos momentos de
descontragdo. Muito obrigada!

Agradeco também ao Programa de Pds-graduacao, a UFPR e a Capes pela

concessao da Bolsa.



Sorrir, chorar e ter alguém pra compartilhar sempre
Viver para alguém que te ama e dividir sempre

Felicidade e amor...

ALEXANDRE M. ABRAO & THIAGO R. CASTANHO



RESUMO

O manguezal é um ecossistema estuarino que promove a protegédo da costa
além de funcionar como nicho ecolégico para uma ampla fauna associada. A
elevada diversidade microbiana atua na manutencdo de um ecossistema saudavel
por meio de da ciclagem de nutrientes. Desse modo os fungos participam
ativamente nos ciclos biogeoquimicos, principalmente na ciclagem de carbono.
Contudo, os dados sobre a comunidade fungica existente sdo escasso, dessa forma
estudos que visem o conhecimento da diversidade fungica associada a este
ambiente bem como avaliar o potencial biotecnolégico desses microrganismos € de
grande importancia, especialmente dado o impacto antropogénico que esse
ecossistema vem sofrendo. As enzimas oxidativas extracelulares oriundas do
metabolismo fungico estdo envolvidas na degradagdo da lignina, um composto
recalcitrante presente no material vegetal e devido a baixa especificidade enzimatica
pelo substrato, estas enzimas sao amplamente aplicadas em processos
biotecnolégicos. Compreendendo a importéncia ecologica dos fungos no
ecossistema o presente estudo visa identificar molecularmente a comunidade
fungica associada ao sedimento de manguezais da Baia de Paranagua — PR, bem
como avaliar a atividade lignolitica da mesma, por meio de da sintese de lacase,
lignina e manganés peroxidase visando o potencial biotecnolégico. Os resultados
indicaram que o sedimento de manguezal abriga uma comunidade fungica
taxonomicamente diversa, uma vez que foram identificados por analise filogenética
de 68 morfotipos, 44 géneros distribuidos em 39 familias, destacando algumas
espécies como inéditas em sedimento de manguezal. Dos 68 morfotipos submetidos
a selegcdo qualitativa quanto a sintese enzimatica, 36 apresentaram atividade
positiva, destacando a via da lacase como predominante. Dos 36 positivos, 14 foram
cultivados em |) meio liquido a base de farelo de trigo para produgao enzimatica e Il)
meio liquido para descoloragdo do corante RBBR. A atividade enzimatica da lacase
foi a unica detectada em oito linhagens, revelando Nigrograna mackinnonii,
Epicoccum sp. e Xylomelasma sp. como os melhores produtores em 168h. A
descoloragao do corante téxtil remazol azul brilhante R (RBBR) foi observada em 10
linhagens avaliadas apresentando aumento significativo de 144h para 192h,
destacando Epicoccum sp., Cytospora sp., e Austropleospora sp. Os dados obtidos
nesta pesquisa revelam que o sedimento de manguezal abriga alta diversidade
genética, fato imprescindivel para a manutengdo de um ecossistema em equilibrio.
Além disso, apresenta uma comunidade fungica pouco explorada na area
biotecnolégica, a qual pode configurar como fonte genética de novos compostos.

Palavras-chave: Manguezal. Biodiversidade. Enzimas Lignoliticas. Lacase.



ABSTRACT

The mangrove is an estuarine ecosystem that promotes coastal protection
and roles as ecological niche for a wide associated fauna. The high microbial
diversity play a role in the maintenance of a ecosystem through the nutrients cycling.
Thereby, the fungi participate in the biogeochemical cycles mainly in the carbon
cycling. However, research on the existing fungal community are unusual, so studies
aimed at understanding the fungal diversity linked with this ecossystem as well as
evaluating the biotechnological potential of these microorganisms are of great
importance, especially because the anthropogenic impact in this ecosystem.
Extracellular oxidative enzymes derived from fungal metabolism are involved in the
lignin degradation, a recalcitrant compound present in plant material. Futhermore,
due to the low enzymatic specificity of the substrate these enzymes are widely
applied in biotechnological processes. Understanding the ecological importance of
microbiota fungal in this ecosystem, the present study aims to identify the fungal
community associated with the Paranagua Bay's mangrove sediment by molecular
tools as well as to evaluate the lignolithic activity of the same, through the laccase,
lignin and manganese peroxidase synthesis aiming the possible biotechnological
potential. The results indicated that the mangrove sediment is composed by a
diverse fungal community. Through the phylogenetic analysis were identified 68
morphotypes and 44 genera distributed in 39 families, highlighting some species as
unprecedented in this sediment. Of the 68 morphotypes used to qualitative selection
for enzymatic synthesis, 36 presented positive results, highlighting the laccase
pathway as predominant. Of the 36 positives fungi for enzymatic synthesis, 14 were
cultured in wheat bran liquid medium for enzymatic production (I) and liquid medium
for discoloration of the RBBR dye (ll). The laccase enzymatic activity was detected in
eight strains, demonstrating as best producers the species Nigrograna mackinnonii,
Epicoccum sp. and Xylomelasma sp. in 168h. The RBBR discoloration was observed
in 10 fungi evaluated presented increased significant from 144h to 192h, highlighting
the genera Epicoccum sp., Cytospora sp., and Austropleospora sp. The data
obtained in this research reveal that the mangrove sediment harbors a high genetic
diversity in fungi microbiota, an essential fact for the maintenance of an ecosystem in
equilibrium. In addition, it presents a fungal community little explored, which could be
a genetic unexplored source of new compounds.

Keywords: Mangrove. Biodiversity. Lignolytic enzymes. Lacase.
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1 INTRODUGAO

O ecossistema de manguezal configura entre um dos mais produtivos em
todo mundo, pois abriga grande diversidade genética de diferentes grupos de
organismos aquaticos e terrestres o que implica em um elevado valor ecoldgico
(THATOI et al., 2013). Por estar na confluéncia entre o ambiente terrestre e o
marinho, o sedimento é lodoso, pouco oxigenado e apresenta elevada concentragcéo
de matéria orgéanica oriunda da decomposi¢cdo de plantas, animais e de material
aléctone trazido diariamente pela acado das marés (ALONGI, 2002).

A gama de microrganismos existentes no sedimento do manguezal participa
ativamente da ciclagem de nutrientes no ecossistema, principalmente na
solubilizagéo do fosfato (VAZQUEZ et al., 2000) e na degradagéo da lignocelulose,
implicando diretamente no ciclo do carbono (ALSHEIKH-HUSSAIN; ALTENAIJI;
YOUSEF, 2014). Neste contexto, o papel dos fungos esta em iniciar a degradacéao,
pela quebra da lignocelulose que compde a parede celular das plantas, por meio de
da secrecdo de enzimas extracelulares (MATONDKAR; MAVINKURVE, 1981;
HARTIKAINEN; HATAKKA; KAHKONEN, 2013). As enzimas que atuam degradando
a lignina sdo denominadas enzimas lignoliticas. Tais enzimas extracelulares
oxidativas sintetizadas por fungos sdo denominadas de a) heme-peroxidases: grupo
enzimatico composto principalmente pela lignina peroxidase (EC 1.11.1.14) e
manganés peroxidase (EC 1.11.1.13) e b) fenol oxidase: grupo representado pela
lacase (EC 1.10.3.2) (CHEN et al., 2011). A lignina € uma macromolécula fendlica e
recalcitrante, os fungos capazes de sintetizarem enzimas para degrada-la
desempenham importante papel ecolégico dentro dos ecossistemas, pois participam
como parte do ciclo do carbono. De modo geral as enzimas extracelulares atuam em
ciclos cataliticos oxidando o substrato, levando a formagado de compostos de menor
peso molecular passiveis de serem absorvidos pelas hifas e utilizados pelo
metabolismo celular, bem como tornando este composto acessivel para outros
microrganismos (AGUIAR; FERRAZ, 2011; KELLNER et al., 2014).

Apesar do elevado valor ecolégico o manguezal sofre agdes antrépicas
negativas que afetam principalmente a biodiversidade local. Os impactos
antropogénicos que afetam a diversidade e/ou a funcionalidade da microbiota de

solos de manguezal podem influenciar tanto a dindmica de ciclagem de nutrientes,
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incluindo a degradacao da lignocelulose, comprometendo o ciclo do carbono e a
qualidade do solo, quanto afetar niveis tréficos superiores (HOLGUIN; VAZQUEZ;
BASHAN, 2001; SANTOS et al., 2011).

Zamarchi (2016) avaliou a microbiota fungica de sedimento de manguezal da
Baia de Paranagua — PR e constataram um declinio na abundéancia de fungos do
género Aspergillus e Penicillium em manguezal proximo a areas residenciais quando
comparado com manguezal inserido em area de preservagdo ambiental. Dado que
espécies destes géneros sao relatadas como solubilizadoras de fosfato no
ecossistema, a reducdo numérica de espécies importantes foi relatada pelos autores
como um possivel indicio na modificagdo da funcionalidade do ambiente. Além
disso, os autores também relatam o isolamento da levedura Kluyveromyces aestuarii
apenas no manguezal inserido em area de preservagao ambiental corroborando com
dados obtidos por Araujo e Hagler (2011) na Baia de Guanabara — RJ.

As heme-peroxidases e a lacase sédo descritas como capazes de oxidar uma
gama de compostos fendlicos, dado que apresentam pouca especificidade pelo
substrato a ser oxidado o que as torna passiveis de degradarem compostos que
apresentem estrutura quimica semelhante a da lignina, desta forma sdo amplamente
estudadas para fins de biorremediacdo de areas poluidas por hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos - PAH (LEE et al., 2014; WINQUIST et al., 2014); 6leos e
seus derivados (AMEEN et al., 2016; ALMEIDA et al., 2017), biodegradagéo de
corantes de efluentes da industria téxtil (MARTINS et al., 2002; VAITHANOMSAT et
al., 2010; VERMA et al.,, 2010) e processos de bio-deslignificagdo, como a
despolpagao de frutas e degradagado de residuos agricolas (KNEZEVIC et al., 2013).

Apesar da importancia fungica no sedimento de manguezal ser reconhecida
(ALONGI, 2002; THATOI et al., 2013) esse ambiente sofre com inumeras formas de
impacto ambiental, desta forma o conhecimento da comunidade fungica pertencente
ao sedimento do manguezal se torna pertinente tanto para subsidiar o entendimento
do seu papel no ecossistema de um modo bioldgico, diversidade/ funcionalidade das
especies, quanto quais enzimas estdo sendo sintetizadas neste ambiente. Tendo em
vista todas as aplicagbes biotecnologicas supracitadas para as enzimas lignoliticas o
manguezal € um ambiente potencial na obtengcdo de novas espécies com niveis de

producdo enzimatica que visem melhorar e ampliar processos biotecnoldgicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Identificar molecularmente a comunidade fungica associada ao sedimento de
areas de manguezais da Baia de Paranagua — PR, bem como avaliar o potencial
biotecnolégico da mesma por meio da sintese enzimatica de heme-peroxidases e de

lacase.

2.2 ESPECIFICOS

e |dentificar os fungos filamentos isolados do sedimento por meio do
sequenciamento génico;

e Selecionar qualitativamente os isolados fungicos quanto a sintese de
heme-peroxidases e lacase in vitro;

¢ Avaliar quantitativamente isolados fungicos quanto a produgao enzimatica
de heme-peroxidases e lacase em cultivo submerso;

e Avaliar o potencial biotecnoldgico dos isolados fungicos quanto a

capacidade de degradar corante téxtil.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 MANGUEZAL

O manguezal é um ecossistema estuarino que se desenvolve nas zonas
tropicais e subtropicais do mundo (GIRI et al., 2010). Este ambiente é caracterizado
pelo sedimento lodoso e por espécies de gimnospermas adaptadas, assim como a
fauna associada, as variacdes diarias de maré e salinidade (FIGURA 1) (ALONGI,
2002; THATOI et al., 2013).

FIGURA 1 — DESENHO REPRESENTATIVO DO ECOSSISTEMA DE MANGUEZAL

FONTE: Disponivel em: https://wwwbiodersongrapiuna.blogspot.com. Acesso em 23-02-2019.

O manguezal € amplamente estudado quanto a sua importancia bioldgica,
dentre as quais se podem destacar: (I) contribui para a estabilizacdo da costa, pois
as raizes de mangue atuam como filtros retendo grande quantidade de sedimento e
detritos trazidos pela agao das marés (GHOSH et al., 2010); (II) possui elevado teor
de matéria organica, a qual é continuamente disponibilizada para as regides
adjacentes servindo como base para cadeia trofica costeira (THATOI et al., 2013);
() é o nicho ecolégico de grande diversidade faunistica, seja de espécies
residentes ou migratdrias (GIRI et al., 2010); (IV) a diversidade microbiana é atuante
nos ciclos biogeoquimicos promovendo a ciclagem de nutrientes dentro do
ecossistema (ANDREOTE et al., 2012).

Apesar de ser reconhecido como um ambiente produtivo e de elevada
importancia ambiental, também é pertinente ressaltar que ha muitos anos este

ecossistema vem sendo negligenciado e continuamente explorado seja pela
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populagcdo costeira na retirada de recursos naturais, seja pelo setor industrial ou
portuario para instalacao e/ou ampliacao de terminais e demais instalagdes voltadas
ao desenvolvimento econémico (CASTELLA et. al., 2006; GIRI et al., 2010).

A caracteristica lodosa do solo do manguezal se da pela alta deposicéo de
matéria organica oriunda tanto do ambiente terrestre quanto aquatico, de modo que
o sedimento se torna anéxico com o aumento da profundidade, sendo assim a via de
respiragdo anaerdbica se sobressai a custa de moléculas de sulfato disponiveis
(ARFI et al., 2012; THATOI et al, 2013). A matéria orgénica € composta
principalmente por material de origem vegetal. A comunidade fungica existente tem
como fungdo decompor o material lignocelulético em substancias de menor peso
molecular, obtendo desse modo energia para o metabolismo préprio, bem como
torna essas substancias disponiveis para organismos cujo habitat sejam
ecossistemas adjacentes ao limite do bosque de mangue (ARFI et al., 2012; THATOI
et al., 2013; ALSHEIKH-HUSSAIN et al., 2014).

De maneira geral os estudos envolvendo a bioprospeccao da diversidade
fungica em manguezal tratam principalmente de fungos endofiticos muitas vezes
correlacionando determinados géneros fungicos e sua particular afinidade com uma
determinada espécie de mangue (LIU et al.,, 2012; COSTA; MAIA; CAVALCANTI
2012; SEBASTIANES et al., 2013) ou de basidiomicetos associados a madeira em
decomposigao (KHAN; MANIMOHAN, 2011; NOGUEIRA-MELO; SANTOS;
GIBERTONI, 2017), havendo ainda um maior desprendimento de tempo e de
recursos centralizados em manguezais cronicamente contaminados, principalmente
por diferentes classes de hidrocarbonetos (SILVA et al., 2003; GOMES;
CAVALVANTI; PASSAVANTE, 2011; GHIZELINI; MENDONCA-HAGLER; MACRAE,
2012; FASANELLA et al., 2012). Todavia, por meio de investigacdo metagenémica
inumeros géneros fungicos tém sido relatados em sedimento de manguezais
buscando suprir ndo sé a lacuna relacionada com a biodiversidade, mas também a
da funcionalidade, investigando a presenga de determinados genes sabidamente
relacionados com vias de sintese enzimatica (THOMPSON et al., 2013; SIMOES et
al., 2015).

Por meio de isolamento classico, varios géneros relatados como comuns em
ambiente de manguezal num contexto mundial, foram identificados em manguezais

brasileiros, incluindo espécies descritas como geograficamente inéditas (GOMES;
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CAVALCANTI; PASSAVANTE et al., 2011) e associando a queda na abundéancia de
determinados géneros notoriamente constantes com possiveis intervengdes
antrépicas negativas nesse ecossistema (ZAMARCHI, 2016).

Ainda que o papel da microbiota esteja claramente relatado em qualquer
ecossistema, o ambiente de manguezal necessita de uma melhor caracterizagéo de
sua comunidade microbiana, principalmente no que diz respeito aos fungos. Tal
conhecimento visa ampliar ndo s6 a compreensdo das caracteristicas bioldgicas do
manguezal, no que diz respeito a ciclagem de compostos organicos presentes, mas
também a busca por novas fontes enzimaticas visto que microrganismos de
ambientes extremos possuem um leque enzimatico, muitas vezes uUnico se
mostrando potencialmente interessantes no setor biotecnolégico (GAO et al., 2010).
Esse banco genético em potencial, principalmente no contexto brasileiro precisa ser

mais bem investigado e explorado.

3.2 FUNGOS E AS ENZIMAS LIGNOLITICAS

A parede celular das plantas € composta essencialmente por celulose,
hemicelulose e lignina. A celulose € um polimero linear, constituido exclusivamente
por moléculas de anidro-glicose unidas por liga¢des (-(1,4)-glicosidicas, formando a
fibrila elementar que é insoluvel em agua e apresenta alto grau de cristalinidade.
Uma estrutura composta por quatro fibrilas € agrupada por uma monocamada de
hemicelulose, esta por sua vez € um polissacarideo variavel composto por glicose,
manose, galactose, xilose e arabinose. Esta monocamada é entdo circundada em
uma matriz de hemicelulose e lignina formando a microfibrila celulésica (CARVALHO
et al., 2009; AGUIAR; FERRAZ, 2011; MANAVALAN; MANAVALAN; HEESE, 2014).

A lignina € uma macromolécula fendlica complexa, formada da juncéao
oxidativa de trés precursores monomeéricos, 0os alcodis p-cumarilico, coniferilico e
sinapilico. A partir de cada alcool precursor se forma uma unidade basica nomeada
de acordo com a substituicdo do radical metoxilo dos anéis aromaticos: (l) p-hidroxi-
fenil ou H: composto ndo metoxilado derivado do alcool p-cumarilico; (llI) guaiacil ou
G: composto por um radical metoxilo derivado do alcool coniferilico; e (1) siringil ou
S: composto por dois radicais metoxilo derivados do alcool sinapilico (FIGURA 2A).

Os tipos de acoplamentos que podem ocorrer entre as unidades basicas envolvem
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ligagdes do tipo B-O-4 e a-O-4 (50-65%), -1 (9-15%), B-5 (6-15%), 5-5 (2-9%) e B-B

(2-5%) dando origem entdo a macromolécula de lignina (WONG, 2008).

FIGURA 2 — MOLECULA DE LIGNINA E CICLO CATALITICO DE ENZIMAS LIGNOLITICAS
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FONTE: Adaptado de WONG (2008) e CARVALHO et al. (2009)

Na natureza os fungos s&o os responsaveis pela degradacao da lignina e
sdo classificados de acordo com a estrutura que as fibras da madeira assumem
ap6s a quebra dos compostos. Os denominados fungos de degradagao-branca
(white-rot fungi) decompoem completamente a molécula de lignina, clivando as
ligagcbes C-C; fungos de degradacédo-parda (brown-rot fungi) levam a
despolimerizagao parcial da molécula de lignina, permitindo a agao secundaria de
enzimas hidroliticas; e c) fungos de degradagao-branda (soft-rot fungi) os quais
decompde lentamente e de forma incompleta a molécula de lignina (JANUSZ et al.,
2013; MANAVALAN et al., 2015).

As hifas fungicas invadem a parede celular vegetal secretando um complexo
enzimatico que ira oxidar os constituintes da parede transformando-os em moléculas
menores e soluveis passiveis de serem assimiladas pelo metabolismo, gerando
energia (AGUIAR; FERRAZ, 2011). Este complexo enzimatico é constituido por
enzimas oxidativas extracelulares, mais precisamente as heme-peroxidases de
Classe Il, denominadas de lignina peroxidase (LiP - EC 1.11.1.14) e manganés
peroxidase (MnP - EC 1.11.1.13) e pela lacase, pertencente ao grupo das
fenoloxidases (Lac — EC 1.10.3.2), porém o complexo enzimatico de degradacéao
também abrange enzimas acessorias como a peroxidase versatii (VP - EC

1.11.1.16), a peroxidase dye-decolorizing (DyP - EC 1.11.1.19), peroxidase
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aromatica (APO - EC 1.11.2.1), as celulases e as hemicelulases (CHEN et al., 2011;
KELLNER et al., 2014; JANUSZ et al., 2017).

O ciclo catalitico das heme-peroxidases ocorre como ilustrado na figura 2B,
na qual o ciclo da manganés peroxidase esta sendo utilizado como modelo (CO — CI
— CII). Inicialmente, a enzima em sua forma nativa é ativada pela oxidagdo do
peréxido de Hidrogénio (H20;) levando a formagdo de um composto intermediario
deficiente em 2 elétrons, denominado Composto I. No caso das LiPs, a reducao de
Cl a Cll e de Cll a CO pode ocorrer por meio da oxidagao de substratos fendlicos e
nao fendlicos — clivando ligagbes C-C e C-O-C-, tendo o residuo de triptofano
(trp171) invariavel atuando na transferéncia de elétrons do substrato aromatico
levando a formacao de radicais cation. No caso das MnPs o composto | pode ser
reduzido a composto Il a custa da oxidacao direta de uma estrutura fendlica ou de
um atomo de Mn?*, contudo o ion Mn?* parece ser a via preferencial de transferéncia
de elétrons. O Composto Il (Mn**) formado é bastante reativo, e é normalmente
estabilizado por quelantes produzidos pelo préprio fungo, como o acido oxalico. O
complexo Mn*- oxalato pode ser reduzido a custa da oxidacdo de outra estrutura
fendlica ou gerar outros compostos oxidantes que possam clivar estruturas nao
fendlicas levando a reducédo de Cll a C0O. O perdxido utilizado pelas peroxidases
como gatilho inicial do ciclo é oriundo de enzimas intracelulares acessorias como
glicose-oxidase, metanol-oxidase e oxalato-oxidase, a qual pode gerar H,O, a partir
da oxidacao de acido oxalico envolvido na neutralizagdo do Composto Il da MnP e
de algumas enzimas extracelulares como a glioxal-oxidase e a aril-alcool-oxidase
(HAMMEL; CULLEN, 2008; AGUIAR; FERRAZ, 2011).

As lacases sdo metaloproteinas uma vez que contém quatro atomos de
cobre no sitio catalitico, sendo também denominadas oxidases multi-cobre azuis
(JANUSZ et al., 2017). No ciclo catalitico das lacases ocorre a abstracdo de um
elétron de substratos fendlicos, em funcdo da redugdo de Cu®* a Cu' que, por sua
vez, reduz O, a H,O ou pela oxidacdo de estruturas néo fendlicas por meio da
oxidacdo de alguns mediadores como os derivados do acido benzoico e ions Mn?*
(AGUIAR; FERRAZ, 2011).

3.3 APLICACOES BIOTECNOLOGICAS DE ENZIMAS LIGNOLITICAS
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As enzimas lignoliticas atuam na degradagédo de varios compostos
recalcitrantes, principalmente a lacase dado que s&o capazes de oxidar diversas
substancias aromaticas, pois sdo moderadamente ativadas por substituintes
doadores de elétrons (HAMMEL; CULLEN, 2008). Assim sendo o potencial uso dos
fungos para aplicagbes industriais como biodegradacao de corantes de efluentes
téxteis (MARTINS et al., 2002; VAITHANOMSAT et al., 2010; VERMA et al., 2010),
bio-deslignificacdo de residuos agricolas e despolpacéo de frutas (KNEZEVIC et al.,
2013) e na biorremediacédo de areas contaminadas por hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos - PAH (LEE et al., 2014; WINQUIST et al., 2014); 6leos e seus derivados
(AMEEN et al., 2016; ALMEIDA et al., 2017) tem sido investigado.

Os corantes utilizados pela industria téxtil estdo entre os compostos
xenobidticos com alto potencial poluidor dado que além do carater toxico, impedem
a passagem de luz nos corpos d’agua, levando ao desequilibrio da cadeia trofica.
Corantes de natureza antraquindnica, ou seja, compostos soluveis em agua
derivados do antraceno é o segundo grupo de corantes mais utilizados pela industria
dado que apresenta estabilidade em meios acidos e basicos e resisténcia a
oxidagao quimica. Esta ultima caracteristica implica diretamente na remog&o desses
poluentes dos corpos d’agua, uma vez que tratamentos convencionais de residuos
normalmente sdo de alto custo. Dessa maneira, a estratégia para eliminar a cor e
reduzir o seu efeito contaminante sobre os corpos de agua naturais € de significativa
importancia (MEMON; MEMON, 2012; ISAH et al., 2015).

Fungos isolados da madeira de manguezais na india foram avaliados quanto
a capacidade de degradarem efluentes téxteis pelo emprego de enzimas lignoliticas.
Os géneros Coriolopsis, Diaporthe e Pestalotiopsis foram listados como potenciais
degradadores desses efluentes. (VERMA et al., 2010). Além disso, o uso direto da
lacase fungica produzida pelo basidiomiceto Trametes pubescens revelou que o
emprego de enzimas lignoliticas na biotransformacao de efluentes téxteis configura
como uma alternativa viavel dado que os produtos da biotransformacdo do RBBR
mostraram menor fitotoxicidade (OSMA; TOCA-HERRERA; RODRIGUEZ-COUTO,
2010).

Lee et al. (2014) testaram e identificaram 150 fungos da degradacao branca
quanto sua capacidade de degradar hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHSs)

via enzimas lignoliticas. Os fungos Phanerochaete chrysosporium e P. incarnata



25

foram descritos como os melhores degradadores de compostos xenobidticos, uma
vez que apresentaram a capacidade de crescer na presenca de elevadas
concentragbes de moléculas toxicas e, além disso, possuirem a habilidade de
degrada-las.

Ascomicetos dos géneros Alternaria, Aspergillus, Eupenicillium e
Paecilomyces isolados de manguezais da Arabia Saudita foram testados quanto a
sintese enzimatica durante tratamento com diesel combustivel em meio liquido.
Neste contexto foi possivel inferir um aumento do indice enzimatico quando as
culturas cresceram em meio contendo 6leo diesel como unica fonte de carbono,
indicando que compostos xenobidticos sao passiveis de assimilacdo pelo
metabolismo fungico e, alem disso, as enzimas lignoliticas podem estar envolvidas
na degradacao de hidrocarbonetos (AMEEN et al., 2016).

As enzimas lignoliticas podem ser aplicadas em processos de bio-
deslignificagdo visando a reducédo de residuos agricolas. Knezévic et al. (2013)
utilizaram basidiomicetos para expressar a sintese de enzimas lignoliticas
empregando a técnica de cultivo em estado solido, entretanto neste estudo a taxa de
degradagao da lignina ndo mostrou correlagdo com o nivel de atividade enzimatica,
deste modo os autores relataram que a alta atividade da enzima lacase precisa ser
associada a atividade significativa de peroxidases para que haja degradacdo da
lignina.

Entretanto, uma das limitagbes do uso de microrganismos em processos
biotecnologicos € o teor enzimatico sintetizado. Neste contexto novas pesquisas que
visem a obtengdo de espécies mais eficientes e/ou que apresentem maiores taxas
de degradacao de substancias, sejam elas xenobidticos ou ndo, podem ampliar as

aplicagdes biotecnoldgicas destas enzimas (KACHLISHVILI et al., 2012).
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAL BIOLOGICO

A Colecgao de Cultura Microbiolégica da Universidade Estadual do Parana —
Campus Paranagua, conta com 351 fungos filamentosos isolados de manguezais da
baia de Paranagua. Estes isolados fungicos foram previamente agrupados em 68
morfotipos, com base nas suas caracteristicas macroscopicas, utilizando-se da
técnica de ponto unico para observacao das colbnias, e microscopicas baseada na
estrutura de reproducdo obtida por meio da técnica de microcultivo em lamina
(ZAMARCHI, 2016).

Os 351 isolados fungicos foram repicados em meio de cultura BDA (batata,
dextrose e agar - pH 6,5). Deste total, um representante de cada morfotipo foi: a)
identificado molecularmente; b) submetido a teste qualitativo para sintese de lacase
e peroxidases; c) e sendo qualitativamente positivo, submetido a avaliagao

quantitativa quanto a sintese de enzimas lignoliticas e degradagao de corante téxtil.

4.2 IDENTIFICACAO MOLECULAR

4.2.1 Extracao de DNA

Para extracdo de DNA gendmico se utilizou o protocolo previamente descrito
por Vicente et al., 2008. Fragmentos de aprox. 1cm? de micélio de cultura com sete
dias de crescimento foi transferido para um microtubo com silica-celite (2:1) e 300uL
de brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB a 10% - pH 8,0). O micélio foi macerado
manualmente por aprox. 1 min. Posteriormente, 200uL de CTAB foram adicionados
e homogeneizados em voértex durante 1 min. Os microtubos foram incubados em
banho-maria a 65°C durante 30 min.

Apos este periodo foram adicionados 500uL de cloroférmio-alcool isoamilico
(CIA - 24:1), a amostra foi centrifugada por 7 min. a 13.000 rpm. e o sobrenadante
transferido para um novo microtubo e entdo, esta etapa foi repetida. Ao produto
restante foi adicionado 800uL de etanol 96% gelado, a amostra foi delicadamente

homogeneizada por inversao e colocada overnight a -20°C.
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Apos este periodo, a amostra foi centrifugada por 7 min. a 13.000 rpm, o
sobrenadante descartado e o precipitado lavado com 500uL de etanol 70% gelado
sendo novamente centrifugado por 7 min. a 13.000rpm. Apds periodo de secagem a
temperatura ambiente, o DNA foi ressuspenso em 100uL de agua ultrapura por 24h.

A pureza, integridade e concentragao do acido nucléico foram avaliadas por
espectrometria em Nanodrop™ 2000 (ThermoScientific, EUA) e por eletroforese em

gel de agarose a 1%, corado com GelRed®.

4.2.2 Protocolo de PCR e Sequenciamento

A elucidagcdo taxondémica dos isolados se deu primeiramente pela
amplificagcdo e sequenciamento da regido dos espacadores internos transcritos
(ITS), utilizando-se os oligonucleotideos iniciadores descritos na TABELA 1. Além da
regido ITS, quatro regides génicas foram, quando necessario, amplificadas e
sequenciadas para a determinacao de espécie, sendo elas: a regido da subunidade
maior do ribossomo 28S (LSU), regido parcial do gene do fator 1-a de elongacéo da
tradugao (TEF1a), gene parcial da B-tubulina (BT2) e o gene parcial da segunda
subunidade maior da RNA polimerase Il (RPB2) utilizando-se os iniciadores
descritos na TABELA 1.

As reagdes da PCR (Reacgédo em Cadeia da Polimerase) foram otimizadas a
partir de um protocolo inicial e realizadas num volume final de 25uL. A mistura
reacional incluiu 12,5uL de tampao PCR, constituido por MgCl; 2,5 mM, dNTPs 400
mM cada e Taq polimerase 50 U/mL; 9,5uL de agua ultrapura, 1uL de cada um dos
iniciadores universal e reverso (10 pmol/yL) e 1uL de DNA alvo [20 ng/uL]. As
condigdes de ciclagem foram: desnaturagao inicial de 5 min. a 94°C; 35 ciclos de:
desnaturacao a 94°C por 1 min., temperatura de anelamento variavel de acordo com
o gene (TABELA 1) por 1 min., extensao a 72°C por 1 min.; e uma extensao final a
72°C por 10 min. Os amplicons foram visualizados em eletroforese em gel de
agarose a 1,5% corados com GelRed®.

TABELA 1 - OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES E CONDIGCOES DE AMPLIFICAGCAO
UTILIZADAS NA PCR.

R Temperatura de
Regiao génica Iniciador
Anelamento

ITS ITS 1 (5-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3)) 52°C a 56°C
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e A . Temperatura de
Regido génica Iniciador
Anelamento

ITS 5 (5- GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3))
ITS 4 (5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC -3)

BT T1 (5-AAC ATG CGT GAG ATT GTA AGT-3’) 54°C
T2 (5-TGATGA CCC TTG GCC CAG TTG-3’)

= NL 1 (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3) 5400
LR 5 (5-TCCTGAGGGAAACTTCG-3’)

5f (5-GAYGAYMGWGATCAYTTYGG-3’)
RPB2 52°C
7cR (5’-CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3’)

TEFA EF-983F (5-GCY CCY GGH CAY CGT GAY TTY AT-3) -
-1a
EF-2218R (5’-ATC ACA CCR ACR GCR ACR GTY TG-3’)

FONTE: A autora (2019).

Os produtos de PCR foram purificados com polietilenoglicol (PEG) de acordo
com as instrucdes estabelecidas pelo fabricante, seguido de duas lavagens com
etanol a 80% e 96%. Os amplicons foram sequenciados com o kit BigDyeTerminator
Cycle Sequencing v.3.1 de acordo com as instrugdes estabelecidas pelo fabricante,
utilizando os iniciadores descritos na TABELA 1. O produto da reacdo de
sequenciamento foi purificado com isopropanol 75% e uma lavagem com etanol
70%. O sequenciamento foi realizad em ABI Prism 3700 DNA (GOMES et al., 2016).

4.2.3 Alinhamento e Analise Filogenética

As sequéncias consenso de cada isolado foram obtidas utilizando o
programa BioEdit Sequence Alignment Editor 7.2.5., as quais foram comparadas
pelo programa BLAST com as de isolados referéncia disponiveis no banco de dados
do NCBI (National Center for Biotechnology Information -

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Os géneros identificados pelo programa BLAST,

tiveram suas sequéncias referéncia selecionadas com base em artigos de filogenia
atuais e no Mycobank e foram adicionadas a um banco de dados no programa
MEGA v.7 (KUMAR et al., 2016) juntamente com as sequéncias consenso de cada
género (APENDICE 1). Estas sequéncias foram alinhadas por meio do programa
online MAFFT (KATOH; TOH, 2008 http://mafft.cbrc.jp/alignment/server), seguida de
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inspecao visual utilizando o programa MEGA v.7. Analises filogenéticas multilocus

de maxima verossimilhanca foram realizadas no programa MEGA v.7.

4.3 ATIVIDADE ENZIMATICA

4.3.1 Selecao Qualitativa

Os isolados fungicos foram repicados em meio agar LBM 1x (APENDICE
2A), pH 6 e crescidos em estufa a 28°C por sete dias. Apds este periodo, foram
perfurados da margem da col6nia discos de micélio fungico com 6 mm de diametro,
os quais foram inoculados em triplicata em meio agar LBM 1x suplementado com
Azure-B para determinar a presenga de peroxidases, via visualizagao de halo incolor
no meio de cultura (POINTING, 1999; CHEN et al., 2011) e em meio agar LBM 1x
suplementado com 4 mM de guaiacol para determinar a sintese de lacase, via a
presenca de coloracdo marrom intensa em torno da col6nia (D’'SOUZA et al., 2006;
CHEN et al., 2011). Em ambos os teste o pH 6 — 6,5 foi utilizado e a incubagéao se
deu a 28°C, no escuro, por até 20 dias com inspec¢ao diaria das colbnias.

Dos fungos positivos nesta etapa foram selecionados 12 capazes de
sintetizar lacase e dois capazes de sintetizar peroxidases para serem submetidos as
etapas descritas a seguir. Tal selegao foi baseada no critério de haver pouca ou

nenhuma descrigdo em literatura utilizando tais géneros para produgao enzimatica.

4.3.2 Produgao Enzimatica em Cultivo Submerso

Frascos contendo 10g de farelo de trigo e 100 mL de meio LBM 1x
(APENCIDE 2A) foram autoclavados a 120°C por 20 min. Em seguida, cinco discos
de micélio previamente crescidos em meio agar LBM 1x a 28°C por sete dias foram
inoculados, em duplicata e os frascos incubados no escuro a 28°C por até sete dias
a 120rpm.

Aliquotas de 10 mL foram coletadas no 3° 5° e 7° dias de incubacgado. O
extrato enzimatico foi centrifugado a 5000xg (4°C - 20 min.) e filtrado em papel filtro

de Whatman n° 1, seguido de dosagem enzimatica.
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4.3.3 Dosagem Enzimatica

A atividade enzimatica da lacase (Lac - EC 1.10.3.2) foi determinada pela
oxidacdo do substrato ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonicacid). A
mistura reacional continha 100uL de ABTS 20 mM (tampao citrato de sédio — 0,1M —
pH 3), entre 50-200uL de amostra e tampéao citrato de soédio (0,1M — pH 5)
completando o volume final de 1 mL. A oxidagao do ABTS foi acompanhada pelo
aumento da absorbancia a 420nm em espectrofotdbmetro (coeficiente de extingdo
molar £€=36.000 M cm™) (KARP et al., 2015).

A atividade enzimatica da lignina peroxidase (LiP - EC 1.11.1.14) foi
determinada pela oxidacdo do substrato alcool veratrilico a veratrilaldeido (TIEN;
KIRK, 1988). A mistura reacional continha 200 uL de alcool veratrilico10 mM, 200 uL
de amostra, 100 uL de peroxido de Hidrogénio 0,4mM adicionado para iniciar a
reacao e tampao acetato de sédio (0,2M - pH 5) completando o volume final de 1
mL. A leitura em espectrofotometro se deu a 310nm (coeficiente de extingdo molar
€= 9.300 M~ cm™) (TIEN; KIRK, 1988; ROSALES-CASTILLO et al., 2017).

A atividade enzimatica da manganés peroxidase (MnP - EC 1.11.1.13) foi
determinada pela oxidagdo do Mn (ll) para Mn (lll) como substrato. A mistura
reacional continha 200 uL de amostra, 100 uL de sulfato de manganés (MnSO,4 —
0,1mM), 100 uL de perdxido de Hidrogénio 0,4mM adicionado para iniciar a reagao e
tampao acetato de sddio (0,2M — pH5) completando o volume final de 1mL. A leitura
da absorbancia de em espectrofotdbmetro a 238nm (coeficiente de extingao molar €=
6.500 M~ cm™") (PASZCZYNSKI; CRAWFORD; HUYNH, 1988).

A atividade enzimatica foi expressa em Unidades (U) sendo que uma
unidade de atividade enzimatica é definida como a quantidade de enzima necessaria
para oxidar 1umol do substrato por minuto a 30°C (PASZCZYNSKI; CRAWFORD;
HUYNH, 1988).

As médias dos valores de absorbancia foram submetidas a seguinte

equacao de atividade enzimatica:

[U/L = Aabs.V/ €. d. v. f] * 1000
onde:

A abs= diferenga entre absorbancia final e absorbancia inicial
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V= volume total da reacdo (mL)

e= coeficiente de extingdo molar (M cm™)
v= volume de amostra (mL)

d= comprimento do passo (cm)

t= tempo de reacéo (min.)
4.3.4 Determinacéo de Proteinas Totais

A concentracao de proteinas totais foi determinada usando o método de
Bradford (azul brilhante de Coomassie). A curva padrao foi obtida a partir de
solugdes contendo albumina de soro bovino (BSA) em concentragdes conhecidas. A
mistura reacional contendo 80 UL de amostra e 20 L de reagente de Bradford foi
incubada em temperatura ambiente por 5 min., seguida de leitura da absorbancia em
leitor de placa de 96 pogos 595 nm. O conteudo protéico total é apresentado em mg
mL" (SOUZA; MELO; OLIVEIRA, 2005).

4.3.5 Descoloragédo do Azul de Remazol Brilhante R em Cultivo Submerso.

Frascos contendo 20 mL de meio de cultura para descoloracao
(APENDICE 2B) foram autoclavados a 120°C por 20 min. Em seguida, trés discos de
micélio previamente crescidos em meio Sabouraud a 28°C por sete dias foram
inoculados. Os frascos foram incubados no escuro a 28°C por até 14 dias. Aliquotas
de 1 mL foram coletadas no 3° 6° 8° 10° dias de incubacdo, seguida de
centrifugagédo a 5000xg (4°C - 20 min.). A absorbancia da amostra foi mensurada em
espectrofotbmetro a 595 nm e a taxa de descoloracdo obtida por meio de da

equacao:

Descoloragao (%) = (A0O—A1)/A0 x 100%
onde:
AQ: absorbancia inicial da amostra sem inéculo fungico
A1: absorbancia final apdés cada periodo de incubacdo (ARREDONDO-
SANTOYO; VAZQUEZ-GARCIDUENAS; VAZQUEZ- MARRUFO, 2018). A dosagem

enzimatica foi realizada de acordo com o descrito no item 4.3.3.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE FILOGENETICA

A andlise filogenética dos 68 morfotipos procedentes do sedimento de
manguezais da Baia de Paranagua resultou na identificagcdo de 40 géneros fungicos
pertencentes ao filo Ascomycota distribuidos em 13 ordens, sendo uma descrita
como taxonomicamente indefinida e em 34 familias, das quais trés sdo descritas
como taxonomicamente indefinidas e em quatro géneros do filo Basidiomycota,
distribuidos em duas ordens e em trés familias (TABELA 3). A divisdo taxonémica
identificada neste trabalho, no qual os fungos sao oriundos de isolamento classico,
corroboraram com dados obtidos em analises de metagendmica, a qual revelou que
a comunidade fungica associada ao solo e a rizosfera da floresta de mangue
também foi predominantemente composta por fungos pertencentes ao filo
Ascomycota (SIMOES et al., 2015).

5.1.1 Ordem Capnodiales

A ordem Capnodiales abriga Dothideimycetes nos quais a pseudoparafise é
o elo caracteristico (CROUS et al., 2009). O isolado CMRP2959 foi identificado como
Cladosporium halotolerans baseado no sequenciamento da regido ITS e no gene
TEF1a (APENDICE 3). Este género taxonomicamente classificado na familia
Cladosporiaceae abriga fungos dematiaceos também denominados leveduras
negras, caracterizado por apresentarem conidios pequenos em cadeias ramificadas
(BENSCH et al., 2012; 2015). E considerado cosmopolita, com cerca de 200
espécies de fungos saproébios, endofiticos, patdégenos de plantas, animais e de
outros fungos, além de serem frequentemente isolados do ar e de ambientes
aquaticos (ZALAR et al., 2007; BENSCH et al., 2012; 2018), incluindo o manguezal,
C. cladosporioides foi descrito como endofitico de Rhizophora apiculata
(KUMARESAN; SURYANARAYANAN 2002; Bensch et al.,, 2010) e a espécie C.
tenuissimum isolada do sedimento e do mangue-vermelho na Venezuela (BENSCH
et al., 2010). Dado a caracteristica globdide dos conidios inumeros exemplares

desse género eram associados ao complexo de espécies Cladosporium
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sphaerospermum, contudo devido a caracteristica de halotolerancia por parte de
alguns membros, este complexo de espécies foi recentemente revisado com base
em analises moleculares, fato este que permitiu a delimitacdo de inumeras novas
espécies do género Cladosporium, entre elas C. halotolerans (ZALAR et al., 2007;
BENSCH et al., 2018). A espécie C. halotolerans apresenta colbnias de coloragao
cinza a olivacea sem exsudatos, com reverso cinza-olivaceo ou levemente preto
(BENSCH et al., 2018).

5.1.2 Ordem Pleosporales

Os fungos da ordem Pleosporales formaram o segundo grupo mais
representativo na presente pesquisa com representantes nas familias
Anteagloniaceae, Didymellaceae, Didymosphaeriaceae, Nigrogranaceae,
Pleosporaceae, Pyrenochaetopsidaceae e Sporormiaceae, descritos
respectivamente a seguir (APENDICE 4 - 6). O isolado CMRP2928 foi identificado
com base em dados concatenados das regides ITS e LSU, o mesmo esta
genéticamente relacionado a dois géneros Flammeascoma e Anteaglonium. Os taxa
da familia Anteagloniaceae estdo bem delimitados baseado em caracteristicas
morfologicas e analise filogenética de cinco locus génicos (JAKLITSCH; FOURNIER;
VOGLMAYR, 2018). Apesar de fracamente suportado o isolado CMRP2928 é mais
préoximo ao o género Flammeascoma (APENDICE 4A). Esse género foi proposto
para acomodar apenas duas espécies F. lignicola (saprofitica) e F. bambusae
(epifitica de bambu) ambas isoladas na Tailandia, as quais sao geneticamente
distantes do isolado obtido nesse estudo. Deste modo, outras analises séo
necessarias para definir CMRP2928 como uma nova espécie do género
Flammeascoma.

A familia Didymellaceae apresenta taxonomia complexa, principalmente no
que diz respeito as espécies descritas como Phoma-like (VALENZUELA-LOPEZ et
al., 2018). O isolado CMRP2884 formou um agrupamento relacionado com a
linhagem referéncia Epicoccum catenisporum, todavia foi identificado como
Epicoccum sp. (APENDICE 4B). A andlise baseada apenas na regi&o ITS se revelou
insatisfatéria para delimitacdo claramente das espécies. Nesse sentido, o uso de

outro gene de referéncia se faz necessario para identificagao correta do CMRP2884.
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O género Epicoccum foi recentemente reorganizado com base em analises
multilocus e caracterizado pela formagdo de conidios multisseptados de
pigmentacdo escura. A espeécie E. catenisporum, anteriormente denominada de
Phoma sorghina ou ainda Epicoccum sorghinum é um isolado de mancha foliar
(VALENZUELA-LOPEZ et al., 2018) assim como outras espécies do género (CHEN
et al., 2017).
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Dois géneros da familia Didymosphaeriaceae foram identificados neste
trabalho. O isolado CMRP2938 esta intimamente relacionado com a linhagem
Austropleospora archidendri de acordo com dados concatenados das regides
ITS e LSU. Os isolados CMRP2881 e CMRP2938 foram identificados como
Paraconiothyrium estuarinum e Paraconiothyrium cyclothyrioides
respectivamente, com alto valor de bootstrap baseado no alinhamento da
regido ITS. Enquanto que o isolado CMRP2885 revelou ser geneticamente
relacionado com o género Paraconiothyrium baseado no alinhamento das
regides ITS e LSU, entretando relativamente distante das espécies referéncia
do género (APENDICE 5A). A familia Didymosphaeriaceae foi recentemente
revisada e os géneros redefinidos com base nos dados de ITS, LSU e SSU
disponiveis. O agrupamento até entdo identificado como género
Paraconiothyrium teve espécies remanejadas para novos géneros, p.e.
Paraconiothyrium archidendri, atualmente Austropleospora archidendri uma vez
que as analises a colocaram como filogeneticamente distante do género
(WANASINGHE et al., 2016). Deste modo, tanto o isolado CMRP2885 quanto o
isolado CMRP2938 podem ser propostos como novas espécies de seus
respectivos géneros, contudo uma analise multiiocus com os genes da B-
tubulina e RPB2 se faz necessaria para futura descricdo das espécies. Essas
espécies foram descritas em diferentes ambientes, espécie P. estuarinum ja foi
isolada do sedimento de manguezal poluido com rejeitos industriais no estado
de Sao Paulo — BR e P. cyclothyrioides foi isolado do solo em Papua Nova
Guiné e recentemente descrito como patdégeno oportunista em pacientes
imunocomprometidos, causando feohifomicose (VERKLEY et al.,, 2004,
GORDON et al., 2012). Enquanto que Austropleospora archidendri foi relatada
ocasionando mancha foliar (VERKLEY et al., 2014).

O isolado CMRP3414 formou um clado bem suportado com a espécie
Nigrograna mackinnonii sendo, portanto assim identificado (APENDICE 5B).
Este género compreende espécies com picnidio semelhante a um ascocarpo
com peridio marrom e pseudoparenquimatoso. Os conidiéforos quando
presentes sao filiformes, de simples a pouco ramificados, com cavilhas e
fialides terminais produzindo conidios variando de bastonetes a elipsoidais e de
hialinos a marrom-claro. Representantes do género Nigrograna foram isolados

do caule de arbustos e de arvores moderadamente deterioradas, de fungos
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denominados pirenomicetos e por vezes de humanos, como p.e. a espécie N.
mackonnonii relatada causando micetoma (JAKLITSCH; VOGLMAYR, 2016).

O isolado CMRP2958 formou um agrupamento com 80% de suporte
com pelo menos trés espécies do género Curvularia, sendo entdo denominado
Curvularia sp. (APENDICE 6A). Este género é caracterizado por apresentar
conidios curvados devido a célula intermedidria se mostrar excessivamente
aumentada (MARIN-FELIX et al., 2017). Estudos recentes voltados a delimitar
0s géneros Curvularia e Bipolaris reiteraram a necessidade do uso de genes de
referéncia secundarios como GPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) e
TEF1 associados ao ITS para uma identificacdo precisa das espécies
(MADRID et al., 2014; MANAMGODA et al., 2015; MARIN-FELIX et al., 2017).
Além disso, ha necessidade de se esclarecer tanto a distribuicdo geografica
quanto a quais hospedeiros as espécies de Curvularia estdao associadas, uma
vez que inumeras espécies registradas em associagdo com plantas também
podem causar doengas em humanos (MARIN-FELIX et al., 2017).

Um representante da familia Pyrenochaetopsidaceae foi identificado
nesta pesquisa. O isolado CMRP2930 foi identificado como Pyrenochaetopsis
uberiformis baseado no sequenciamento da regido ITS e gene da B-tubulina
(APENDICE 6B). Representantes deste género produzem picnidios globosos
ou subglobosos de coloracéo variando de mel a citrino ou de olivaceo a negro,
superficial ou submerso no substrato com ostiolo papilado ou nao;
conidiogénese fialidica, hialinas, discretas e integradas ao conidiéforo septado,
produzindo conidios asseptatos variando de cilindrico a alantdide. A espécie
Pyrenochaetopsis uberiformis foi isolada de lesdo, entretanto as demais
espécies do género ja foram isoladas tanto de tecido humano como associada
a plantas e ao solo (VALENZUELA-LOPEZ et al., 2018).

O ultimo representante da ordem Pleosporales avaliado neste estudo
foi identificado como membro da familia Sporormiaceae. O isolado CMRP2927
agrupou-se com a espécie Westerdykella purpurea formando um clado com
alto valor de suporte com a linhagem referéncia da espécie, enquanto que o
isolado CMRP2929 foi identificado como Westerdykella sp. apresentando
identidade com o género com valor de suporte de 75%, entretanto
filogeneticamente distante das demais linhagens referéncia utilizadas nesta

analise (APENDICE 6C). Contudo o sequenciamento de um segundo gene de
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referéncia de faz necessario para futura descricao desta provavel nova espécie
do género, assim como analises morfolégicas. Representantes deste género
sao caracterizados por apresentar ascocarpo do tipo cleistotécio, ascos
pequenos (<50um), com estipe curto ou quase ausente, ascosporos
unicelulares e fendas germinativas ausentes (KRUYS; WEDIN, 2009). Ha relato
da espécie W. purpurea causando infecgao fungica angioinvasiva — AFIl (SUE
et al., 2014), entretanto sdo comumente associadas a diversos substratos
ambientais incluindo a alga marinha Polysiphonia sp. (Rhodophyta) e
sedimento de manguezal (KRUYS; WEDIN, 2009; EBEAD et al., 2012).

5.1.3 Ordem Chaetothryriales

Os representantes da ordem Chaetothryriales identificados neste
trabalho, pertencem a um grupo de fungos dematiaceos filogenéticamente
relacionados, também denominados leveduras negras. Os isolados CMRP2889
e CMRP3410 foram identificados respectivamente como Cyphellophora
guyanensis baseado no sequenciamento da regido ITS e no gene parcial da -
tubulina e Phialophora avicenniae baseado no sequenciamento da regido ITS
(APENDICE 7). Estes géneros possuem fidlides e colaretes nas células
conidiogénicas, contudo, enquanto Cyphellophora pertence a familia
Cyphellophoraceae e produz conidios multiseptatos, o género Phialophora
pertence a familia Herpotrichiellaceae e produz conidios unicelulares (GAO et
al., 2015). As espécies de ambos 0s géneros ocupam nichos em comum seja
de origem ambiental (ATTILI-ANGELIS et al., 2014; GAO et al., 2015; LIl et al.,
2017) ou causando doengas em humanos (GOMES et al.,, 2016; LI et al.,
2017). Ha relatos de espécies da familia Herpotrichiellaceae causando a
Doenca do Caranguejo Letargico (LCD) em manguezais do nordeste brasileiro
(VICENTE et al.,, 2012), entretanto as espécies identificadas na presente
pesquisa sdo descritas até o momento de origem exclusivamente ambiental. A
espécie Cyphellophora guyanensis foi isolada de folhas de gimnosperma em
decomposicdo na Guiana Francesa (DECOCK et al., 2003) e a espécie
Phialophora avicenniae foi descrita como espécie endofitica da planta de

mangue Avicennia marina na China (LIU et al., 2013).
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5.1.4 Ordem Eurotiales

Membros da ordem Eurotiales s&o caracterizados por apresentar ascos
esféricos e ascosporos elipsoidais, fusiformes, cilindricos, igualmente bivalves,
muitas vezes ornamentados; as fases assexuadas conhecidas possuem
fidlides e a conidiogénese ocorre de forma basipeta ou de hifas meristematicas
(ARX, 1987). Inserida na ordem Eurotiales estava a familia Trichocomaceae a
qual foi recentemente subdividida em trés novas familias Aspergillaceae,
Thermoascaceae e Trichocomaceae (HOUBRAKEN; SAMSON, 2011). A
familia Aspergillaceae inclui entre outros fungos, os micotoxigénicos Aspergillus
e Penicillium, os quais podem ser distinguidos morfologicamente pela presenca
de uma vesicula na extremidade do conidiéforo no primeiro e a auséncia de tal
estrutura no segundo. Ambos sdo cosmopolitas e ja foram isolados de uma
gama de substratos tanto de origem ambiental quanto patogénica, sendo
também utilizados na industria alimenticia (VISAGIE et al., 2014; CHEN et al.,
2016). Os isolados CMRP2957 e CMRP2967 foram identificados com base nos
dados concatenados da regido ITS e gene RPB2 como Aspergillus amoenus e
Aspergillus hongkongensis respectivamente. Tais espécies pertencem a segao
Nidulantes a qual abriga espécies que produzem conidiéforos biseriados com
estipes pigmentados de marrom claro, p.e. Aspergillus nidulans (CHEN et al.,
2016). O isolado CMRP2909 identificado com base no sequenciamento da
regido ITS como Aspergillus clavatonanicus pertence a segao Clatavi, esta
secao engloba espécies alcalino-tolerantes com vesicula do tipo clavata, p.e.
Aspergillus clavatus (VARGA; FRISVAD; SAMSON, 2007) (APENDICE 8A).

O género Penicillium abriga espécies de conidioforo ramificado. Os
isolados CMRP2968 e CMRP2964 foram identificados com base no
sequenciamento da regido ITS como Penicillium crustosum e Penicillium sp.,
respectivamente. Contudo, as espécies desse género sdo organizadas em
secbes, as quais nao ficaram definidas na presente analise, dado que os
valores de suporte sdo baixos (APENDICE 8B), indicando haver & necessidade
do sequenciamento e analise de um segundo gene para tais isolados, como
p.e. BenA (B-tubulina), CaM (calmodulina) ou RPB2 (VISAGIE et al., 2014). A
familia Trichocomaceae € definida pela formacgéao de fialides lanceoladas, ascos

produzidos dentro de camadas de hifas soltas e ascosporos sem fenda na qual
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0 género Talaromyces foi inserido (HOUBRAKEN; SAMSON, 2011). O isolado
CMRP2966 foi identificado como Talaromyces purpureogenus baseado no
sequenciamento da regido ITS (APENDICE 9C). Tal género abriga inimeras
espécies de origem ambiental, principalmente endofiticas (SU; NIU, 2018) e
apenas uma espécie patogénica conhecida (CHAN et al., 2016). A espécie T.
purpureogenus € incapaz de crescer abaixo de 18°C e capaz de sintetizar
rubratoxinas, luteoskyrina, acido espiculispdrico, rugulovasinas e pigmentos
vermelhos “Monascus” dentre os quais a azafilona é difusivel diferenciando-o

das demais espécies do género (YILMAZ et al., 2012).

5.1.5 Ordem Saccharomycetales

O isolado CMRP3416 € o unico representante de fungos
leveduriformes nesta pesquisa, formando um clado fortemente suportado
Meyerozyma  quilliermondii ~ (Saccharomycetales; = Debaryomycetaceae)
(APENDICE 10A). Inimeras espécies assexuadas comumente classificadas no
género Candida foram remanejadas para seus respectivos géneros sexuais
filogeneticamente relacionados, ou para novos géneros (YURKOV; DLAUCHY;
PETER, 2017). Sendo assim, o género Meyerozyma foi proposto para
acomodar as espeécies Pichia guilliermondii e Pichia caribbica e posteriormente
cinco espécies do género Candida, mantendo-se os epitetos especificos
(KURTZMAN; SUZUKI, 2010; YURKOV; DLAUCHY; PETER, 2017). As
espécies do género Meyerozyma sao isoladas de diversos nichos ambientais,
além disso, M. guilliermondii é relatada como a sexta espécie de Candida
isolada de humanos, mas raramente causando infecgbes invasivas (YANG;
RAO, 2018).

5.1.6 Ordem Coniochaetales

A ordem Coniochaetales, representada apenas pela familia
Coniochaetaceae € caracteriza por possuir ascosporos com fendas
germinativas alongadas (MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2016). O isolado
CMRP3407 foi identificado como Coniochaeta fasciculata baseado no

sequenciamento da regi&o ITS com valor de suporte igual a 99% (APENDICE
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10B). Este género foi recentemente revisado e as espécies descritas na fase
anamorfa Lecytophora foram realocadas em Coniochaeta totalizando 85
espécies. O género Coniochaeta é caracterizado por possuir peritécio globoso
ou subgloboso, de coloragédo castanho-escura a preta, ostiolado e com pescogo
curto, os ascosporos sao escuros com fenda germinativa longitudinal. Ha
relatos de espécies de Coniochaeta isoladas de diversas fontes como
alimentos (p.e. a espécie referéncia de C. fasciculata isolada de manteiga),
solo, agua, tecido humano, vegetal e animal, madeira em ambiente terrestre e
de agua doce (NASR et al., 2018), incluindo solo de manguezal em Cingapura,
contudo, em tal estudo a delimitagdo de espécie nao foi possivel (RAVINDRAN;
ADAV; SZE, 2012).

5.1.7 Ordem Diaporthales

A ordem Diaporthales € caracterizada por apresentar peritécio
alaranjado, marrom ou preto muitas vezes imerso no substrato, quando maduro
0s ascos sao livres e possuem um anel de refragdo caracteristico no apice
(ROSSMAN; FARR; CASTLEBURY, 2007; SENANAYAKE et al.,, 2017).
Quatorze familias sao atualmente aceitas nesta ordem a qual esta sob
constante revisdao (SENANAYAKE et al.,, 2017). O isolado CMRP2952 foi
identificado baseado no sequenciamento da regidao ITS como pertencente ao
complexo de espécies Cryphonectria-Endothia com valor de bootstrap de 89%,
como o mesmo esta genenticamente relacionado ao género Holocryphia foi
entdo denominado Holocryphia sp., mesmo havendo baixo valor de suporte
para o agrupamento (APENDICE 11A). O termo “complexo de espécies” pode
ser usado principalmente para indicar linhagens estreitamente relacionadas
com status taxondédmico incerto (CHEN et al., 2015). O supracitado complexo
estd atualmente inserido na familia Cryphonectriaceae cujas espécies
compartilham a presencga de conidioma laranja que se tornar amarelo em acido
latico e roxo em KOH 3%. Entretanto a taxonomia da familia Cryphonectriaceae
ndo estd bem definida. Estudos recentes baseados em analises multilocus
(LSU; ITS; RPB2; TEF1) mostram que a esta familia ndo tem suporte
filogenético e propbe que os géneros Cryphonectria e Endothia sejam

separados assim como os géneros Chrysocrypta, Lasmenia e Prosopidicola
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(SENANAYAKE et al., 2017). Sendo assim, o isolado CMRP2952 necessita do
sequenciamento de outras regides génicas para que a espeécie possa ser
inferida. As espécies desta familia sdo comumente saprdbias ou fitopatogenas
de arvores em biomas de floresta e de valor econbémico
(MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2016)

Na ordem Diaporthales esta inserida também a familia Valsaceae cujo
género Cytospora foi identificado na presente pesquisa. Este género abriga
importantes espécies fitopatogénicas causadoras da doenca do cancro em uma
ampla variedade de plantas comerciais (ZHU; TIAN; FAN, 2018). O isolado
CMRP2945 foi identificado com base no sequenciamento da regido ITS e no
gene da RPB2 como sendo Cytospora sp. (APENDICE 11B). Sao estimadas
cerca de 100 espécies do género e apenas o gene ITS esta disponivel para a
maioria das espécies de Cytospora conhecidas, o que leva a uma delimitagao
de espécies confusa indicando que este género precisa de revisao taxonémica
(ZHU; TIAN; FAN, 2018). Contudo, ainda assim €& possivel sugerir que o
isolado CMRP2945 se trata de uma nova espécie do género Cytospora, dado
que a presente analise filogenética baseada em dois genes, os quais também
estdo disponiveis para as demais linhagens utilizadas como referencia, revelou
que a distancia genética entre o isolado CMRP2945 e a espécie C. sacculus é
de 10%.

5.1.8 Ordem Hypocreales

Fungos pertencentes a ordem Hypocreales foram os mais
representativo na presente pesquisa (APENDICE 12 — 16). Membros desta
ordem s&o geralmente caracterizadas por apresentarem cores vivas nos corpos
de frutificagdo em forma de peritécio ou nas estruturas produtoras de esporos
(LIU etal., 2015). De acordo com o sequenciamento da regido ITS o isolado
CMRP2882 poderia ser classificado como Clonostachys pseudochroleuca, uma
vez que a distancia genética entre o mesmo e a linhagem CBS 192.94 é de
0,9%, entretanto os valores de suporte para o agrupamento sao baixos (32%)
(APENDICE 12A). Ao descreverem uma nova espécie de Clonostachys Moreira
et al. (2016) ressaltaram que a espécie C. pseudochroleuca € composta por

trés subclados. Um que acomoda a maioria das linhagens isoladas pelos
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autores no Brasil, outro cujas espécies sdo semelhantes a espécie referéncia
CBS 187.94 e o terceiro cujas espécies agrupam com a linhagem CBS 192.94,
como € o caso do isolado CMRP2882. Contudo tal relagao so foi possivel apés
a analise de outros genes (TEF1, RPB1 e TUB) indicando que a correta
identificacdo do presente isolado necessita de novas analises. O género
Clonostachys (Familia Bionectriaceae) € comum no solo, como endo e epifitico,
saprofitico e micoparasita, além de ja terem sido relatadas espécies
parasitando artropodes (MOREIRA et al., 2016). A espécie C. pseudochroleuca
pertence ao subgénero Bionectria assim agrupados por formarem conidios
ligeiramente curvos com um hilo deslocado lateralmente.

Membros da familia Clavicipitaceae representam o grupo mais
heterogéneo entre as trés familias de Hypocreales com habitos entomogenos e
fitopatdgenos. Nao ha caracteres morfologicos ou tragos ecologicos que
definam essa familia, entretanto o género Metarhizium é amplo no que diz
respeito a associagdes com hospedeiros, atingindo varias ordens de insetos
(LUANGSA-ARD et al., 2017). Os isolados CMRP2926 e CMRP2935 foram
identificados na presente pesquisa como Metarhizium sp. uma vez que
agruparam com espécies pertencentes ao complexo anisophiae (APENDICE
12B). Trabalhos recentes mostraram ser possivel a delimitagdo de espécies
dentro no supracitado complexo (CHEN et al.,, 2017; LUANGSA-ARD et al.,
2017), contudo, para tal o sequenciamento de trés l6cus génicos se faz
necessario.

A taxonomia envolvendo as familias Cordycipitaceae e
Ophiocordycipitaceae é complexa, ambas foram propostas para acomodar
espécies até entao classificadas sob diversos géneros, entre eles Cordyceps e
Isaria (KEPLER et al., 2017). Duas espécies pertencentes a familia
Cordycipitaceae foram identificadas na presente pesquisa, os isolados
CMRP2933, CMRP2936, CMRP2947 e CMRP2955 formaram um clado com
98% de suporte com a espécie Cordyceps sphigum (APENDICE 12C), assim
como o isolado CMRP2889 agrupou com a espécie Parengyodontium album
(APENDICE 12D). Todas as espécies do género Cordyceps apresentam
origem ambiental sejam elas entomopatogénicas, incluindo C. sphigum ou
isoladas de plantas e do solo (KUO; HUANG; CHEN, 2015). Contrariamente, a

espécie Parengyodontium album foi isolada de bidpsia de lesdo cutanea. Apds
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analises genotipicas os autores propuseram que as linhagens conhecidas de
Engyodontium  album fossem transferidas para o novo género
Parengyodontium sob a nomenclatura de espécie P. album o qual ainda pode
conter trés diferentes espécies cripticas (TSANG et al., 2016).

Espécies do género Trichoderma, classificado na familia Hypocreaceae
também foram identificados neste estudo com base no sequenciamento da
regido ITS. Os isolados CMRP2898 esta estreitamente relacionado com trés
espécies do género sendo entdo denominado Trichoderma sp. O isolado
CMRP2961 foi identificado como Trichoderma virens uma vez que agrupou
com a linhagem referéncia apresentado valor de suporte igual a 90%. O isolado
CMRP2878 agrupou com a linhagem referéncia de T. ganodermatis, entretanto
foi denominado como Trichoderma sp., uma vez que a além de a distancia
genética entre eles ser de 1,5%, a andlise de outro gene se faz necessaria para
delimitacdo precisa de espécie. O isolado CMRP2900 formou um clado
estritamente relacionado com as linhagens referéncia de T. reseei e T
parareseei, sendo desta forma denominado Trichoderma sp. Tanto o isolado
CMRP2907 quanto o isolado CMRP2893 formaram um clado com 98% de
identidade com duas espécies referéncia do género, sendo ambos
denominados de Trichoderma sp. e os isolados CMRP2896 e CMRP2906
foram classificados como T. asperellum uma vez que agruparam com a
linhagens referéncia da espécie, com valor de suporte igual a 75% (APENDICE
13A). Contudo, para que a delimitacdo de espécie seja realizada de forma
precisa, a analise filogenética deste género deve ser embasada no
sequenciamento de pelo menos mais dois I6cus génicos - TEF1 e RPB2 (SUN
et al., 2016). O género Trichoderma apresenta crescimento rapido, culturas
com coloragao variando do branco ao verde-escuro e capacidade de utilizar
diversos substratos. Além de inumeras espécies sintetizarem diversos
metabdlitos secundarios, sdo importantes agentes utilizados contra
fitopatdgenos e, portanto, denominados agentes de biocontrole. E
frequentemente relatado como género predominante em solos de varios
ecossistemas, como campos agricolas, floresta, marismas e deserto (KAMALA
et al., 2015; SUN et al., 2016).

Dois géneros identificados neste estudo sdo taxonomicamente

indefinidos. O isolado CMRP2946 foi identificado como Acremonium acutatum
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uma vez que formou um clado bem suportado com a linhagem de referencia
(APENDICE 13B). A taxonomia do género Acremonium é complexa uma vez
que anamorfos de inumeros géneros compartiiham as mesmas caracteristicas
de colénias de crescimento lento, hifa septada, conidios unicelulares
estruturados em aglomerados mucdides ou em cadeias ndo conectadas,
propondo que este € um grupo polifilético, contudo a maioria pertence a ordem
Hypocreales (SUMMERBELL et al., 2011). O género possui membros
considerados saprobios no solo e patdogenos de plantas, insetos e outros
fungos. Algumas espécies sado consideradas oportunistas em humanos e
outros mamiferos (PERDOMO et al., 2011). O isolado CMRP2942 foi
identificado como Stilbella byssiseda (APENDICE 13C). Entretanto ha poucos
relatos sobre o género na literatura. Os primeiros trabalhos denotam da década
de 80, onde o género foi descrito como patégeno mixomicetos (Protozoa)
(Seifert, 1985). Uma analise considerando as caracteristicas morfoldgicas
indica semelhanga com o género Cordyceps, € 0 agrupam com os fungos
claviciptaceos. Contudo ha relatos de que a nomenclatura Stilbella seja usada
como sinénimos de Polycephalomyces (WANG et al., 2012). Entretanto bancos
de dados como Mycobank e INDEX Fungorum néo indicam qual nomenclatura
€ considerada valida.

A Taxonomia do género Fusarium dentro da familia Nectriae se
apresenta de forma complexa. O isolado CMRP2877 formou um clado com
100% de identidade com as espécies de Fusarium pertencentes ao complexo
fujikuroi (APENDICE 14A). Uma analise multilocus dos genes TEF1, RPB1 e
RPB2, bem como a comparacdo das sequéncias com banco de dados
exclusivos para o género sao relatadas como etapas primordiais para a
delimitacdo de espécies de Fusarium (O' DONNELL et al., 2015). Espécies de
Fusarium e Aspergillus presentes em varios ambientes estdo entre os fungos
filamentosos que mais causam infeccbes oportunistas em humanos nos
tropicos, além de ser conhecido por apresentar resisténcia intrinseca a
medicamentos (O' DONNELL et al., 2015; TUPAKI-SREEPURNA et al., 2018).
Além disso, algumas espécies sao agentes causais da fusariose em diversas
plantas agricultaveis de valor econémico agregado (ZABKA;PAVELA, 2018).

A identificagdo de dois géneros pertencentes a familia

Ophiocordycipitaceae € relatada nesta pesquisa, Purpureocillium e
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Tolypocladium. O isolado CMRP2962 foi identificado como Purpureocillium
lilacinum uma vez que formou um clado com alto valor de suporte coma
linhagem de referéncia (APENDICE 14C). Este género foi proposto para
acomodar as linhagens até entdo identificadas como Paecilomyces lilacinus
caracterizadas por apresentarem colénias de coloragdo vinacea, conidioforos
espessos e de paredes asperas e conidios lisos ou ligeiramente asperos
dispostos em longas cadeias. Paecilomyces lilacinum é amplamente estudado
no setor biotecnoldgico, uma vez que possui propriedades nematicidas e pela
habilidade de causar infeccbes em humanos e animais (PERDOMO et al.,
2012). Enquanto que representantes do género Tolypocladium se caracterizam
por apresentar estroma robusto e ascos de parede unica, longos e cilindricos
com uma capa apical pronunciada; os ascosporos sao filiformes, septados e
tipicamente desarticulados (QUANDT et al.,, 2014). Com base na analise da
regido ITS foi possivel identificar duas espécies e também duas provaveis
novas espécies do género Tolypocladium. Os isolados CMRP2932,
CMRP2941, CMRP2951 e CMRP3409 formaram um clado Unico e bem
suportado com a espécie Tolypocladium endophyticum e o isolado CMRP2949
agrupou com Tolypocladium tropicale com valor de bootstrap de 85%,
enquanto que os isolados CMRP2950 e CMRP3408 formaram um clado
distante das demais espécies referéncia do género, porém ainda dentro de
Tolypocladium (APENDICE 14B). Desse modo, a analise de outros genes se
faz necessaria para que os isolados CMRP2950 e CMRP3408 sejam
reconhecidas como novas espécies do género, permitindo descrigdes futuras.
O género Tolypocladium forma um unico clado monofilético dentro de
Ophiocordycipitaceae  que inclui  espécies parasitas de trufas,
entomopatogénicas, patégenos de rotiferos, micoparasitas e habitantes do solo
(QUANDT et al., 2014).

Membros da familia Stachybotryaceae, ultima familia da ordem
Hypocreales identifica nesta pesquisa, sdo de maioria saprobia ou patogénica
de plantas e animais, porém alguns representam risco para a saude humana.
Sao caracterizados por células conidiogénicas fialidicas que produzem conidios
uni ou asseptados em massas viscosas ou secas de verde-escuro a preto; o
ascocarpo é na forma de peritécio semi ou totalmente imersos no tecido do

hospedeiro, com coloragdo que varia de amarelo claro a laranja ou preto, ndo
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apresentado mudanca na presenga de KOH (LOMBARD et al.,, 2016). O
isolado CMRP2953 foi identificado como Albifimbria terrestris com base no
sequenciamento da regido ITS e TEF1a (APENDICE 15A). O epiteto especifico
remete ao substrato de isolamento desta espécie, o qual parece ser o seu
nicho ecologico, dado que foi recentemente relatada pela primeira vez de
isolamento do solo na China (LOMBARD et al., 2016; FENG et al., 2018).

5.1.9 Ordem Taxonomicamente Indefinida

O isolado CMRP2876 foi identificado como Xylomelasma sp. Devido ao
fato das duas linhagens do género ndo possuirem sequéncias de ITS
disponivel no banco de dados do NCBI e dos autores usarem apenas LSU para
delimitacao de espécie, a sequéncia de ITS gerada do isolado CMRP2876 nao
foi avaliada nesta analise (APENDICE 15B). Tanto a ordem, quanto a familia
desse género estdo taxonomicamente indefinidas, contudo sabe-se que o
mesmo possui caracteristicas que o agrupam na classe Sordariomycetes
(HERNANDEZ-RESTREPO et al., 2016). O género Xylomelasma foi
introduzido por Réblova (2006) para acomodar X. novae-zelandiae (atualmente
X. sordida) e Xylomelasma sordida ambas descrita como saprébias de madeira
em decomposigdo. Xylomelasma shoalensis foi recentemente descrita a partir
de espécimes coletados de madeira no solo (HERNANDEZ-RESTREPO et al.,
2016). Nesse sentido, o presente estudo traz novas informagbes sobre os
nichos ecolégicos ocupados por Xylomelasma, além de apresentar o primeiro

relato do género no sedimento de manguezal brasileiro.

5.1.10 Ordem Microascales

A ordem Microascales é formada por um agrupamento de familias
monofiléticas entre elas, Microascaceae e Graphiaceae
(MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2016). Membros dessa ordem apresentam
ascocarpo de coloragdo escura e raramente globosos, os ascos surgem
sozinhos ou em correntes de maneira irregular e os ascosporos variam de
marrom-avermelhado a cor de cobre com poros germinativos (REBLOVA;
GAMS; SEIFERT, 2011). O isolado CMRP2948 agrupou com a linhagem
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referéncia de Graphium basitruncatum e foi assim identificado uma vez que a
distancia genética entre as espécies é de 0,01% o isolado CMRP2880 foi
identificado como Scedosporium dehoogii dado que agrupou com a linhagem
referéncia da espécie em um clado com 70% suporte, enquanto que o isolado
CMRP2934 formou um grupo relacionado com pelo menos duas espécies do
género Scopulariopsis, sendo entdo identificado como Scopulariopsis sp.
(APENDICE 16 A; B; C, respectivamente).

O género Graphium foi reorganizado e transferido para familia
Graphiaceae, uma vez que as espécies apresentaram origem monofilética. As
espécies deste género sdo descritas como saprdbias de alburno, ou foram
isoladas de besouros e de Ambrosia (Asteraceae). Apresenta colénias negras e
eretas, as vezes com micélio aéreo na superficie do hospedeiro, os
conidioforos sao ramificados, geralmente biverticilados com espirais e apice
inchado produzindo conidios de cilindricos a ovoides, com apices
arredondados, hialinos e de parede cinza (MAHARACHCHIKUMBURA et al.,
2016). Algumas espécies do género Scedosporium sao associadas a doencgas
em humanos especialmente em pacientes imunocomprometidos. Entretanto a
espécie S. dehoogii, mesmo € considerada de origem ambiental comumente
isolada do solo e de locais associados com a alta atividade humana, entretanto
apresenta alto potencial patogénico (ALVAREZ; SANHUEZA, 2016;
LUPLERTLOP, 2018). O género Scopulariopsis foi revisado recentemente e de
acordo com analise multigénica abriga 12 espécies, entretanto para melhor
delimitacdo de espécies os genes da [B-tubulina e do TEF1 devem ser
analisados, uma vez que baseado nos dados de sequenciamento de ITS,
apenas cinco espécies puderam ser identificadas. As espécies de
Scopulariopsis sao relatadas em diversos substratos incluindo animais,

humanos, solo alcalino e tinta para tatuagem (WOUDENBERG et al., 2017).

5.1.11 Ordem Phomatosporales

O isolado CMRP3412 foi identificado com base no alinhamento das
regides ITS e LSU demonstrando ser filogeneticamente relacionado com o
género Phomatospora. Mesmo o valor de suporte de tal agrupamento sendo
baixo (25%) CMRP3412 foi denominado de Phomatospora sp. (APENDICE
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17A). Usando dados concatenados das sequéncia de LSU-ITS-SSU
Senanayake et al. (2016) propuseram a ordem Phomatosporales e a familia
Phomatosporaceae com a finalidade de acomodar os géneros Lanspora,
Phomatospora e Tenuimurus por terem formado um clado distinto das demais
ordens em Sordariomycetes. Todavia, as espécies Lanspora coronata e
Phomatospora bellaminuta ndao possuem sequéncias de ITS disponiveis no
banco de dados, fato este que dificulta a delimitagcdo de espécie no presente
estudo, visto que o terceiro gene utilizado pelos autores supracitados nao foi
avaliado. Sendo assim, & possivel propor que a familia Phomatosporales
necessita de um gene de referéncia secundario. As espécies do género
Phomatospora sao descritas como saprofiticas tanto em ambiente terrestre
quanto aquatico (SENANAYAKE et al., 2016).

5.1.12 Ordem Sordariales

A ordem Sordariales € representada por fungos com ascocarpo
relativamente grande ou superficial com paredes membranosas ou coriaceas
(ZHANG et al, 2006). O isolado CMRP2939 se mostrou estreitamente
relacionado com a espécie Chaetomium novozelandicum com valor de suporte
de 91%, sendo, portanto assim identificado (APENDICE 17B). O género
Chaetomium foi descrito como um agrupamento monofilético da ordem
Sordariales (ZHANG et al., 2006). Este € o género referéncia da familia
Chaetomiaceae, caracterizado por apresentar numerosas estruturas
semelhantes a cerdas no ascocaspo, frequentemente largos na base e entdo
afilados, flexiveis e geralmente sem ramificagcdes, septados, ondulados ou
enrolados e de coloracdo castanha (MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2016).
As espécies de Chaetomium sao relatadas como onipresentes nos mais
diversos ambientes, C. novozelandicum primeiramente isolado de material em

decomposi¢cédo também foi relatado em couro cabeludo (WANG et al., 2016).

5.1.13 Ordem Xylariales

Xylariales é a ultima ordem do filo Ascomycota registrada neste estudo,
distribuida em cinco géneros (APENDICE 18; 19). O isolado CMRP2954 foi
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identificado como Arthirinium kogelbergense uma vez que formou um clado
fortemente suportado com a linhagem referéncia da espécie (APENDICE 18A).
Este género pertence a familia Apiosporaceae e possui espécies descritas
como endofiticas principalmente em plantas das familias Poaceae e
Cyperaceae ou em alguns casos fitopatégenas, saprobias ou em alga, como é
o caso de A. kogelbergense (CROUS; GROENEWALD, 2013; WANG et al.,
2018). Arthirinium apresenta conidiéforos frequentemente agregados em um
estroma marrom, formando esporoddquios negros no substrato e conidios
variando de castanho a castanho escuro, de lisos a verrucosos, de globosos a
fusiformes com fenda equatorial levemente clara (CROUS; GROENEWALD,
2013).

O isolado CMRP2879 agrupou em um clado monofilético bem
suportado com duas espécies do género Peroneutypa (familia Diatrypacea).
Apresenta uma distancia genética significativa entre os outros membros do
agrupamento, dessa forma é possivel propor que CMRP2879 pertence a uma
nova espécie do género (APENDICE 18B). Das 13 espécies pertencentes ao
género, apenas quatro possuem outra regido génica taxonomicamente
informativa, a B-tubulina, contudo a descricdo de novas espécies tem suporte
em caracteristicas macromorfolégicas unicas (SHANG et al.,, 2018). As
espécies de Peroneutypa possuem ascos pequenos e em forma de urna com o
apice truncado e um anel muito pequeno desprovido de canal, sdo mais largos
no meio onde os ascosporos tendem a ser agrupados (CARMARAN;
ROMERO; GIUSSANI, 2006). A madeira em decomposi¢ao é relatada como
nicho ecolégico de todas as espécies (CARMARAN; ROMERO; GIUSSANI,
2006; ALMEIDA; GUSMAO; MILLER, 2016; SHANG et al., 2017; 2018).

A recentemente restaurada familia Hypoxylaceae se caracteriza por
ascocarpo peritecial variando de esférico a tubular, com ou sem estroma
carbonaceo, ostiolos com ou sem discos formados pelo tecido circundante e
ascos com oito ascosporos tipicos (WENDT et al., 2017). O isolado CMRP3411
foi identificado como Annulohypoxylon stygium uma vez que formou um clado
com alto valor de suporte com as sequéncias de referéncia (APENDICE 18C).
As espécies de Annulohypoxylon sao frequentemente relatadas associadas a
madeira em decomposi¢cdo nas zonas tropicais e subtropicais do mundo, das

quais inumeras tiveram perfil metabdlico investigado (KUHNERT et al., 2016).
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O género Phialemoniopsis apresenta taxonomia incerta quanto a qual
familia da ordem Xylariales o mesmo pertence (MAHARACHCHIKUMBURA et
al., 2016). Caracteriza-se por col6nias marrom ou acinzentado com micélio
aéreo esparso ou ausente (PERDOMO et al., 2013). O isolado CMRP2940 foi
identificado como Phialemoniopsis ocularis com alto valor de suporte no clado
(APENDICE 19A). Essa espécie esta relacionada com patologias em humanos,
assim como outras espécies do género. No entanto espécies em habitats
exclusivamente ambientais também sao relatadas (SU; DENG; NIU, 2017).

Sporocadaceae € Ultima familia pertencente ao filo Ascomycota
relatada nesta pesquisa, a qual acomoda fungos com apéndices nos conidios
(LIU et al., 2018). O isolado CMRP2969 formou um clado com 70% de suporte
com inumeras espécies referéncia do género Neopestalotiopsis. A arvore
filogenética mostrada no presente trabalho é baseada no alinhamento do gene
TEF1a, dado que utilizando apenas os dados de ITS ou dados concatenados
de ITS e TEF1a a resolugao taxondmica foi insatisfatéria, deste modo o isolado
CMRP2969 foi denominado de Neopestalotiopsis sp. (APENDICE 19B). Este
género se caracteriza por apresentar conidiéforos pouco evidentes ou muitas
vezes reduzidos a células conidiogénicas e conidios onde as ceélulas medianas
se apresentam de cores variadas. As espécies do género s&o descritas como
saprobias, endofiticas incluindo planta de mangue, p.e. Neopestalotiopsis
foedans e isoladas do solo (MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014).

5.1.14 Classe Agaricomycetes

Todas as familias aqui descritas do filo Basidiomycota, pertencem a
classe Agaricomycetes (APENDICE 20; 21). A ordem Polyporales, uma das
mais diversas no que diz respeito a formas de basidiocarpos abrange grandes
grupos envolvidos na decomposicdo da madeira (BINDER et al., 2013).
Representantes das familias Meruliaceae e Polyporaceae respectivamente
foram identificados na presente pesquisa. O isolado CMRP2883 foi identificado
como Phlebia floridensis, baseado no sequenciamento da regido ITS
apresentando alto valor de suporte para o clado (APENDICE 20A). Este género
apresenta himénio liso e espesso com textura cerosa, gelatinosa ou mucéide

(PARK et al., 2017). Espécies de Phlebia ja foram relatadas como endofiticas
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de seringueira no Brasil (MARTIN et al., 2015), além de serem fortemente
associadas com biomas florestais (PARK et al., 2017). Os isolados CMRP2937
e CMRP3417 formaram um agrupamento monofilético bem suportado com a
linhagem referéncia de Fomitella supina sendo assim identificados (APENDICE
20B) enquanto que o isolado CMRP3413 com base em dados concatenados da
regidao ITS e do gene RPB2, mostrou-se estritamente relacionado com a
especie Polyporus tricholoma, porém a distancia genética entre ambos €
significativa, sugerindo se tratar de uma nova espécie do género Polyporus
(APENDICE 20C). Tanto Polyporus quanto Fomitella sdo degradadores de
madeira caracteristicos, também conhecidos como fungos da podriddo branca
(JUSTO et al., 2017).

O ultimo género relatado nesta pesquisa pertence a ordem Russulales.
Caracteres morfolégicos costumam ser suficientes para a identificacdo de
alguns géneros do filo Basidiomycota. Baseiam-se principalmente em
caracteristica do basidiocarpo. Contudo em alguns géneros dados moleculares
estdo disponiveis. O isolado CMRP2944 esta estritamente relacionado com a
linhagem referéncia de Peniophora crassitunicata, contudo foi identificado
como Peniophora sp., uma vez que a distancia genética entre ambas é de
3,5% (APENDICE 21). Todavia, a inferéncia de uma nova espécie do género
depende diretamente de analises macromorfolégicas (ANDREASEN;
HALLENBERG, 2009).

5.1.15 Diversidade Fungica

A elevada diversidade taxonémica relatada nessa pesquisa reflete
parte da riqueza de espécies fungicas existentes no sedimento de manguezal,
especialmente por se tratar de uma estimativa ndo numerica, ou seja, nao
reflete a abundancia das espécies identificadas e sim, descreve a riqueza da
comunidade fungica. Além disso, revela que o manguezal é nicho ecoldgico de
inUmeras espécies relatadas até entdo como de origem extritamente
patogénica, p.e. Parengyodontium album e Phialemoniopsis ocularis, bem
como de espécies isoladas apenas de outros ambientes, configurando como o
primeiro relato das mesmas em sedimento de manguezal, p. e. Cladosporium

halotolerans e Xylomelasma sp.
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O intenso relato de espécies normalmente descritas como endofiticas
ou saprébias em outros ecossistemas demonstra que a comunidade fungica
presente no sedimento de manguezal esta estritamente relacionada com a
condigdo de elevada concentracdo de matéria orgéanica, principalmente a de
origem vegetal. Janusz et al. (2017) descreveram que fungos, em especial os
lignoliticos, podem configurar como habitantes latentes no tecido vegetal vivo,
posteriormente se revelando decompositores primarios. Além da intensa carga
de material organica, a qual reflete em um ambiente quase andxico, destaca-se
a caracteristica desses fungos serem halotolerantes, principalmente géneros
considerados unipresentes p. e. Aspergillus, Cordyceps, Fusarium,
Trichoderma entre outros.

Dessa forma, dado ao ecossistema geneticamente rico, enfatiza-se o
quanto a comunidade fungica desse ambiente precisa ser mais bem descrita,
principalmente na baia de Paranagua, uma vez que ndo ha estudos nestes

locais voltados ao completo entendimento do ecossistema.

5.2 ATIVIDADE ENZIMATICA

5.2.1 Selecéo Qualitativa

A selegdo qualitativa dos 68 isolados fungicos oriundos do sedimento
de manguezais da Baia de Paranagua resultou em 36 fungos capazes de
sintetizar enzimas lignoliticas in vitro (TABELA 3). Destes, 29 foram positivos
quanto a sintese da enzima lacase, quatro para peroxidases e um isolado foi
capaz de sintetizar ambas as enzimas (FIGURA 22). Baseado nos dados
obtidos, no que diz respeito ao sedimento de manguezal a via enzimatica da
lacase parece ser a mais empregue pelo metabolismo fungico. Estudos
revelam que fatores nutricionais como a concentragao de nitrogénio e carbono,
bem como a disponibilidade de ions metélicos no ambiente atuam sobre a
regulacdo da expressdo génica das enzimas lignoliticas (FAN et al., 2011;
JANUSZ et al.,, 2017). Uma vez que tais condigdes sado encontradas no
ecossistema de manguezal, pode-se supor que algum desses fatores esteja

influenciando positivamente a sintese enzimatica da lacase e desse modo,
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favorecendo o desenvolvimento dos fungos sintetizadores de lacase em
detrimento daqueles que empregam a via das peroxidases.

No presente trabalho, todos os basidiomicetos avaliados apresentaram
atividade lignolitica positiva, corroborando com dados ja existentes na
literatura, principalmente no que diz respeito a sintese de lacase (FAN et al.,,
2011; AGRAWAL et al., 2017). Além disso, a sintese de enzimas lignoliticas
também foi expressiva por parte dos géneros identificados como membros do
filo Ascomycota. Os fungos pertencentes ao filo Basidiomycota sao descritos
como o grupo mais eficiente no que diz respeito a degradacdao da madeira,
sendo classificados como fungos da degradacao-branca (white-rot fungi),
enquanto que ascomicetos possuem capacidade de degradacdo limitada e
desde modo sao classificados como fungos da degradacéo-branda (soft-rot
fungi) (JANUSZ et al., 2017). Todavia, de forma geral no ambiente as enzimas
lignoliticas sintetizadas pelo metabolismo fungico sdo empregadas na
degradagao da madeira, mais precisamente na oxidagdao da molécula de lignina
gerando substancias passiveis de assimilacdo pelo metabolismo intracelular
(AGUIAR; FERRAZ, 2011; LEE et al., 2014; JANUSZ et al., 2017). Desse
modo, os fungos contribuem ativamente para o ciclo do carbono no solo e
consequentemente para o equilibrio de um ecossistema saudavel
(HARTIKAINEN et al., 2013).

FIGURA 3 — LINHAGENS REPRESENTATIVAS DE ATIVIDADE ENZIMATICA

A B

Cc

A: Phialemoniopsis ocularis — Ativade enzimatica negativa; B: Peroneutypa sp. — Lacase
positiva; C: Phialophora avicenniae — Peroxidase positiva; D: Phlebia floridensis — Lacase e
peroxidase positiva. FONTE: A autora (2019).
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As aplicagbes das enzimas lignoliticas, principalmente as sintetizadas
por basidiomicetos, tem se mostrado de grande importancia principalmente em
duas vertentes da area biotecnoldgica, a bio-deslignificagao e a biorremediacéo
(KNEZEVIC et al., 2013; MASALU, 2014; FARINAS, 2015; FONSECA et al.,
2015; GRASSI; ROBLEDO; LEVIN, 2018). Contudo, inumeros géneros de
ascomicetos também identificados nesta pesquisa tém se revelado como bons
produtores enzimaticos.

A espécie Curvularia clavata foi estudada quanto a sua capacidade de
desfenolizagao e desintoxicagao do efluente gerado em processos de moagem
da palma por meio de da sintese enzimatica, dentre as quais a enzima
hidrolitica xilanase se destacou com producgao de até 3.566 U/L (NEOH et al.,
2015). O composto orgénico bisfenol A é utilizado como monémero na
producdo de varios produtos descartaveis potencialmente poluidores do meio
ambiente, o género Chaetomium foi capaz de degrada-lo por completo via
sintese de lacase e peroxidase em 8h de incubacéo (MTIBAA et al., 2018).

O fungo identificado pelos autores como Paraconiothyrium brasiliense,
atualmente renomeado Didymosphaeria rubi-ulmifolli (WANASINGHE et al.,
2016) apresentou capacidade de descolorir 100% do corante RBBR com cinco
dias de incubagdo, além de ter a producdo de lacase aumentada
significativamente pela adicdo de cobre ao meio de cultivo (ARREDONDO-
SANTOYO; VAZQUEZ-GARCIDUENAS; VAZQUEZ- MARRUFO, 2018).

A espécie Purpureocillium lilacinum isolada diretamente de amostras
de solo contaminado com HPA’s, em cultivo in vitro a biomassa fungica foi
significativamente aumentada na presenga de hexadecano e tolueno. Contudo,
a utilizagdo das vias lignoliticas para tal processo foi apesar sugerida
(POYNTNER et al., 2017). Diversas espécies de género Trichoderma além da
sintese de lacase observada nesta pesquisa também sao capazes de sintetizar
celulases e proteases amplamente utilizadas no setor biotecnolégico (MELO,
1996; ZHANG et al., 2016; PARAMJEET; MANASA; KORRAPATI, 2018).

Alguns dos géneros identificados nesta pesquisa, capazes de sintetizar
lacase e, por conseguinte degradar lignina, como Cordyceps, Metarhizium e
Tolypocladium também sao degradadores de quitina via sintese de enzimas

proteoliticas, e por sua vez sdo descritos como fungos entomopatogénicos
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reconhecidamente usados no controle bioldgico de insetos-pragas (STURMER
et al., 2004; FLOR-WEILER et al., 2017; BILGO et al., 2018; MWEKE et al.,
2018). Além disso, o uso direto do micélio fungico de Cordyceps militans em
solo contaminado artificialmente com pireno apresentou resultados promissores
voltados a biorremediagcdo de areas contaminadas com HPA’'s (MORI et al.,
2015).

Dentre os basidiomicetos identificados neste trabalho, a espécie
Phlebia floridensis se mostrou capaz de sintetizar lacase e peroxidase
simultaneamente, assim como outras espécies do género (FONSECA et al.,
2015). Basidiomicetos em geral, aparecem em uma gama de estudos voltados
a degradacgado da lignina, bem como aplicagdes de enzimas lignoliticas em
processos biotecnoldgicos apresentando resultados muito promissores
(MARTINS et al., 2002; COELHO-MOREIRA et al., 2013; WINQUIST et al.,
2014; KARP et al., 2015; LAZIM; HADIBARATA, 2016; ZHAO ET AL., 2016;
GRASSI; LOBLEDO; LEVIN, 2018).

Apesar de muitos dos géneros isolados ja apresentarem uma boa série
de estudos relacionando a sintese de fenolosidases com processos de
biorremedigdo ou aplicagdo industrial, alguns dos géneros identificados nao
sao relatados e/ ou sdo pouco estudados. Neste contexto podemos destacar a
espéecie Nigrograna mackinnonii capaz de produzir hidrocarbonetos de cadeia
média (SHAW et al., 2015). O género Paraphaeosphaeria descrito como fungo
endofitico de plantas da familia Rosaceae (WANASINGHE et al., 2018). O
género Albifimbria, cuja familia foi recentemente revisada (LOMBARD et al.,
2016). O género Epicoccum capaz de crescer em meio de cultura
suplementado com metais pesados (HARTIKAINEN; HATAKKA; KAHKONEN,
2015). A espécie de basidiomiceto Fomitella supina, ja classificada como fungo
de degradacdo-branca, porém pouco explorada (MOTATO-VASQUEZ et al.,
2016). A espécie Phialophora avicenniae descrita como fungo endofitico de
planta de mangue (LIU et al, 2013). Os géneros Peroneutypa,
Pyrenochaetopsis e Cytospora, além daqueles cuja identificagcdo em nivel de

género nao foi possivel com o sequenciamento da regidao ITS1-5,8S-ITS2.

5.2.2 Produgao Enzimatica em Cultivo Submerso
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A selegado qualitativa para sintese de enzimas lignoliticas resultou em
36 linhagens positivas, das quais 14 foram cultivadas em meio liquido tendo
farelo de trigo como substrato para a produgao enzimatica (TABELA 3). Dentre
as 14 linhagens avaliadas, oito apresentaram atividade de lacase, enquanto
que nenhuma linhagem produziu peroxidases nas condigdes de cultivo
testadas.

As linhagens Nigrograna mackinnonii CMRP3414, Epicocum sp.
CMRP2884 e Xylomelasma sp. CMRP2876 foram os organismos que
apresentaram a maior produgao enzimatica em 168h de incubacéao, 192,2 U/L,
180,5 U/L e 103,4 U/L respectivamente (GRAFICO 1). Em condicdes de cultivo
semelhante as utilizadas nessa pesquisa, o ascomiceto Xylaria sp. isolado de
madeira em decomposicéo foi capaz de produzir 1929 U/L™" de lacase no oitavo
dia de incubagao, utilizando-se de farelo de trigo como unica fonte de carbono
disponivel (CASTANO; CRUZ; TORRES, 2015). Geralmente, tais valores
enzimaticos sdo obtidos em cultivo de basidiomicetos (ELISASHVILI et al.,
2010; KACHLISHVILI et al., 2012; SONGULASHVILI et al., 2015).

Producdo enzimatica semelhante a relatada nesta pesquisa foi obtida
no cultivo do também ascomiceto, Paraconiothyrium brasiliense em caldo
batata como substrato suplementado com 150uM de sulfato de cobre. A
maxima producao enzimatica foi alcangada no 5° dia de incubacéo, 46,8U/L de
lacase apresentando decréscimo gradual da atividade até o 10° dia
(ARREDONDO-SANTOYO; VAZQUEZ-GARCIDUENAS; VAZQUEZ -
MARRUFO, 2018).

GRAFICO 1 — PRODUGCAO ENZIMATICA DE LACASE EM CULTIVO SUBMERSO
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FONTE: A autora (2019)

As demais linhagens apresentaram baixa produgdo enzimatica nas
condicbes de cultivo testadas com valores inferiores a 40U/L. Todavia, a
producdo enzimatica € passivel de ser melhorada, otimizando as condi¢des de
cultivo. Diferentes fontes de carbono e nitrogénio s&o os fatores nutricionais
mais avaliados em estudos voltados a otimizagcao da produgao enzimatica em
condigdes laboratoriais. Residuos agroindustriais, como o bagago da cana de
agucar que possui grande quantidade de agucar disponivel apresentando
grande potencial para a producado de lacase (AGUIAR; FERREIRA; ROSIM,
2010; CHEN et al., 2011; KAKKAD et al., 2015; KARP et al., 2015; SHRESTHA
et al., 2015). Além disso, estudos mostram que diferentes concentragdes de
cobre podem aumentar significativamente a produgdo enzimatica, dado que tal
ion pode atuar como indutor da sintese (HOU et al., 2004; FAN et al., 2011;
KUMAR et al., 2011; COPETE et al., 2015). A auséncia de luz durante o cultivo
também se mostrou favoravel a sintese de lacase. Espécies de Polyporus
foram mais predispostas a formar corpos de frutificacdo na presenca de luz
continua, enquanto que na auséncia de luz a produgdo de lacase foi
estimulada. Tal condicdo pode estar ligada ao mecanismo fungico de
reconhecimento ambiental onde a presenca de luz indicaria um ambiente
externo a madeira e, portanto, lacases ndo seriam necessarias (GRASSI;
ROBLEDO; LEVIN, 2018).

Poucos séo os estudos voltados a produgao enzimatica por diferentes
espécies de ascomicetos, os quais ja se revelaram metabolicamente eficientes.
Todavia, processos de otimizacdo das condi¢cdes de cultivo se faz necessario
para que a produgdo enzimatica seja satisfatoria (CASTANO; CRUZ; TORRES,
2015; COPETE et al.,, 2015; SHRESTHA et al.,, 2015). Assim sendo, as
linhagens avaliadas neste trabalho possuem potencial para aplicagcdo em
processos de otimizagao que visem melhorar a producéo enzimatica da lacase,
bem como propor o uso direto da enzima nativa em aplicagdes biotecnoldgicas.
Principalmente no que diz respeito ao fato das linhagens avaliadas

pertencerem a grupos taxonémicos pouco explorados no setor biotecnologico.
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5.2.3 Descoloragao do Azul de Remazol Brilhante R em Cultivo Submerso.

As mesmas 14 linhagens positivas na selegao qualitativa e cultivadas
em meio liquido com farelo de trigo para a produgdo enzimatica foram
avaliadas quanto a capacidade de descolorirem o corante antraquinénico Azul
de Remazol Brilhante R (RBBR) (TABELA 3). Das 14 linhagens fungicas
cultivadas em meio para descoloracio, dez foram capazes de descolorir o meio
de cultivo no periodo minimo de 144h e as demais linhagens n&do mostraram

crescimento micelial durante 15 dias de incubacao (FIGURA 23).

FIGURA 4 — LINHAGENS REPRESENTATIVAS DA ATIVIDADE DE DESCOLORAGCAO
A B C D E F
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A: Branco; B: Austropleospora sp.; C : Paraconiothyrium sp.; D: Cytospora sp.; E: Epicoccum
sp.; F: Cladosporium (atividade negativa). FONTE: A autora (2019)

A descoloragdo do corante RBBR foi detectada com 144h de incubagao
e apresentou crescimento gradual até 192h, apds este periodo a taxa de

descoloragdo se manteve estacionaria (GRAFICO 2).

GRAFICO 2 - DESCOLORAGAO DO RBBR EM CULTIVO SUBMERSO

100 -
S 90 -
X
< 80 -
18 70 7
g 60 48
O 50 -
S 40 - H96h
8 30 -
O 2 - 144h
(o)

10 -
o
g 0 192h
© W 240h
= (<\ ro ro &

N ) o 6\ \Q o‘ ({\0 ~\> Q K\\
Q\oooo . & \6099 \rz,6 e\bg _\OQK\ . & .o\@&\ S e\)\* \o(’dQ
Q, oQ \O \19 Q) : (\\ X Q)
& + B ¢ & < ¢
\a Q?



63

FONTE: A autora (2019)

A linhagem Epicoccum sp. CMRP2884 apresentou a maior taxa de
descoloracdo em 144h (45,14%), seguido da linhagem Xylomelasma sp.
CMRP2876 (29,13%) e da Austropleospora sp. CMRP2938 (21,47%). A taxa
de descoloracdo das demais linhagens avaliadas foi inferior a 20%. Contudo,
com 192h de incubacédo foi possivel observar que todas as linhagens
apresentaram um aumento significativo na taxa de descoloragdo, a qual se
manteve constante até o periodo avaliado de 240h de incubacéo.

A taxa de descoloracdo das linhagens Epicoccum sp. CMRP2884,
Cytospora sp. CMRP 2945, Xylomelasma sp. CMRP2876 e Austropleospora
sp. CMRP2938 foi superior a 70%, seguida das espécies Arthrinium
kogelbergense CMRP2954, Peniophora sp. CMRP2944, Pyrenochaetopsis
uberiformis CMRP2930, Paraconiothyrium sp. CMRP2885 e Peroneutypa sp.
CMRP2879 com 60% e da linhagem Holocryphia sp. CMRP2952 com 52, 47%.

Todos os extratos foram a avaliados quanto a presenca de enzimas
lignoliticas, ou seja, lacase, lignina e manganés peroxidase, durante o periodo
de cultivo. A atividade de lacase foi a unica detectada, a partir de 144h de
incubacgé&o na linhagem Epicoccum sp. CMRP2884 e de 192h nas linhagens
Peroneutypa sp. CMRP2879, Austropleospora sp. CMRP2938, Peniophora sp.
CMRP2944, Xylomelasma sp. CMRP2876 e Paraconiothyrium sp. CMRP2885
(GRAFICO 3). Estes dados sugerem que a descoloragéo do corante RBBR néo
ocorreu via enzimas lignoliticas nas linhagens Cytospora sp. CMRP 2945,
Holocryphia sp. CMRP2952, Arthrinium kogelbergense CMRP2954 e
Pyrenochaetopsis uberiformis CMRP2930, uma vez que tal relagdo nao foi
positiva, desse modo a capacidade de descoloragcdo por essas espécies

precisa ser mais bem avaliada.

GRAFICO 3 — ATIVIDADE ENZIMATICA DE LACASE NA PRESENGA DO CORANTE RBBR
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O fato da linhagem Epicoccum sp. CMRP2884 ter sido a unica em que
a taxa de descoloracao correspondeu com a atividade de lacase tanto em 144h
quanto em 192h sugere que, neste caso a via da lacase pode estar envolvida
no processo de descoloragdo do RBBR. Todavia, esta correlacdo nao foi
observada nas demais linhagens positivas indicando que outra enzima pode
estar sendo responsavel por esse processo, a qual ndao foi avaliada na
presente pesquisa, p.e. peroxidase versatil (PV) e peroxidase dye-decolorizing
(DyP), ou ainda, sugerindo que no periodo de 144h os niveis de enzimas
disponiveis no meio estejam abaixo de valores detectaveis.

De fato, em inumeros trabalhos a taxa de descoloracédo de diferentes
corantes esta associada a sintese de enzimas lignoliticas (KUMAR et al., 2011;
DARVISHI et al., 2018). Em cultivo submerso em caldo batata suplementado
com 1mM de sulfato de cobre e 150mg/L do corante RBBR a espécie
Paraconiothyrium brasiliense apresentou 100% de descoloragdo em cinco dias
de incubacédo sob agitacdo, resultado este que coincidiu com o pico de
atividade enzimatica, 46,8 U/L de lacase (ARREDONDO-SANTOYO;
VAZQUEZ-GARCIDUENA; VARQUEZ-MARRUFO, 2018).

Contraditoriamente, uma relagéo negativa também ¢é descrita. Estudo
realizado associando a taxa de descoloragdo com a capacidade de degradagéao
de HPA’s mostrou nem sempre haver correlagao entre os niveis de atividade
enzimatica com a descoloragdo do RBBR, contudo os autores relatam que o
meio de cultura pode ter influenciado diretamente nos resultados, devido a

fonte de nitrogénio ser limitada. Ainda assim, ressaltaram que o uso de
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compostos xenobidticos como substratos pode induzir a atividade enzimatica
(LEE et al., 2014). Em cultivo avaliando diferentes concentragdes de corante,
foi relatado que a taxa de descoloragcdo foi inversamente proporcional a
concentragdo de corante, fato este associado aos niveis de toxicidade
proporcionados pelo corante ao metabolismo fungico. Além disso, as melhores
taxas de descoloracao foram no intervalo de 30-40°C e as dosagens
enzimaticas foram negativas para as enzimas lignoliticas, indicando que as
espécies avaliadas nao degradaram o corante por esta via enzimatica (TAHA et
al., 2014).

Independente da via enzimatica envolvida na descoloragdo do corante
téxtil RBBR, foi possivel concluir que algumas das linhagens avaliadas nesta
pesquisa sdo capazes de assimilar compostos xenobioticos, de modo a utiliza-
los em seu metabolismo. Todavia, a otimizacado do processo de obtencao
enzimatica se faz necessaria uma vez que a demanda por novas fontes
enzimaticas no setor biotecnoldgico, principalmente no que diz respeito ao

tratamento de efluentes téxteis, é relatada como de grande importancia
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6 CONCLUSAO

Os dados obtidos neste estudo demonstram a diversidade taxondmica
dos fungos existentes no sedimento de manguezais na baia de Parangua, bem
como descreve este ecossistema como nicho ecoldogico de inumeros géneros
até entdo nao relatados neste ambiente. Além disso, revela novas espécies
associadas ao sedimento, provavelmente envolvidas na degradac&o da lignina
estabelecendo uma relagéo entre a riqueza e a funcionalidade da comunidade
fungica.

Os dados também indicam que os fungos associados a este
escossistema apresentam potencial biotecnolégico, especialmente no
tratamento de efluentes téxteis. Contudo, este potencial precisa ser mais bem

avaliado e voltado a otimizagao da producao enzimatica.
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APENDICE 1 - LINHAGENS DE REFERENCIA ANALISADAS

N° do isolado

Espécie

Numero de acesso (NCBI):

ITS; BT2; TEF-1a; LSU; RPB2

CBS 119416*

CPC 22372
DTO 324-A7
CBS 139585*
CBS 102047
CBS 119413*

EXF-466
CBS 119417*
CBS 116456"

IMI 090323
CBS 610.74

IMI 086825

FNBR-03

CBS 454.72*
CBS 297.56*
CBS 156.67

IFO 32588
CBS 391.51
CBS 383.69
CBS 416.72
ATCC 12756
CBS 379.55
CBS 297.75*

HN6-5B
CBS 604.97
DAOM 242243
CBS 363.69"
GKM1029
ANM 925.1
HUEFS 192250*
SMH5283

ANM 925.2*

GKM1119*
GKML100Nb

MFLU 16-0473
MFLU 16-0470
WU 36963
WU 36960*
MFLU 16-0471*
MFLU 11-0143*
MFLU 10-0061*
CBS 123092"
CBS 120105*
CGMCC:3.18343*
UTHSC:DI16-338
CBS 181.80*

Cladosporium halotolerans

Cladosporium halotolerans
Cladosporium parahalotolerans
Cladosporium parahalotolerans

Cladosporium salinae
Cladosporium salinae
Cladosporium velox
Cladosporium velox
Cercospora beticola
Westerdykella angulata
Westerdykella angulata
Westerdykella aurantiaca
Westerdykella aurantiaca
Westerdykella cylindrica
Westerdykella dispersa
Westerdykella dispersa
Westerdykella globosa
Westerdykella multispora
Westerdykella multispora
Westerdykella nigra
Westerdykella nigra
Westerdykella ornata
Westerdykella purpurea
Westerdykella purpurea
Westerdykella rapa-nuiensis
Westerdykella reniformis
Preussia lignicola

Anteaglonium abbreviatum

Anteaglonium abbreviatum

Anteaglonium brasiliense

Anteaglonium globosum
Anteaglonium globosum
Anteaglonium latirostrum
Anteaglonium latirostrum
Anteaglonium parvulum
Anteaglonium parvulum
Anteaglonium rubescens
Anteaglonium rubescens
Anteaglonium thailandicum
Flammeascoma bambusae
Flammeascoma lignicola
Amniculicola parva
Epicoccum brasiliense
Epicoccum camelliae
Epicoccum camelliae

Epicoccum catenisporum

DQ780364; -; JN9O698Y; -; -;
MF472996; -; MF473423; -; -;
MF473168; -; MF473591; -; -;
KP701955; -; KP701832; -; -;
MF473251; -; MF473674; -; -;
DQ780374; -; JN90B993; -; -;
DQ780359; -; KJ596597; -; -;
DQ780361; -; JNOOBII5; -; -;
AY840527; -; AY840494; -; -;

JN118571; -; -; - -
AY943056; -; -; -; -;

GQ221878; -; -; GQ221878; -;
GQ221877; -; -; GQ221877; -;
KF906410; -; -; KF906410; -;
GQ221911; -; -; GQ221911; -;
GQ221879; -; -; GQ221879; -;
GQ221874; -; -; GQ221874; -;
GQ221876; -; -; GQ221876; -;
KU922911; -; -; KU922911; -;
KU922917; -; -; KU922917; -;
MG912911; -; -; MG912911; -;
MG912910; -; -; MG912910; -;
KU922909; -; -; KU922909; -;
KP744485; -; -; KP744485; -;
KT324583; -; -; KT324583; -;
GU301797; -; -; GU301797; -;

-; - GU237760; -; -;

- - KY742091; -; -;

-; - LT592959; -; -;

-; - FJ427069; -; -;
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N° do isolado

Espécie

Numero de acesso (NCBI):
ITS; BT2; TEF-1a; LSU; RPB2

CGMCC:3.18359*
CBS 186.83
LC:8147
CGMCC:3.18345*
CBS 104.80
CGMCC:3.18360
CBS 105.80
CGMCC:3.18361*
LC:8151
UTHSC:DI16-258
UTHSC:DI16-271*
CGMCC:3.18346*
CGMCC:3.18362*
CBS 173.73*
CBS 180.80*
PD 77/1028
CBS 558.81*
UTHSC:DI16-257*
CGMCC:3.18363*
LC:8161
CBS 114179*
CBS 179.80
UTHSC:DI16-301
CGMCC:3.18344*
BRIP:29294
CBS 615.75™
CBS 168.77*
CBS 587.84
CPC 24892
CPC 24890
CBS 120025*
CPC 21632+
CBS 167.70*
MFLUCC 13-0349*
CBS 859.71
CBS 111750
MFLUCC:13-0541*
MFLUCC 14-0624*
MFLUCC 13-0532*
MFLUCC:13-0544*
MFLUCC:16-1275*
GZAASO1
CBS 714.68"
CBS 972.95*
CBS 109850*
CBS 113269*
CBS 120025
HKAS 83978*

Epicoccum dendrobii
Epicoccum draconis
Epicoccum duchesneae
Epicoccum duchesneae
Epicoccum henningsii
Epicoccum hordei
Epicoccum huancayense
Epicoccum italicum
Epicoccum italicum
Epicoccum keratinophilum
Epicoccum keratinophilum
Epicoccum latusicollum
Epicoccum layuense
Epicoccum nigrum
Epicoccum ovisporum
Epicoccum pimprinum
Epicoccum plurivorum
Epicoccum pneumoniae
Epicoccum poae
Epicoccum poae
Epicoccum proteae
Epicoccum sorghinum
Epicoccum sorghinum
Epicoccum viticis
Epicoccum viticis
Phoma herbarum
Austropleospora archidendri
Didymosphaeria rubi-ulmifolii
Paracamarosporium fagi
Paracamarosporium fagi
Paracamarosporium hawaiiense
Paracamarosporium psoraleae
Paraphaeosphaeria angularis
Paraphaeosphaeria michotii
Paraphaeosphaeria minitans
Paraphaeosphaeria minitans
Pseudocamarosporium corni
Pseudocamarosporium cotinae
Pseudocamarosporium lonicerae
Pseudocamarosporium propinquum
Tremateia arundicola
Tremateia guiyangensis
Pleospora tarda
Paraconiothyrium cyclothyrioides
Paraconiothyrium estuarinum
Paraconiothyrium fungicola
Paracamarosporium hawaiiense

Nigrograna cangshanensis

- - KY742093; -; -

-; - GU237795; -; -;

- - KY742096; -; -;

- - KY742095; -; -;

- - GU237731; -; -;

- - KY742097; -; -;

- - GU237732; -; -;

- - KY742099; -; -;

- - KY742100; -; -;

-; - LT592928; -; -;

-; - LT592930; -; -;

- - KY742101; -; -

- - KY742107; -; -

-; - FJ426996; -; -;

-; - FJ427068; -; -;

-; - FJ427050; -; -;

-; -, GU237888; -; -;

-; - LT892927; -; -;

- - KY742113; - -

- - KY742114; -, -;

-; -5 JQ044433; -; -;

-; - FJ427067; -; -;

-; - LT592948; -; -;

- - KY742118; -; -;

- - KY742117; -; -

- -, FJ427022; -; -;
JX496049; -; -; JX496162; -;
JX496099; -; -; JX496212; -;
KR611887; -; -; KR611905; -;
KR611886; -; -; KR611904; -;
JX496027; -; -; JX496140; -;
KF777143; -; -, KF777199; -;
JX496047; -; -; JX496160; -;
KJ939279; -; -; KJ939282; -;
JX496116; -; -; JX496229; -;
JX496017; -; -; JX496130; -;
KJ747048; -; -; KJ813279; -;
KP744460; -; -; KP744505; -;
KJ747047; -; -; KJ813278; -;
KJ747049; -; -; KJ813280; -;
KX274241; -; -; KX274248; -;
KX274240; -; -; KX274247; -;
KC584238; -; -; KC584345; -;
JX496119;-; -; JX496232; -;
JX496016;-; -; JX496129; -;
JX496020;-; -; JX496133; -;
JX496027;-; -; JX496140; -;
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N° do isolado

Espécie

Numero de acesso (NCBI):
ITS; BT2; TEF-1a; LSU; RPB2

MFLUCC 15-0253
CBS 110022
CBS 674.75*
CBS 141483
CBS 141478*
CBS 141485*
CBS 141477*
CBS 141475

MFLUCC15-0087*

MFLUCC 10-0703*

MFLUCC 10-0711*
BRIP 12525*
BRIP 12522*
BRIP 13524*

CBS187.50
UTHSC 09-464*
CBS 730-96*
CBS197.29*
CBS 144.63*
BRIP 15882*
CBS 190.48*
UTHSC 08-3458
BRIP 13165*
CBS624.68*
CBS349.90*
CBS 222.96*
BRIP 12375*
BRIP 14834*
CBS 137271*

UTHSC:DI16-225
CBS 142458*
CBS 142459*
CBS 343.85*
CBS 143034*
CBS 124454*
CBS 101635*
CBS 102876*
CBS142460*
CBS 136769*
CBS 119739*
CBS 139506*
CBS 142461*
CBS 445.81*
CBS 235.93*

CHCJHBJBLM*
CBS 101466*
CBS 130291*
CBS 124764*

Nigrograna cangshanensis
Nigrograna mackinnonii
Nigrograna mackinnonii

Nigrograna mycophila
Nigrograna mycophila
Nigrograna norvegica
Nigrograna obliqua
Nigrograna obliqua
Angustimassarina lonicerae
Curvularia alcornii
Curvularia asianensis
Curvularia australis
Curvularia bothriochloae
Curvularia crustacea
Curvularia geniculata
Curvularia hominis
Curvularia lunata
Curvularia miyakei
Curvularia muehlenbeckiae
Curvularia ovariicola
Curvularia pisi
Curvularia pseudorobusta
Curvularia ravenelii
Curvularia robusta
Curvularia ryleyi
Curvularia soli
Curvularia tripogonis
Curvularia tropicalis
Bipolaris maydis
Pyrenochaetopsis americana
Pyrenochaetopsis botulispora
Pyrenochaetopsis confluens
Pyrenochaetopsis decipiens

Pyrenochaetopsis globosa

Pyrenochaetopsis indica
Pyrenochaetopsis leptospora
Pyrenochaetopsis microspora

Pyrenochaetopsis paucisetosa
Pyrenochaetopsis poae

Pyrenochaetopsis setosissima

Pyrenochaetopsis tabarestanensis

Pyrenochaetopsis uberiformis
Xenopyrenochaetopsis pratorum
Cyphellophora ambigua
Cyphellophora artocarpi
Cyphellophora europaea
Cyphellophora fusarioides
Cyphellophora guyanensis

NR 155486; -; -; -; -;
KF015653; -; -; -; -;

KY496759; -; -; -; -;

KJ909781; -; -; -; -;

LT592912;L.T592981; -; -; -;
LT592946;LT593015; -; -; -
LT592950;LT593019; -; -; -
LT623223;LT623240; -; -; -;
LT592934;LT593003; -; -; -
LT623224;LT623241; -; -; -;

LT623226;L.T623244; -; -; -;
LT592897;LT592966; -; -; -;
KJB869117;KJ869243; -; -; -;
LT623227;LT623245; -; -; -;
KM882900;KX789523; -; -; -;
LT592935;L T593004; -; -; -;
JF740263;KT389846; -; -; -;
JQ766431;JQ766340; -; -; -;
KP010367;KP122925; -; -; -;
JQ766443,JQ766365; -; -; -;
JQ766439;JQ766363; -; -; -;
JQ766432;JQ766337; -; -; -;
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N° do isolado

Espécie

Numero de acesso (NCBI):
ITS; BT2; TEF-1a; LSU; RPB2

CBS 125756
CBS 190.61*
CMRP1317
GLZJXJ-41

GLMMZZ-4

CBS 122.74*
CBS 123.74
CBS 698.73*
CBS 284.85*

HLHNZWYZZ08*

CBS 286.85*
CBS 109633
CBS 113.85*
CBS 120903
CBS 243.85*
CBS 449.91*
CBS 228.86*
CBS 834.96"

UAMH 10875*
CBS 281.35
CBS 140307
CBS 131958*
CBS 131971
CBS 130286*
CBS 130287
CBS 132767*
CBS 131954
CBS 140326*

R70D1
CBS 286.47*
BMU 02323*
BMU 01245
CBS 273.37*

CBS 111589*
CBS 140323

CBS 101466™
NRRL 4838*

NRRL 233*

CBS 474.65™
CBS 513.65™
NRRL 58592*

NRRL 227*
NRRL 239*
CBS 138191*
HKU49*

NRRL 58600*
NRRL 5215*
CBS 602.74*

Cyphellophora guyanensis
Cyphellophora laciniata
Cyphellophora ludoviensis
Cyphellophora musae
Cyphellophora musae
Cyphellophora olivacea
Cyphellophora olivacea
Cyphellophora oxyspora
Cyphellophora pauciseptata
Cyphellophora phyllostachydis
Cyphellophora pluriseptata
Cyphellophora pluriseptata
Cyphellophora reptans
Cyphellophora reptans
Cyphellophora sessilis
Cyphellophora suttonii
Cyphellophora vermispora
Cladophialophora immunda
Phialophora americana
Phialophora americana
Phialophora americana
Phialophora attae
Phialophora attae
Phialophora avicenniae
Phialophora avicenniae
Phialophora capiguarae
Phialophora capiguarae
Phialophora chinensis
Phialophora chinensis
Phialophora ellipsoidea
Phialophora expanda
Phialophora expanda
Phialophora macrospora
Phialophora tarda
Phialophora verrucosa
Cyphellophora europaea
Aspergillus amoenus
Aspergillus austroafricanus
Aspergillus clavatonanicus
Asperqgillus clavatus
Aspergillus creber
Aspergillus cvjetkovicii
Aspergillus fructus
Aspergillus griseoaurantiacus
Aspergillus hongkongensis
Aspergillus jensenii
Aspergillus longivesica

Aspergillus protuberus

JQ766433;JQ766338; -; -; -;
JQ766423;JQ766329; -; -; -
KX434722;KX583749; -; -; -;
KP010370;KP122927; -; -; -;
KP010369;KP122928; -; -; -;
KC455247;KC455230; -; -; -;
KC455248;KC455231; -; -; -;
JQ766450;JQ766375; -; -; -;
JQ766466;JQ766358; -; -; -;
KP010371;KP122929; -; -; -;
JQ766429;JQ766335; -; -; -;
JQ766430;JQ766336; -; -; -;
JQ766445;JQ766370; -; -; -;
JQ766448;JQ766373; -; -; -;
EU514700;KC455234; -; -; -;
JQ766459;JQ766342; -; -; -;
KC455244;KC455227; -; -; -;

KF928463; -; -; -; -;

AF050281; -; -; -; -;

EF652480; -; -; -; JN853824;
JQ301891; -; -; -; JN853814;
EF669986; -; -; -; EF669773;
EF669942; -; -; -; EF669730;
JQ301889; -; -; -; JN853832;
EF652440; -; -; -; EF652176;
EF652449; -; -; -; EF652185;
KJ775553; -; -; -; KU866988;
AB987907; -; -; -; LC000578;
JQ301892; -; -; -; JN853835;

EF652460; -; -; -; EF652196;
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N° do isolado

Espécie

Numero de acesso (NCBI):

ITS; BT2; TEF-1a; LSU; RPB2

NRRL 35641*
NRRL 58999*
CBS 593.65*
CBS 122718*
NRRL 13150*
NRRL 13147*
CBS 583.65*
CBS 113149
NRRL 31002
CBS 253.55
CBS 299.48
CBS 111720
NRRL 1003
NRRL 13627
CBS 115503*
NRRL 5562
ATCC 7861*
CBS 340.48*
CBS 109550
CBS 115506
ATCC 44219
CBS 219.30*
NRRL 721
NRRL 2674
NRRL 5816*
FRR 963*
NRRL 2031
NRRL 238"
CBS 132696*
KACC 46617*
ACCC 39155*
CBS 310.38*
CBS 272.86*
CBS 317.63*
CBS 388.87*
AS 3.15415*
CBS 631.66*
CBS 286.36*
AS3.15414*
CBS 475.88*
CBS 375.48*
CBS 408.93*
CBS 788.83"
DSM 27310*
CBS 9840*
CBS 5256*
CBS 9842+
CBS 2030*

Aspergillus puulaauensis
Aspergillus subversicolor
Asperqillus sydowii
Asperqgillus tabacinus
Aspergillus tennesseensis
Aspergillus venenatus
Asperqgillus versicolor
Penicillium araracuarense
Penicillium boreae
Penicillium brasilianum
Penicillium camemberti
Penicillium canariense
Penicillium clavigerum
Penicillium coprophilum
Penicillium crustosum
Penicillium donkii
Penicillium expansum
Penicillium janthinellum
Penicillium marinum
Penicillium melanoconidium
Penicillium nordicum
Penicillium oxalicum
Penicillium pullum
Penicillium raperi
Penicillium stolkiae
Penicillium viridicatum
Penicillium vulpinum
Asperqgillus versicolor
Talaromyces amestolkiae
Talaromyces cnidii
Talaromyces cucurbitiradicus
Talaromyces flavus
Talaromyces funiculosus
Talaromyces macrosporus
Talaromyces marneffei
Talaromyces neofusisporus
Talaromyces pinophilus
Talaromyces purpureogenus
Talaromyces qii
Talaromyces siamensis
Talaromyces stipitatus
Talaromyces stollii
Trichocoma paradoxa
Meyerozyma amylolytica
Meyerozyma athensensis f.a.
Meyerozyma carpophila f.a.
Meyerozyma elateridarum f.a.

Meyerozyma guilliermondii

JQ301893; -; -; -; JN853823;
JQ301894; -; -; -; JN853799;
EF652450; -; -; -; EF652186;
EF652478; -; -; -; EF652214;
JQ301895; -; -; -; JN853806;
JQ301896; -; -; -; JN853803;
EF652442; -; -; -; EF652178;
GU981597; -; -; -; -;
AF481122; -; -; -; -

KY673531; -; -; -; -
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N° do isolado

Espécie

Numero de acesso (NCBI):
ITS; BT2; TEF-1a; LSU; RPB2

CBS 11061*
CBS 9839*
CBS 7921*
CBS 767
CBS 120868*
R-4810*
NBRC 32199*
CBS 139768*
CBS 205.38*
CBS 136963*
CBS 136964
CBS 139767*
CBS 267.33*
CBS 267.33*
NBRC 30584*
CBS 120875*
CBS 121445
MFLUCC15-1012%
CMW 9978
CMW26913
ATCC 38755
CMW18793*
CMW18790
CRY1516
CMW?7035*
CMW 14545
CMW37319
CMW37314*
CMW 38367
CMW 11298
CMW 18119*
CMW 28275"
CMW 28274"
CMW10181
CBS 468.6
CFCC 89622
CFCC 89615
CFCC 89927
CBS 116811*
CFCC 89600
MFLUCC 16-0574
MFLUCC 16-0641*
MFLUCC 16-0580
LSEQ
CMW 5882
MFLUCC 16-0628
CFCC 50031
MFLUCC 15-0851

Meyerozyma neustonensis f.a.
Meyerozyma smithsonii f.a.
Meyrozyma carpophila
Debaryomyces hansenii
Coniochaeta africana
Coniochaeta canina
Coniochaeta cymbiformispora
Coniochaeta euphorbiae
Coniochaeta fasciculata
Coniochaeta fodinicola
Coniochaeta fodinicola
Coniochaeta iranica
Coniochaeta lignicola
Coniochaeta lignicola
Coniochaeta nepalica
Coniochaeta prunicola
Coniochaeta prunicola
Chaetosphaeria garethjonesii
Celoporthe dispersa
Celoporthe eucalypti
Cryphonectria parasitica
Cryptometrion aestuescens
Cryptometrion aestuescens
Endothiella gyrosa
Holocryphia eucalypti
Holocryphia eucalypti
Immersiporthe knoxdaviesiana
Immersiporthe knoxdaviesiana
Microthia havanensis
Microthia havanensis
Ursicollum fallax
Latruncellus aurorae
Latruncellus aurorae
Cytospora abyssinica
Cytospora acaciae
Cytospora ambiens
Cytospora atrocirrhata
Cytospora berberidis
Cytospora brevispora
Cytospora chrysosperma
Cytospora donetzica
Cytospora donetzica
Cytospora erumpens
Cytospora eucalypti
Cytospora eucalyptina
Cytospora longiostiolata
Cytospora mali

Cytospora melnikii

EF621563; -; -; -; -;
NR-111339; -; -; -; -

KP941076; -; -; -; -;

s T T

LC146727; -; - -; -;

KY212751; - - -; -

GQ369459; -; -; -; -

DQ243804; -; -; -; -
KR045616; -; -; -; KU710944;
KR045618; -; -; -; KU710946;
KR045620; -; -; -; KU710948;

KR045623; -; -; -; KU710951;
KY417731; -; - - -
- == - KY417798
KY417733; -; -; -; KY417801;

KY417734; -; -; -; KY417802;
KR045636; -; -; -; KU710965;
KY417735; -; -; -; KY417803;
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N° do isolado

Espécie

Numero de acesso (NCBI):
ITS; BT2; TEF-1a; LSU; RPB2

CMW10180*
MFLUCC 15-0860
CXY1280*
MFLUCC 15-0857*
T28.1*
MFLUCC 15-0506*
CFCC 50034*
MUCC302
MFLUCC 15-0854*
CFCC 89624
MFLUCC 15-0509*
MFLUCC 15-0866
MFLUCC 15-0862
CFCC 50045
MFLUCC 16-0631
MFLUCC 16-0584*
MFLUCC141057*
CBS 142549*
CBS 364.78*
CML 2510
CML 1942
CML 1918
CML 1213
CML 1940
CBS 187.94*
CBS 361.77
CML 1210
CML 2312
CBS 582.89
CML 1944
CBS 154.27*
CML 2310
CBS 192.94
CBS 710.86*
CBS 504.67"
ARSEF 7486*
ARSEF 324
ARSEF 7487
ARSEF 7450
ARSEF 4152
ARSEF 2107
ARSEF 2596
ARSEF 4303
ARSEF 4321
TNS F18553
MY 07344
MY07343
ARSEF 7412

Cytospora nitschkii
Cytospora nivea
Cytospora palm

Cytospora parakantschavelii
Cytospora parapersoonii
Cytospora paratranslucens
Cytospora pruinopsis
Cytospora rhizophorae
Cytospora rusanovii
Cytospora sacculus
Cytospora salicacearum
Cytospora salicicola
Cytospora salicina
Cytospora sibiracae
Cytospora sorbi
Cytospora sorbicola
Cytospora tanaitica
Diaporthe limonicola
Clonostachys byssicola
Clonostachys byssicola
Clonostachys byssicola
Clonostachys chloroleuca
Clonostachys chloroleuca
Clonostachys pseudochroleuca
Clonostachys pseudochroleuca
Clonostachys rhizophaga
Clonostachys rhizophaga
Clonostachys rhizophaga
Clonostachys rogersoniana
Clonostachys rogersoniana
Clonostachys rosea f. catenulata
Clonostachys rosea f. rosea
Clonostrachys pseudochroleuca
Clonostrachys rosea f. rosea
Clonostachys candelabrum
Metarhizium acridum
Metarhizium acridum
Metarhizium anisopliae
Metarhizium anisopliae
Metarhizium brunneum
Metarhizium brunneum
Metarhizium globosum
Metarhizium guizhouense
Metarhizium guizhouense
Metarhizium indigoticum
Metarhizium kalasinense
Metarhizium kalasinense

Metarhizium lepidiotae

AY347356; -; -; -; -;
KY417737; -; -, -; KY417805;

KY417738; -; -; -; KY417806;

KY417741; -; -; -; KY417809;
KP281259; -; -; -; KU710970;
EU301057; -; -; -; -
KY417744; -; - -; KY417812;
KR045645; -; -; -; KU710976;
KY417746; -; -; -; KY417814;
KY417749; -; -; -; KY417817;
KY417750; -; -, -; KY417818;
KR045651; -; -; -; KU710982;
KY417752; -; -, -; KY417820;
KY417755; -; -; -; KY417823;

MH797629; -; -; -; MH797629;
MH861151; -; -; -; -



N° do isolado

Espécie

Numero de acesso (NCBI):
ITS; BT2; TEF-1a; LSU; RPB2

ARSEF 7488
ARSEF 1914
ARSEF 1015
ARSEF 3210
ARSEF 4342
ARSEF 727
ARSEF 2082*
CBS 107.73*
CBS 152.83*
CBS 153.83*
TBRC 7274*
CBS 111113*
CBS 244.31
CBS 107.10
CBS 134.22
TBRC 7275
TBRC 7276*
CBS 114.22
BCC 12688
BCC 28612
CBS 284.36™
IHEM 22910
CBS 641.74
CBS 206.74
CBS 658.80

UAMH9836-Sc 03

CBS 368.72-Sc 03
UAMH11234-Sc 02
IHEM 4198-Sc 02

CBS 836.71-Sc 01

HKU48-Sc 01
CBS 363.86"
BPI:GJS 08137
PPRI20669
CBS 433.97*
NBRC 101776*
HMAS 248856*
MITS2507
GJS 04-70
GJS 06-111
PPRI20683*
CBS 110080*
MYA-4777*
CBS 383.78*
HMAS 252546*
CBS 109339*
CBS 121551
CBS 147.71

Metarhizium lepidiotae
Metarhizium majus
Metarhizium majus

Metarhizium pingshaense
Metarhizium pingshaense
Metarhizium robertsii
Metarhizium album
Cordyceps amoene-rosea
Cordyceps cateniannulata
Cordyceps cateniobliqua
Cordyceps chiangdaoensis
Cordyceps farinosa
Cordyceps fumosorosea
Cordyceps fumosorosea
Cordyceps javanica
Cordyceps morakotii
Cordyceps morakotii
Cordyceps sphingum
Cordyceps takaomontana
Cordyceps takaomontana
Purpureocillium lilacinum
Engyodontium parvisporum
Engyodontium rectidentatum
Engyodontium rectidentatum
Lecanicillium tenuipes
Parengyodontium album
Parengyodontium album
Parengyodontium album
Parengyodontium album
Parengyodontium album
Parengyodontium album
Lecanicillium dimorphum
Trichoderma afroharzianum
Trichoderma asperellum
Trichoderma asperellum
Trichoderma atroviride
Trichoderma ganodermatis

Trichoderma harzianum

Trichoderma harzianum

Trichoderma harzianum

Trichoderma koningiopsis
Trichoderma lixii

Trichoderma parareesei

Trichoderma reesei
Trichoderma tropicosinense
Trichoderma virens
Protocrea farinosa

Stilbella aciculosa

HQ331456; -; -; -; -;
HQ331445; -; -; -; -;

FJ442631; -; -; -; -

NR_134441; - -; - -
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N° do isolado

Espécie

Numero de acesso (NCBI):
ITS; BT2; TEF-1a; LSU; RPB2

CBS 154.22
CBS 694.96
CBS 828.70
CBS 117.84
CBS 511.67
CBS 284.36™
CBS 682.71*
CBS 407.66*
CBS 384.96*
CBS 114785*
CBS 768.69*
CBS 381.70*
CBS 124.70*
CBS 124.42*
CBS 491.71%
CBS 136480
CBS 118518
ATS27
CBS 134430
CBS 245.59
CBS 119855
MRC6648
CBS 409.97
CBS 135141
CBS 131377
CBS 138981
NRRL 22946
CBS 138962
ATS93
CBS 136481
CBS 113963
CBS 114579
CBS 108942"
CBS 475.67"
CBS 869.73*
CBS 393.89
LA100
MS308*
CBS 718.70*
MX486
MX575*
WA18945
CBS 723.70*
CBS 824.70*
NBRC 106331
JFL14081002
MX338

Stilbella aciculosa
Stilbella bucidae
Stilbella byssiseda
Stilbella fimetaria
Stilbella fimetaria
Purpureocillium lilacinum
Acremonium acutatum
Acremonium alternatum
Acremonium citrinum
Acremonium egyptiacum
Acremonium hennebertii
Acremonium parvum
Acremonium pilosum
Acremonium sclerotigenum
Emericellopsis maritima
Fusarium acutatum
Fusarium ananatum
Fusarium andiyazi
Fusarium andiyazi
Fusarium anthophilum
Fusarium fujikuroi
Fusarium globosum
Fusarium guttiforme
Fusarium napiforme
Fusarium nygamai
Fusarium proliferatum
Fusarium pseudocircinatum
Fusarium sacchari
Fusarium sacchari
Fusarium subglutinans
Fusarium thapsinum
Fusarium verticillioides
Fusarium cf. solani
Fusarium falciforme
Tolypocladium album
Tolypocladium album
Tolypocladium amazonense
Tolypocladium amazonense
Tolypocladium cylindrosporum
Tolypocladium endophyticum
Tolypocladium endophyticum
Tolypocladium fumosum
Tolypocladium geodes
Tolypocladium inegoensis
Tolypocladium inflatum
Tolypocladium ophioglossoides
Tolypocladium paradoxum

Tolypocladium tropicale

MH854730; -; -; -; -;
MH862604; -; -; -; -;

AY632670; -; -; -; -;

KT716199. ; -; -; -; -

NR 155018; -; -; -; -
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N° do isolado

Espécie

Numero de acesso (NCBI):
ITS; BT2; TEF-1a; LSU; RPB2

1Q214*
EFCC 8572*
CBS 128677*
CBS 128678
FMR 8652
FMR 8747
CBS 284.36*
CBS 182.27™
CBS 117712*
CBS 126186*
CBS 127838
CBS 390.39
CBS 328.52*
CBS 188.46
CBS 244.78
CBS 449.71*
CBS 127346
CBS 127345
CBS 121149
CBS 127691
ICMP 17629
CBS 117116
CBS 129343
CBS 398.76
JF 13180
CBS 100.54
CPC 26548
ILLS 76895*
CBS 116000
AFTOL-ID 927"
CBS 124917*
CBS 320.72*
JCM 8083
UCR2325
CBS 123610*
UCR2980*
UCR2308
CMW30626*
CBS 870.95*
CBS 116194*
30628*
CBS 102632*
CMW503*
UCR2159
UCR2160
CBS 127.84*
CBS 118736*
CBS 119.43*

Tolypocladium tropicale
Ophiocordyceps gracilis
Purpureocillium lavendulum
Purpureocillium lavendulum
Purpureocillium lilacinum
Purpureocillium lilacinum
Purpureocillium lilacinum
Paecilomyces marquandii
Albifimbria lateralis
Albifimbria terrestris
Albifimbria terrestris
Albifimbria verrucaria
Albifimbria verrucaria
Albifimbria verrucaria
Albifimbria viridis
Albifimbria viridis
Albifimbria viridis
Dimorphiseta terrestris
Barbatosphaeria barbirostris
Barbatosphaeria dryina
Ceratostomella cuspidata
Ceratostomella pyrenaica
Ceratostomella pyrenaica
Myrmecridium flexuosum
Myrmecridium montsegurinum
Myrmecridium schulzeri
Myrmecridium spartii
Xylomelasma shoalensis
Xylomelasma sordida
Diatrype disciformis
Graphium adansoniae
Graphium basitruncatum
Graphium basitruncatum
Graphium carbonarium
Graphium carbonarium
Graphium euwallaceae
Graphium euwallaceae
Graphium fabiforme
Graphium fimbriisporum
Graphium laricis
Graphium madagascariense
Graphium penicillioides
Graphium pseudormiticum
Graphium sp. 1
Graphium sp. 1
Parascedosporium putredinis
Scopulariopsis africana

Scopulariopsis albida

KF747254; -; -; -; -;

FR734091; -; -; -; -;
FR734101; - = -; -;
AY624193; -; - -; -;

KU845881; -; KU845938; -; -;

KU845883; -; KU845940; -; -;

KU845884; -; KU845941; -; -;

KU845894; -; KU845951; -; -;

KU845893; -; KU845950; -; -;

KUB45888; -; KU845945; -; -;

KU845897; -; KU845954; -; -;

KUB45898; -; KU845955; -; -;

KU845899; -; KU845956; -; -;

KU846314; -; KU846401; -; -;
-; - - EF577059; -;

- -5 - KM492864; -;
- - -; FJ617558; -;
- -; -, DQ076323; -;
- - - KY931835; -;
- -; - EU041825; -;
- -5 - KT991664; -;
- - - EU041826; -;
- -5 - KX306788; -;
- -1 - KX290919; -;
- - - AY761087; -;
- - -, DQ470964; -;

FJ434979; - - - -
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N° do isolado

Espécie

Numero de acesso (NCBI):
ITS; BT2; TEF-1a; LSU; RPB2

CBS 399.34*
CBS 289.38*
CBS 127812*
MUCL 40743*
CBS 480.62
CBS 138129*
CBS 207.61*
CBS 506.66*
CBS 250.64*
UAMH 9169*
CBS 435.86"
CBS 117407*
FMR 6918
CBS 116910*
WM 06.466
CBS 101.22*
CBS 322.51
CBS 499.90
CBS 117406*
CBS 489.72*
CBS 116911
CBS 116595
G79
EM65901.2
EM65901 C
CBS 118736"
AFTOL-ID 736
AFTOL-ID 766

MFLUCC14-0832B
MFLUCC14-0832A

CBS 133932
MFLU 16-1973

MFLUCC 14-0833

MFLU 16-1971
CBS 124655*
CBS 145.38*
MUCL 39526
CBS 160.62*
CBS 128484*
CBS 124555
CBS 574.71*
CBS 483.73
CBS 149.60*
CBS 151.59*
CBS 142.38
CBS 139.38*
CBS 293.83*
CBS 128446*

Scopulariopsis alboflavescens
Scopulariopsis asperula
Scopulariopsis brevicaulis
Scopulariopsis candida
Scopulariopsis caseicola
Scopulariopsis cordiae
Scopulariopsis flava
Scopulariopsis macurae
Scopulariopsis sexualis

Scopulariopsis soppii

Pseudoscopulariopsis schumacheri

Scedosporium apiospermum
Scedosporium apiospermum
Scedosporium aurantiacum
Scedosporium aurantiacum
Scedosporium boydii
Scedosporium boydii
Scedosporium dehoogii
Scedosporium dehoogii
Scedosporium desertorum
Scedosporium minutisporum
Scedosporium minutisporum
Scedosporium rarisporum
Scedosporium sanyaense
Scedosporium sanyaense
Scopulariopsis africana
Lanspora coronata
Phomatospora bellaminuta
Phomatospora biseriata
Phomatospora biseriata
Phomatospora striatigera
Phomatospora viticola
Tenuimurus clematidis
Tenuimurus clematidis
Amplistroma caroliniana
Chaetomium afropilosum
Chaetomium globosum
Chaetomium globosum
Chaetomium novozelandicum
Chaetomium novozelandicum
Chaetomium pseudoglobosum
Chaetomium subglobosum
Chaetomium subglobosum
Chaetomium telluricola
Chaetomium tenue
Chaetomium tenue
Chaetomium umbonatum

Chaetomium unguicola

KX923956; -; -; -; -;

LN850805; -; -; -; -;
KX924024; -; -; -; -;

KT008561; -; -; -; -;

KT008557; -; -; -; -;

u46889; -; -; U46889; -;
FJ176857; -; -; FJ176857; -;
KX549454; -; -; KX549449; -;
KX549453; -; -; KX549448; -;
KM213617; -; -; KM213618; -;
KX549457; -; -; KX549452; -;
KX549455; -; -; KX549450; -;
KX549456; -; -; KX549451; -;
FJ532377; -; -; FJ532377; -;
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N° do isolado

Espécie

Numero de acesso (NCBI):
ITS; BT2; TEF-1a; LSU; RPB2

CBS 333.67™

CBS 124788

CBS 114316
LC8181
LC5007*

IMI 285638b
LC4577*
CBS 113333*
CBS 102053*
CPC 21546*
LC5630
MFLUCC 15-0202*
LC3486
CBS 478.86*
CBS 480.73"
EL58C
BAFC:393
HUEFS 136877
HUEFS 131248
MFLUCC 17-2144
HUEFS 192196*
EL53M
MFLUCC 17-0371*
MFLUCC 16-0072*
MFLUCC 17-2142
MFLUCC 11-0478
MFLUCC 11-0615
MFLUCC 17-2143
MFLUCC 14-1228
ATCC 76081
MFLUCC 13-0599
MUCL 54600
STMA 14066
MUCL 51708*
STMA 14142%
Mme68*
UTHSC 06-1820*
UTHSC 06-1465
UTHSC 04-956
UTHSC 06-4324
CBS 490.82*

ACCC 38979
ACCC 38978
HKU39*
UTHSC 05-2527
UTHSC 07-3736
UTHSC 04-7*
UTHSC 09-3589

Achaetomium strumarium
Arthrinium arundinis
Arthrinium arundinis

Arthrinium camelliae-sinensis
Arthrinium camelliae-sinensis
Arthrinium euphorbiae
Arthrinium jiangxiense
Arthrinium kogelbergense
Arthrinium malaysianum
Arthrinium pseudosinense
Arthrinium thailandicum
Arthrinium thailandicum
Arthrinium xenocordella
Arthrinium xenocordella
Nigrospora gorlenkoana
Peroneutypa alsophila
Peroneutypa comosa
Peroneutypa curvispora
Peroneutypa curvispora
Peroneutypa diminutiasca
Peroneutypa diminutispora
Peroneutypa kochiana
Peroneutypa longiasca
Peroneutypa mackenziei
Peroneutypa rubiformis
Peroneutypa scoparia
Peroneutypa scoparia
Peroneutypa scoparia
Annulohypoxulon urceolatum
Annulohypoxylon atroroseum
Annulohypoxylon stygium
Annulohypoxylon stygium
Annulohypoxylon substygium
Annulohypoxylon substygium
Hypoxylon lilloi
Eutypella cerviculata

Phialemoniopsis cornearis

Phialemoniopsis cornearis

Phialemoniopsis curvata

Phialemoniopsis curvata

Phialemoniopsis curvata

Phialemoniopsis endophytica
Phialemoniopsis endophytica
Phialemoniopsis hongkongensis
Phialemoniopsis ocularis
Phialemoniopsis ocularis
Phialemoniopsis pluriloculosa

Phialemoniopsis pluriloculosa

AY681204; -; -; -; -;
KF144885; -; -; -; -;

AB220241; -; -; -; -

KF144892; -; -; -; -;
KF144896; -; -; -; -;

KM396641; -; -; -; -;

AJ302462; -; -; -; -

KU940151; -; -; - -

KU604574; -; -; -; -;

HE599281; -; -; -; -;



94

N° do isolado

Espécie

Numero de acesso (NCBI):

ITS; BT2; TEF-1a; LSU; RPB2

CBS 259.39™
MFLUCC12-0281*
CBS 114159*
CBS 600.96*
MFLUCC12-0283*
CGMCC3.9123*
CBS 362.72*
CBS 114495
CBS 137768*
CBS 257.31*
CBS 336.86*
CBS 138.41*
HGUP4019*
CBS 114178*
CBS 101057*
MFLUCC12-0282*
IMI 192475*
CBS 450.74*
CBS 111495*
CBS 265.37"
TMIC 34930
FCUG 568
TMI TMIC33929
HHB-9905
AFTOL-ID 484
FCUG 2397
PH11749
KUC20130808-15"
FP105050sp
CR22
RLG7630sp
RLG4286sp
OMC-1405*
FP150666*
WD2138
WD2372
LE301310
CUulTENN10167
DAOM:229479*
SFC 20130704-20
IFP:Yu2
MSUT 6734*
9591s
WD691
TUMH 50004*
CBS 329.66
CBS 261.37

Phialemonium inflatum
Neoestalotiopsis clavispora
Neopestalotiopsis australis

Neopestalotiopsis cubana
Neopestalotiopsis ellipsospora
Neopestalotiopsis foedans
Neopestalotiopsis formicarum
Neopestalotiopsis honoluluana
Neopestalotiopsis iranensia
Neopestalotiopsis javaensis
Neopestalotiopsis mesopotamicus
Neopestalotiopsis natalensis
Neopestalotiopsis offeae-arabicae
Neopestalotiopsis protearum
Neopestalotiopsis rosa
Neopestalotiopsis saprophyta
Neopestalotiopsis steyaertii
Neopestalotiopsis surinamensis
Neopestalotiopsis zimbabwana
Pestalotiopsis parva
Phlebia acerina
Phlebia acerina
Phlebia brevispora
Phlebia floridensis
Phlebia radiata
Phlebia rufa
Phlebia rufa
Phlebia setulosa
Phanerochaete sordida
Coriolopsis cf. byrsina
Coriolopsis cf. caperata
Coriolopsis galica
Coriolopsis trogii
Fomitella supina
Dendrodontia bicolor
Polyporus arcularius
Polyporus brumalis
Polyporus chozeniae
Polyporus ciliatus
Polyporus longiporus
Polyporus orientivarius
Polyporus subvarius
Polyporus thailandensis
Polyporus tricholoma
Polyporus varius
Neofavolus alveolares
Peniophora albobadia

Peniophora cinérea

HE610364; -; -; - -;
-; - JX399045; -; -;
-; - KM199537; -; -;
- - KM199521; -; -;
-; - JX399047; -; -;
- -, JX399053; -; -;
- - KM199517; -; -;
- -; KM199548; -; -;
-; -, KM074051; -; -;
-; -y KM199543; -; -;
-; -, KM199555; -; -;
-; -y KM199552; -; -;
-; -; KF412646; -; -;
- - KM199542; -; -;
-; -, KM199523; -; -;
-; - JX399048; -; -;
-; -, KF582792; -; -;
- - KM199518; -; -;
-; -, KM199545; -; -;
-, - KM199508; -; -;

AF141615; -; -; -; -;

JN165001; -; -; -; -;

KY948711; -; - -; -
KY948710; -; -; -; -;
AB478874; -; -; -; AB368138;
ABA478877; -; -; -; AB368141;

LC052221; -; -; -; KX851757;
AB478884; -; -; -; AB368157;
AB587635; -; -; -; AB368167;
AB735967; -; -; -; AB368136;
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N° do isolado

Espécie

Numero de acesso (NCBI):
ITS; BT2; TEF-1a; LSU; RPB2

CBS 663.91*
CBS 357.95*
CBS 349.54
CBS 260.56
CBS 289.58
CBS 676.91
CBS 270.56
CBS 405.50
CBS 397.83
CBS 280.56
CBS 874.84*
CBS 438.62
CBS 358.61
CBS 238.87"

Peniophora crassitunicata
Peniophora gilbertsonii
Peniophora junipericola

Peniophora lycii
Peniophora meridionalis
Peniophora molesta
Peniophora pini
Peniophora proxima
Peniophora reidii
Peniophora rufomarginata
Peniophora simulans
Peniophora tamaricicola
Peniophora versicolor

Scytinostroma microspermum

MH862292; -; -; -; -;
MH862528; -; -; -; -;

Fonte: National Center for Biotechnology Information https://www.ncbi.nim.nih.gov/nucleotide/

A autora (2019)

NOTA: *Indica espécies referéncia; *Indica espécie utilizada como out-group.
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APENDICE 2 — MEIOS DE CULTURA

A — Meio LBM 10x - Estoque

Reagente g/L
Cloreto de Calcio Dihidratado - CaCl,.2H,0 0,1
Extrato de Levedura 0,1
Fosfato de Potassio Monobasico - KH,PO4 1
Sulfato de Cobre Pentahidratado - CuS0O4.5H,0 0,01
Sulfato de Magnésio Heptahidratado - MgSQO4.7H,0 5
Sulfato de Manganés Monohidratado - MNnSO4.H,0 0,01
Sulfato Férrico - Fe,(S0q4)3 0,01
Tartarato de Aménio - C4HI2N2Og 5

Os componentes do meio de cultura estoque foram diluidos em 1L de
agua destilada, seguido de autoclavagem por 15 min. a 120°C. e mantido em
geladeira até o momento do uso. O meio LBM 1x foi preparado a partir do meio
estoque 10x diluido em agua destilada na proporcéo de 1:9 e autoclavado por
15 min. a 120°C. Separadamente, uma solu¢cdo de glicose a 20% foi
esterilizada por 15 min. em vapor fluente. Ao meio LBM 1x autoclavado foi
acrescido 1mL da solugéo de glicose a 20% a cada 100mL.

FONTE: POINTING (1999).

B — Meio de Descoloragao

Reagente Concentragao
Corante 0,1%
Glicose 2%
Peptona 1%
Sulfato de Cobre 1mM

Os componentes do meio foram diluidos em 1L de meio LMB 1x e
autoclavados por 15 min. a 120°C.
FONTE: Adaptado de TARA et al. (2010).
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APENDICE 3 — ARVORE FILOGENETICA ORDEM CAPNODIALES

Capnodiales

Cladosporiaceae

g0 [ Cladosporium halotolerans CMRP 2959 Ml
80| = Cladosporium halotolerans CPC 22372
95| - Cladosporium halotolerans CBS 119416*
Cladosporium parahalotolerans DTO 324-A7

100" Cladosporium parahalotolerans CBS 139585*

I: Cladosporium velox EXF-466

100 = Cladosporium velox CBS 119417*

Cladosporium salinae CBS 102047

100" Cladosporium salinae CBS 119413*
Cercospora beticola CBS 116456

|
0.050

Arvore filogenética da ordem Capnodiales construida com base na andlise de Maxima
Verossimilhanga no MEGA?7. Bootstraps calculados a partir de 1000 replicatas. Familia
Cladosporiaceae, género Cladosporium, utilizando o modelo Kimura-2-pardmetros baseado
nas sequéncias da regido ITS1-5,8S-ITS2 e do fator de elongacdo (TEF-1a) do rDNA.
Outgroup Cercospora beticola. Quadrado Azul indica linhagem peroxidase positiva.



98

APENDICE 4 — ARVORE FILOGENETICA ORDEM PLEOSPORALES 1

Pleosporales

Anteagloniaceae

86 | Anteaglonium abbreviatum GKM1029
Anteaglonium abbreviatum ANM 925.1

Anteaglonium latirostrum GKM1119*
99" Anteaglonium latirostrum GKML100Nb
9_4| Anteaglonium globosum SMH5283

Anteaglonium globosum ANM 925.2*

Anteaglonium rubescens WU 36963
99 ' Anteaglonium rubescens WU 36960*

Anteaglonium brasiliense HUEFS 192250*
Anteaglonium thailandicum MFLU 16-0471*

{nteaglonium parvulum MFLU 16-0473
Anteaglonium parvulum MFLU 16-0470
Flammeascoma sp. CMRP 2928 ‘
Flammeascoma lignicola MFLU 10-0061*
Flammeascoma bambusae MFLU 11-0143*
Amniculicola parva CBS 123092*

0.0100

Didymellaceae

Epicoccum camelliae UTHSC DI16-338
Epicoccum viticis CGMCC 3.18344*
Epicoccum camelliae CGMCC:3.18343*

— Epicoccum ovisporum CBS 180.80*

— Epicoccum viticis BRIP 29294

Epicoccum latusicollum CGMCC 3.18346*

Epicoccum sorghinum CBS 179.80

Epicoccum sorghinum UTHSC D116-301
Epicoccum catenisporum CBS 181.80*

Epicoccum sp. CMRP 2884 n '

Epicoccum pneumoniae UTHSC DI16-257*

B Phoma herbarum CBS 615.75*

—

0.0020
Arvore filogenética da ordem Pleosporales construida com base na andlise de Maxima
Verossimilhanca no MEGAY. Bootstraps calculados a partir de 1000 replicatas. (A) Familia
Anteagloniaceae, género Flammeascoma utilizando o modelo Tamura-Nei baseado nas
sequéncias da regido ITS1-5,8S-ITS2 e subunidade maior do ribossomo 18S (LSU) do rDNA.
Outgroup Amniculicola parva. (B) Familia Didymellaceae, género Epicoccum, utilizando o
modelo Jukes-Cantor baseado nas sequéncias da regiao 1TS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Outgroup
Phomaherbarum. Quadrado vermelho indica linhagem lacase positiva.
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APENDICE 5 — ARVORE FILOGENETICA ORDEM PLEOSPORALES 2

Pleosporales
Didymosphaeriaceae

Pseudocamarosporium lonicerae MFLUCC 13-0532*

99 | Pseudocamarosporium cotinae MFLUCC 14-0624*
Pseudocamarosporium propinquum MFLUCC:13-0544*
Pseudocamarosporium corni MFLUCC:13-0541*

r Paracamarosporium hawaiiense CBS 120025*
Paracamarosporium psoraleae CPC 21632*

Eégaracamarosporium fagi CPC 24890

Paracamarosporium fagi CPC 24892
{—— Paraconiothyrium fungicola CBS 113269*
_@Austropleospora archidendri CBS 168.77*
Austropleospora sp. CMRP 2938 -j
Paraconiothyrium sp. CMRP 2885 g
Paraconiothyrium estuarinum CBS 109850
Paraconiothyrium estuarinum CMRP 2881 ]
99 |1 Paraconiothyrium cyclothyrioides CBS 972.95 3

80| | 91' Paraconiothyrium cyclothyrioides CMRP 2938
Didymosphaeria rubi-ulmifolii MFLUCC 14-0023*
100 [ Paraphaeosphaeria minitans CBS 859.71

Paraphaeosphaeria minitans CBS 111750
90 Paraphaeosphaeria angularis CBS 167.70*

95 — Paraphaeosphaeria michotii MFLUCC 13-0349*
Karstenula rhodostoma CBS 690.94
Karstenula rhodostoma CBS 691.94
[ Tremateia arundicola MFLUCC:16-1275*

A 100 - Tremateia guiyangensis GZAASO1
Pleospora tarda CBS 714.68*

Nigrogranaceae

g1 [~ Nigrograna obliqua CBS 141477*
ga | ~ Nigrograna obliqua CBS 141475
Nigrograna mycophila CBS 141483
98 ba Nigrograna mycophila CBS 141478~

Nigrograna cangshanensis HKAS 83978

99 ' Nigrograna cangshanensis MFLUCC 15-0253

Nigrograna norvegica CBS 141485*
] Nigrograna mackinnonii CBS 674.75*
Tg[[ Nigrograna mackinnonii CBS 110022
93 - Nigrograna mackinnonii CMRP 3414 B
Angustimassarina lonicerae MFLUCC15-0087

—

0.020
Arvore filogenética da ordem Pleosporales construida com base na andlise de Maxima
Verossimilhanga no MEGATY. Bootstraps calculados a partir de 1000 replicatas. (A) Familia
Didymosphaeriaceae, géneros Austropleospora e Paraconiothyrium utilizando o modelo
Kimura-2-parametros baseado nas sequéncias da regidao ITS1-5,8S-ITS2 e subunidade maior
do ribossomo 18S (LSU) do rDNA. Outgroup Pleospora tarda. (B) Familia Nigrogranaceae,
género Nigrograna utilizando o modelo Kimura-2-parametros baseado nas sequéncias da
regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Outgroup Angustimassarina lonicerae. Quadrado vermelho
indica linhagem lacase positiva.
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APENDICE 6 — ARVORE FILOGENETICA ORDEM PLEOSPORALES 3

Pleosporales

Pleosporaceae

89

Curvularia pisi CBS 190.48*
80 | Curvularia sp. CMRP 2958
Curvularia hominis UTHSC 09-464*
M Curvularia muehlenbeckiae CBS 144.63*
|: Curvularia pseudorobusta UTHSC 08-3458
80 Curvularia robusta CBS624.68*

— Curvularia miyakei CBS197.29*

Curvularia ryleyi CBS349.90*
?[i Curvularia ravenelii BRIP 13165
87 Curvularia crustacea BRIP 13524*

— Curvularia alcornii MFLUCC 10-0703*
Curvularia bothriochloae BRIP 12522*
Curvularia tripogonis BRIP 12375*

7

0.0100

Pyrenochaetopsidaceae

99 [ Pyrenochaetopsis leptospora CBS 101635*
Pyrenochaetopsis poae CBS 136769*
yrenochaetopsis setosissima CBS 119739*
Pyrenochaetopsis microspora CBS 102876*
Pyrenochaetopsis americana UTHSC DI16-225
Pyrenochaetopsis globosa CBS 143034
Pyrenochaetopsis uberiformis CMRP 2930 1
100 ' Pyrenochaetopsis uberiformis CBS 142461*
Pyrenochaetopsis paucisetosa CBS142460*
Pyrenochaetopsis botulispora CBS 142458
99 ' Pyrenochaetopsis tabarestanensis CBS 138506*
Pyrenochaetopsis indica CBS 124454*
Pyrenochaetopsis decipiens CBS 343.85*
Pyrenochaetopsis confluens CBS 142459

ral

—
0.020

Xenopyrenochaetopsis pratorum CBS 445.81* C

Curvularia geniculata CBS187.50
495* Curvularia asianensis MFLUCC 10-0711*
Curvularia soli CBS 222.96*

_|7 Curvularia ovariicola BRIP 15882*
7" Curvularia australis BRIP 12525*

[ Curvularia tropicalis BRIP 14834
71 Curvularia lunata CBS 730-96*

Bipolaris maydis CBS 137271

Sporormiaceae

Westerdykella dispersa CBS 297.56*
Westerdykella dispersa CBS 15667
Westerdykella rapa-nuiensis CBS-604.97
Westerdykellasp. CMRP 2029
Westerdykella aurantiaca IMI 086825
98" Westerdykella aurantiaca FNBR-03
Westerdykella purpurea CBS 297.75
Westerdykella purpurea CMRP
Westerdykella purpurea HNG-5B
Westerdykella multispora CBS 383.69
Westerdykella angulata CBS 610.74
Preussia lignicola CBS 363.69

82

75

b
0.020

Arvore filogenética da ordem Pleosporales construida com base na andlise de Maxima
Verossimilhangca no MEGAY. Bootstraps calculados a partir de 1000 replicatas. (A) Familia
Pleosporaceae, género Curvularia utilizando o modelo Kimura-2-pardmetros baseado nas
sequéncias da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Outgroup Bipolaris maydis. (B) Familia
Pyrenochaetopsidaceae, género Pyrenochaetopsis utilizando o modelo Kimura-2-parametros
baseado nas sequéncias da regido 1TS1-5,8S-ITS2 e B-tubulina (B-tub) do rDNA. Outgroup
Xenopyrenochaetopsis pratorum. (C) Familia Sporormiaceae, género Westerdykella utilizando
o modelo Kimura-2-parametros baseado nas sequéncias da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA.
Outgroup Preussia lignicola. Quadrado vermelho indica linhagem lacase positiva.
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APENDICE 7 — ARVORE FILOGENETICA ORDEM CHAETOTHRYRIALES
Chaetothryriales

Cyphellophoraceae

ga[ Cyphellophora guyanensis CBS 124764*
Cyphellophora guyanensis CBS 125756
Cyphellophora guyanensis CMRP2889
Cyphellophora artocarpi CHCJHBJBLM*
Cyphellophora ambigua CBS 235.93*
Cyphellophora pluriseptata CBS 286.85*

100~ Cyphellophora pluriseptata CBS 109633

100 | Cyphellophora olivacea CBS 122.74*
Cyphellophora olivacea CBS 123.74
Cyphellophora musae GLZJXJ-41

100" Cyphellophora musae GLMMZZ-4

100 | Cyphellophora reptans CBS 113.85*
Cyphellophora reptans CBS 120903
Cyphellophora pauciseptata CBS 284.85*
Cyphellophora suttonii CBS 449.91*
Cyphellophora fusarioides CBS 130291*
Cypheliophora laciniata CBS 190.61*
Cyphellophora vermispora CBS 228.86*

{Cypheﬂophora europaea CBS 101466
100

Cyphellophora phyllostachydis HLHNZWYZZ08*

80

f Cypheliophora oxyspora CBS 698.73* Herpotrichiellaceae
72 Cyphellophora sessilis CBS 243.85*
Cyphellophora ludoviensis CMRP1317 % Phialophora chinensis CBS 140326*
A Cladophialophora immunda CBS 834.96 0.050 Phialophora chinensis R7T0D1

Phialophora verrucosa CBS 140323
Phialophora tarda CBS 111589*
Phialophora ellipsoidea CBS 286.47*
g | Phialophora expanda BMU 02323*
Phialophora expanda BMU 01245
Phialophora macrospora CBS 273.37*
Phialophora americana CBS 140307
100 o || Phialophora americana UAMH 10875"
99' Phialophora americana CBS 281.35
Phialophora avicenniae CMRP 3410
W{:{ Phialophora avicenniae CBS 130286*

98" Phialophora avicenniae CBS 130287

100 | Phialophora capiguarae CBS 132767*
Phialophora capiguarae CBS 131954
Phialophora attae CBS 131958*
100 - Phialophora attae CBS 131971
— Cyphellophora europaea CBS 101466* (';E:)

Arvore filogenética da ordem Chaetothryriales construida com base na analise de Maxima
Verossimilhanga no MEGA7Y. Bootstraps calculados a partir de 1000 replicatas. (A) Familia
Cyphellophoraceae, género Cyphellophora, utilizando o modelo Tamura-Nei baseado nas
sequéncias da regidao ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Outgroup Cladophialophora immunda. (B)
Familia Herpotrichiellaceae, género Phialophora, utilizando o modelo Kimura-2-parametros
baseado nas sequéncias da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Outgroup Cyphellophora
europaea. Quadrado azul indica linhagem peroxidase positiva.
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APENDICE 8 — ARVORE FILOGENETICA ORDEM EUROTIALES 1

Eurotiales

Aspergillaceae

r Aspergillus amoenus NRRL 4838*
I Aspergillus sp. CMRP 2957

Aspergillus fructus NRRL 239* F3
-&TAspergiHus versicolor CBS 583.65* :ledgj ;ntes
85 { EAs,ot—;'r_q'fl.(us grisecaurantiacus CBS 138191*
Aspergillus tabacinus CBS 122718*

Aspergillus austroafricanus NRRL 233*
{Eﬁspergiﬂus hongkongensis CMRP 2967
97 = Aspergillus hongkongensis HKU49*
Aspergillus protuberus CBS 602.74*
Aspergillus sydowii CBS 593.65*
Aspergillus puulaauensis NRRL 35641*
Aspergillus creber NRRL 58592*
Aspergillus venenatus NRRL 13147
Aspergillus jensenii NRRL 58600*
Aspergillus cvjetkovicii NRRL 227*

100

73
88 — Aspergillus tennesseensis NRRL 13150*

Aspergillus subversicolor NRRL 58999*

Aspergillus clavatus NRRL*

Secao

Aspergilius longivesica NRRL 5215* Clavatus
IW Aspergillus clavatonanicus NRRL 4741*
’ 72" Aspergillus clavatonanicus CMRP 2909

Aspergillaceae

Penicillium viridicatum FRR 963*

Penicillium melanoconidium CBS 115506 Segdo
Penicillium nordicum ATCC 44219 Fasclgh
Penicillium camemberti CBS 299.48

Penicillium coprophilum NRRL 13627

Penicillium expansum ATCC 7861* e
Penicillium marinum CBS 109550

97 || Penicillium crustosum CMRP 2968 Seclo
Penicillium crustosum CBS 115503* A
Penicillium clavigerum NRRL 1003 Segio
Penicillium vulpinum NRRL 2031 BaniGil
Penicillium oxalicum CBS 219.30%

Penicillium sp. CMRP 2964

Penicillium araracuarense CBS 113149 Segéo

o - Lanata-
Penicillium brasilianum CBS 253.55 Divaricota

80
g8 [ Penicillium janthinellum CBS 340.48*

Penicillium raperi NRRL 2674

Penicillium stolkiae NRRL 5816

Penicillium pullum NRRL 721

Penicillium canariense CBS 111720 g:ﬁfﬂ
Penicillium boreae NRRL 31002

Penicillium donkii NRRL 5562

Aspergillus versicolor NRRL 238*

Arvore filogenética da ordem Eurotiales construida com base na andlise de Maxima
Verossimilhanga no MEGATY. Bootstraps calculados a partir de 1000 replicatas. (A) Familia
Aspergillaceae, género Aspergillus, utilizando o modelo Tamura-3-pardmetros baseado nas
sequéncias da regido 1TS1-5,8S-ITS2 e RNA polimerase Il (RPB2) do rDNA. Outgroup segéo
clavati; (B) Género Penicillium, utilizando o modelo General Time Reversiblebaseado nas
sequéncias da regido 1TS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Outgroup Aspergillus versicolor.

—t
0.020
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APENDICE 9 — ARVORE FILOGENETICA ORDEM EUROTIALES 2

Eurotiales

Trichocomaceae

Talaromyces stollii CBS 408.93*
Talaromyces amestolkiae CBS 132696

Talaromyces neofusisporus AS 3.15415*
alaromyces cnidii KACC 46617*

Talaromyces siamensis CBS 475.88*

Talaromyces flavus CBS 310.38*

Talaromyces pinophilus CBS 631.66*
Talaromyces marneffei CBS 388.87*
Talaromyces qii AS3.15414*

Talaromyces stipitatus CBS 375.48*
Talaromyces purpureogenus CMRP 2966
97 ' Talaromyces purpureogenus CBS 286.36*

— Talaromyces macrosporus CBS 317.63*
Talaromyces cucurbitiradicus ACCC 39155*

C 85' Talaromyces funiculosus CBS 272.86*

Trichocoma paradoxa CBS 788.83

—
0.020

Arvore filogenética da ordem Eurotiales construida com base na andlise de Maxima
Verossimilhanca no MEGA7Y. Bootstraps calculados a partir de 1000 replicatas. (C) Familia
Trichocomaceae, género Talaromyces, utilizando o modelo Tamura-3-pardmetros baseado nas
sequéncias da regido 1TS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Outgroup Trichocoma paradoxa.
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APENDICE 10 - ARVORE FILOGENETICA ORDEM
SACCHAROMYCETALES E CONIOCHAETALES

Saccharomycetales

Debaryomycetaceae

a7 | Meyerozyma guilliermondii CBS 2030*
92| Meyerozyma guilliermondii CMRP 3416
Meyrozyma carpophila CBS 7921*
o1 Meyerozyma carpophila CBS 5256*
—l__ Meyerozyma athensensis CBS 9840*
Meyerozyma smithsonii CBS 9839*

{Meyerozyma amylolytica DSM 27310*

Meyerozyma elateridarum CBS 9842*

Meyerozyma neustonensis CBS 11061*

Debaryomyces hansenii CBS 767*

A oﬁoo
Coniochaetales

Coniochaetaceae

97 [ Coniochaeta nepalica NBRC 30584*
Coniochaeta cymbiformispora NBRC 32199~
Coniochaeta fodinicola CBS 136963*

100" Coniochaeta fodinicola CBS 136964
Coniochaeta lignicola CBS 267.33*

99 ' Coniochaeta lignicola CBS 267.33*

Coniochaeta africana CBS 120868*
Coniochaeta fasciculata CBS 205.38* '

90

99 —Coniochaeta fasciculata CMRP3407
Coniochaeta prunicola CBS 120875*

99" Coniochaeta prunicola CBS 121445

Coniochaeta iranica CBS 139767*

96 - Coniochaeta euphorbiae CBS 139768

Coniochaeta canina R-4810*

Chaetosphaeria garethjonesii MFLUCC 15-1012*

—
B 0.050

Arvore filogenética da ordem Saccharomycetales construida com base na analise de Maxima
Verossimilhanga no MEGAY7. Bootstraps calculados a partir de 1000 replicatas. (A) Familia
Debaryomycetaceae, género Meyerozyma, utilizando o modelo Tamura-3-parametros baseado
nas sequéncias da regido 1TS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Outgroup Debaryomyces hansenii. (B)
Familia Coniochaetaceae, género Coniochaeta, utilizando o modelo Kimura-2-parametros

baseado nas sequéncias da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Outgroup Chaetosphaeria
garethjonesii.



105

APENDICE 11 — ARVORE FILOGENETICA ORDEM DIAPORTHALES

Diaporthales

Cryphonectriaceae

99 | Latruncellus aurorae CMW 28275
Latruncellus aurorae CMW 28274
Aurifilum marmelostoma CBS 124929
91 ' Aurifilum marmelostoma CBS 124930
Celoporthe dispersa CMW 9978*
Cryphonectria parasitica ATCC 38755
Microthia havanensis CMW38367 e |
891 g9 " Microthia havanensis CMW 11298 A
100 | Luteocirrhus shearii CBS 130776* Cryphonectria- ESuy
Luteocirrhus shearii CBS 130775
Holocryphia sp. CMRP 2952
Holocryphia eucalypti CMW7035*
100 ' Holocryphia eucalypti CMW14545
99 - Chrysofolia colombiana CPC 24986
Chrysofolia barringtoniae TBRC 5647
Mastigosporella anisophylleae CPC 22461
100 ' Mastigosporella anisophylleae CBS 136421*
_E Coniella fragariae CBS 172.49
96 Coniella peruensis CBS 110394 0.020

A

Valsaceae

99 [ Cytospora melnikii MFLUCC 15-0851
Cytospora salicacearum MFLUCC 15-0509
100 | Cytospora longiostiolata MFLUCC 16-0628
Cytospora salicina MFLUCC 15-0862
75— Cytospora chrysosperma CFCC 89600
Cytospora parakantschavelii MFLUCC 15-0857
99 — Cytospora salicicola MFLUCC 15-0866
Cytospora sibiraeae CFCC 50045
Cytospora ambiens CFCC 89622
99 - Cytospora mali CFCC 50031
__I:')yfospora sacculus CFCC 89624
82 Cytospora sp. CMRP 2945
— Cytospora pruinopsis CFCC 50034
r— Cytospora berberidis CFCC 89927
Cytospora rusanovii MFLUCC 15-0854
9 - Cytospora nivea MFLUCC 15-0860
99 Cytospora paratransiucens MFLUCC 15-0506
g7 | Cytospora erumpens MFLUCC 16-0580
Cytospora donetzica MFLUCC 16-0574
a6 Cytospora sorbicola MFLUCC 16-0584
Cytospora sorbi MFLUCC 16-0631 -
B L piaporthe limonicola CBS 142549 N

Arvore filogenética da ordem Diaporthales construida com base na andlise de Méaxima
Verossimilhanga no MEGAY. Bootstraps calculados a partir de 1000 replicatas. (A) Familia
Chryphonectriaceae, complexo Chryphonectria-Endothia, utilizando o modelo Tamura-3-
paradmetros baseado nas sequéncias da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Outgroup Coniella
peruensis. (B) Familia Valsaceae, género Cytospora utilizando o modelo Kimura-2-parametros
baseado nas sequéncias da regido ITS1-5,8S-ITS2 e B-tubulina (B-tub) do rDNA. Outgroup
Diaphorte limonicola. Quadrado vermelho indica linhagem lacase positiva.
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APENDICE 12 — ARVORE FILOGENETICA ORDEM HYPOCREALES 1

Hypocreales

Bionectriaceae Clavicipitaceae

r Clonostrachys rosea f. rosea CBS 710.86* Metarhizium anisopliae ARSEF 7487

[ Clonostachys rosea f. rosea CML 2310 Metarhizium anisopliae ARSEF 7450
I— Clonostachys pseudochroleuca CBS 187.94* ~ Metarhizium sp. CMRP 2935
- Clonostachys pseudochroleuca CML 1940 Metarhizium pingshaense ARSEF 3210
‘I Clonostachys chloroleuca CML 1918 ’-I:” Metarhizium robertsii ARSEF 727
Clonostachys chloroleuca CML 1213 g Metarhizium pingshaense ARSEF 4342
+ Clonostachys sp. CMRP2882 = 67~ Metarhizium sp. CMRP 2926 Ml g
Clonostachys pseudochroleuca CBS 192.94 - Metarhizium brunneum ARSEF 4152 ©.
Clonostachys rhizophaga CBS 361.77 2 sc{ Metarhizium b ARSEF 2107 g
1] 94" Metarhizium brunneum °
» {LC"’”"S“C”YS rhizophega CMESES g Metarhizium guizhouense ARSEF 4303 8
Clonostachys ricopits SIS Sl g_ 96 || Metarhizium guizhouense ARSEF 4321 g
Clonostachys rosea f. catenulata CBS 154.27* a <ol Metarhizium indigoticum TNS F18553 'g-
Gonastachys byssicola GhIEEES Metarhizium majus ARSEF 1914 S
77 || Clonostachys byssicola CBS 364.78* o8 | 95 | Metarhizium majus ARSEF 1015
95 ' Clonostachys byssicola CML 2510 n 3
Clonostachys rogersoniana CBS 582.89 96‘| z:::i::zzz ::;::::Z:Z: ::g::;
99 ' Clonostachys rogersoniana CML 1944
Clonostachys candelabrum CBS 504.67 —i Metarniziym lepicicias S8
100 ' Metarhizium lepidiotae ARSEF 7488
A omo Metarhizium globosum ARSEF 2596
;I_TMerarhizium acridum ARSEF 7486*
100 ' Metarhizium acridum ARSEF 324
Cordycipitaceae Metarhizium album ARSEF 2082
Cordyceps sphingum CMRP 2936 W —
Cordyceps sphingum CMRP 2933 | B oo
e Cordyceps sphingum CMRP 2955 @
92| |Cordyceps sphingum CMRP 2947 Cordycipitaceae
Cordyceps sphingum CBS 114.22
99 [ —— Cordyceps cateniannulata CBS 152.83* Parengyodontium album HKU48
— Cordyceps farinosa CBS 111113* Parengyodontium album CMRP 2886
99 | Cordyceps takaomontana BCC 12688 Parengyodontium album CBS 836.71
95 * Cordycspsitakacmontatia BCG28612 Parengyodontium album UAMH 11234
» i e L 9! Parengyodontium album IHEM 4198
100 ' Cordyceps fumosorosea CBS 107.10
Parengyodontium album UAMH 9836
99! Parengyodontium album CBS 368.72

Cordyceps javanica CBS 134.22
;E Cordyceps amoene-rosea CBS 107.73*

99! Cordyceps cateniobliqua CBS 153.83* Lecanicillium tenuipes CBS 658.80

Cordyceps chiangdaoensis TBRC 7274
g9 | | Cordyceps morakotii TBRC 7275

99 ' Cordyceps morakotii TBRC 7276

Engyodontium parvisporum IHEM 22910
Engyodontium rectidentatum CBS 641.74

96 | Engyodontium rectidentatum CBS 206.74

Purpureocillium lilacinum CBS 284.36 Lecanicillium dimorphum CBS 363.86

— H
c 0.020 D 0.0100

Arvore filogenética da ordem Hypocreales construida com base na andlise de Maxima
Verossimilhanga no MEGATY. Bootstraps calculados a partir de 1000 replicatas. (A) Familia
Bionectriaceae, género Clonostachys, utilizando o modelo Kimura-2-pardmetros baseado nas
sequéncias da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Outgroup Clonostachys candelabrum. (B)
Familia Clavicipitaceae, género Metarhizium, utilizando o modelo Kimura-2-pardmetrosbaseado
nas sequéncias da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Outgroup Metarhizium album.(C) Familia
Cordycipitaceae, género Cordyceps, utilizando o modelo Hasegawa-Kishino-Yanobaseado nas
sequéncias da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Outgroup Purpureocillium lilacinum; (D) Género
Parengyodontium, utilizando o modelo Kimura-2-parametros baseado nas sequéncias da
regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Outgroup Lecanicillium dimorphum. Quadrado vermelho indica
linhagem lacase positiva.
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APENDICE 13 — ARVORE FILOGENETICA ORDEM HYPOCREALES 2

Hypocreales

Trichoderma afroharzianum GJS 08137

70! Trichoderma sp. CMRP 2898

Trichoderma lixii CBS 110080*

%8 | Trichoderma harzianum GJS 04-70

Trichoderma harzianum MITS2507

Trichoderma harzianum GJS 06-111

Trichoderma virens CBS 109339*

90' Trichoderma virens CMRP 2961

Trichoderma tropicosinense HMAS 252546

Trichoderma ganodermatis HMAS 248856

Trichoderma sp. CMRP 2878

Trichoderma parareesei MYA-4777*

Trichoderma reesei CBS383.78"

Trichoderma sp. CMRP 2900

76| Trichoderma koningiopsis PPRI20683*
gs | Trichoderma sp. CMRP 2907 l

Trichoderma atroviride NBRC 101776
Trichoderma sp. CMRP 2893 B

9|, Trichoderma asperellum CMRP 2896 Il
Trichoderma asperellum PPRI20669
Trichoderma asperellum CBS 433.97*

Hypocreaceae

H
Trichoderma asperellum CMRP 2906 0.020
A ——— Protocrea farinosa CBS 121551*
Indefinida
Indefinida

100 | Acremonium acutatum CBS 682.71*

Stilbella byssiseda CBS 828.70
Stilbella byssiseda CMRP 2942
Stilbella bucidae CBS 694.96
Stilbella fimetaria CBS 117.84

100" Stilbella fimetaria CBS 511.67

Acremonium acutatum CMRP 2946

Acremonium alternatum CBS 407.66*
Acremonium egyptiacum CBS 114785
100 Acremonium sclerotigenum CBS 124.42*
100 [~ Acremonium parvum CBS 381.70A* Stilbella aciculosa CBS 147.71
4|_— Acremonium pilosum CBS 124.70* 100" Stilbella aciculosa CBS 154.22
Acremonium hennebertii CBS 768.69* Purpureocillium lilacinum CBS 284.36*

4991: Acremonium citrinum CBS 384.96*

Emericellopsis maritima CBS 491.71*

H
C o0.020

—
B 0.020

Arvore filogenética da ordem Hypocreales construida com base na andlise de Maxima
Verossimilhanga no MEGATY. Bootstraps calculados a partir de 1000 replicatas. (A) Familia
Hypocreaceae, género Trichoderma, utilizando o modelo Kimura-2-parametrosbaseado nas
sequéncias da regido 1TS1-5,8S-ITS2. Outgroup Protocrea farinosa. (B) Familia indefinida,
género Stilbella, utilizando o modelo Kimura-2-pardmetros baseado nas sequéncias da regido
ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Outgroup Purpureocillium lilacinum; (C) Género Acremonium,
utilizando o modelo Kimura-2-parametros baseado nas sequéncias da regido 1TS1-5,8S-ITS2
do rDNA. Outgroup Emericellopsis maritima. Quadrado vermelho indica linhagem lacase
positiva
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APENDICE 14 — ARVORE FILOGENETICA ORDEM HYPOCREALES 3

Hypocreales

Fusarium subglutinans CBS 136481
Fusarium ananatum CBS 118518
Fusarium pseudocircinatum NRRL 22946
Fusarium napiforme CBS 135141
Fusarium sp. CMRP 2877

Fusarium verticillioides CBS 114579
Fusarium sacchari ATS93

- Fusarium sacchari CBS 138962

{ Fusarium andiyazi ATS27

Nectriaceae

100

Fusarium andiyazi CBS 134430
Fusarium anthophilum CBS 245.59
- Fusarium guttiforme CBS 409.97

Fusarium nygamai CBS 131377
Fusarium thapsinum CBS 113963

88 Fusarium acutatum CBS 136480
Fusarium fujikuroi CBS 119855

Fusarium globosum MRC6648
74" Fusarium proliferatum CBS 138981
A [usarium falciforme CBS 475.67 T

100 Fusarium cf. solani CBS 108942 0.020

o Complexo fujikuroi

Ophiocordycipitaceae

Tolypocladium fumosum WA18945
Tolypocladium ophioglossoides NBRC 106331
Tolypocladium inegoensis AB027368
Tolypocladium paradoxum JFL1408100
Tolypocladium geodes CBS 723.70*
Tolypocladium cylindrosporum CBS 718.70*
97 ' Tolypocladium inflatum CBS 824.70*
Tolypocladium tropicale CMRP 2949 Il
Tolypocladium tropicale MX338

93 Tolypocladium tropicale 1Q214*

Ophiocordycipitaceae

Purpureocillium lilacinum FMR 8747

og | Purpureocillium lilacinum CBS 284.36™

Tolypocladium amazonense LA100
Tolypocladium amazonense MS308
Tolypocladium endophyticum MX486
Tolypocladium endophyticum MX575*
Tolypocladium endophyticum CMRP 2932
Tolypocladium endophyticum CMRP 2941
Tolypocladium endophyticum CMRP 2951
Tolypociladium endophyticum CMRP 3409

Purpureocillium lilacinum FMR 8652
Purpureocillium lilacinum CMRP 29628
Purpureocillium lavendulum CBS 128677*
100 Purpureocillium lavendulum CBS 128678
Paecilomyces marquandii CBS 182.27*

'_'
0.020

[ Tolypocladium sp. CMRP 2950
Tolypocladium sp. CMRP 3408
Tolypocladium album CBS 869.73*
77 Tolypocladium album CBS 393.89
Ophiocordyceps gracilis EFCC 8572

—
B 0020

Arvore filogenética da ordem Hypocreales construida com base na andlise de Maxima
Verossimilhangca no MEGAY7. Bootstraps calculados a partir de 1000 replicatas. (A) Familia
Nectriaceae, género Fusarium, utilizando o modelo Jukes-Cantor baseado nas sequéncias da
regidao ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Outgroup Fusarium cf. solani. (B) Familia
Ophiocordycipitaceae, Género Tolypocladium, utilizando o modelo Tamura-3-parametros
baseado nas sequéncias da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Outgroup Ophiocordyceps
gracilis; (C) Género Purpureocillium, utilizando o modelo Tamura-3-parametros baseado nas
sequéncias da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Outgroup Paecilomyces marquandii. Quadrado
vermelho indica linhagem lacase positiva e azul indica peroxidase positiva.
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APENDICE 15 - ARVORE FILOGENETICA ORDEM HYPOCREALES 4 E
TAXONOMICAMENTE INDEFINIDA

Hypocreales

Stachybotryaceae

Albifimbria viridis CBS 244.78
Albifimbria viridis CBS 127346
Albifimbria viridis CBS 449.71*
Albifimbria verrucaria CBS 188.46
Albifimbria verrucaria CBS 390.39
80" Albifimbria verrucaria CBS 328.52*
Albifimbria lateralis CBS 117712*
Albifimbria terrestris CBS 127838
Albifimbria terrestris CBS 126186*
Albifimbria terrestris CMRP 2953 M
Dimorphiseta terrestris CBS 127345*

99

A o020

Indefinido

Indefinido

100 | Ceratostomella pyrenaica CBS 117116

Ceratostomella pyrenaica CBS 129343
Ceratostomella cuspidata ICMP 17629
Barbatosphaeria barbirostris CBS 121149
Barbatosphaeria dryina CBS 127691
—— Xylomelasma sp. CMRP 2876 ‘
Xylomelasma sordida CBS 116000
99 — Xylomelasma shoalensis ILLS 76895*

97

Myrmecridium montsegurinum JF 13180

v { Myrmecridium spartii CPC 26548

Myrmecridium flexuosum CBS 398.76
Myrmecridium schulzeri CBS 100.54
Diatrype disciformis AFTOL-ID 927

—
B 0.020

Arvore filogenética da ordem Hypocreales construida com base na andlise de Maxima
Verossimilhanga no MEGATY. Bootstraps calculados a partir de 1000 replicatas. (A) Familia
Stachybotryaceae, género Albifimbria, utilizando o modelo Kimura-2-parametros baseado nas
sequéncias da regido ITS1-5,8S-ITS2 e fator de elongamento (TEF-1a) do rDNA. Outgroup
Dimorphiseta terrestres. (B) Ordem indefinida, Familia indefinida, género Xylomelasma,
utilizando o modelo Tamura-Nei baseadonas sequéncias da regido 1TS1-5,8S-ITS2e
subunidade maior do ribossomo 18S (LSU) do rDNA. Outgroup Diatrype disciformis. Quadrado
vermelho indica linhagem lacase positiva.
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APENDICE 16 — ARVORE FILOGENETICA ORDEM MICROASCALES

Microascaceae

Graphiaceae

94 | Graphium pseudormiticurn CMW503*
Graphium laricis CBS 116194*
Graphium fimbriisporum CBS 870.95*
Graphium fabiforme CMW30626*
Graphium adansoniae CBS 124917*
96 - Graphium madagascariense 30628
Graphium penicillioides CBS 102632*
Graphium basitruncatum CMRP 2948

701 Graphium basitruncatum CBS 320.72*
Graphium basitruncatum JCM 8083

Graphium sp. 1 UCR2160

Graphium sp. 1 UCR2159

Graphium carbonarium CBS 123610*
Graphium carbonarium UCR2325

Graphium euwallaceae UCR2308

Graphium euwallaceae UCR2980*

84

A

Parascedosporium putredinis CBS 127.84*

—

0.050

Microascaceae

Cc

Scopulariopsis africana CBS 118736*

Scopulariopsis asperula CBS 289.38
Scopulariopsis caseicola CBS 480.62
Scopulariopsis candida MUCL 40743*
Scopulariopsis albida CBS 119.43*
Scopulariopsis macurae CBS 506.66*
Scopulariopsis soppii UAMH 9169*

75 ' Scopulariopsis flava CBS 207.61*

95 | Scopulariopsis sexualis CBS 250.64*
Scopulariopsis cordiae CBS 138129*
Scopulariopsis sp. CMRP 2934
Scopulariopsis brevicaulis CBS 127812*
Scopulariopsis alboflavescens CBS 399.34*
P. schumacheri CBS 435.86*

—
0.0100

—
0.020

99

1

Scedosporium boydii CBS 101.22*
78 Scedosporium boydii CBS 322.51
Scedosporium apiospermum CBS 117407*

75 g7 Scedosporium apiospermum FMR 6918

Scedosporium dehoogii CBS 499.90
Scedosporium dehoogii CBS 117406*
Scedosporium dehoogii CMRP 2880 M
Scedosporium minutisporum CBS 116911
100' Scedosporium minutisporum CBS 116595
Scedosporium desertorum CBS 489.72*
Scedosporium rarisporum G79
Scedosporium aurantiacum CBS 116910*
Scedosporium aurantiacum WM 06.466

Scedosporium sanyaense EM65901.2

00" Scedosporium sanyaense EM65901
Scopulariopsis africana CBS 118736

Arvore filogenética da ordem Microascales construida com base na andlise de Maxima
Verossimilhanga no MEGA7. Bootstraps calculados a partir de 1000 replicatas. (A) Familia
Graphiaceae, género Graphium, utilizando o modelo Tamura-3-pardmetros baseado nas
sequéncias da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Outgroup Parascedosporium putredinis. (B)
Familia Microascaceae, género Scedosporium, utilizando o modelo Kimura-2-parametros
baseado nas sequéncias da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Outgroup Scopulariopsis africana;
(C) Género Scopulariopsis, utilizando o modelo Jukes-Cantor baseado nas sequéncias da
regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Outgroup Pseudoscopulariopsis schumacheri. Quadrado
vermelho indica linhagem lacase positiva.



111

APENDICE 17 - ARVORE FILOGENETICA ORDEM PHOMATOSPORALES
E SORDARIALES

Phomatosporales

Phomatosporaceae

89 | Phomatospora viticola MFLU 16-1973
70| * Phomatospora bellaminuta AFTOL-ID 766
Phomatospora striatigera CBS 133932
Phomatospora sp. CMRP 3412
G ﬁ)gomatospora biseriata MFLUCC 14-0832B
Phomatospora biseriata MFLUCC 14-0832A

Lanspora coronata AFTOL-ID 736

Tenuimurus clematidis MFLUCC 14-0833
100" Tenuimurus clematidis MFLU 16-1971

Amplistroma caroliniana CBS 124655

Sordariales

Chaetomiaceae

70 | Chaetomium globosum MUCL 39526
Chaetomium globosum CBS 160.62*

89 | Chaetomium pseudoglobosum CBS 574.71*
Chaetomium afropilosum CBS 145.38*
Chaetomium tenue CBS 142.38
Chaetomium tenue CBS 139.38*
Chaetomium novozelandicum CBS 128484*
Chaetomium novozelandicum CBS 124555
74’ Chaetomium novozelandicum CMRP 2939
Chaetomium umbonatum CBS 293.83*
%haetomium subglobosum CBS 483.73
Chaetomium subglobosum CBS 149.60*
Chaetomium telluricola CBS 151.59*
Chaetomium unguicola CBS 128446*
Achaetomium strumarium CBS 333.67*

——
B 0.0100

Arvore filogenética da ordem Phomatosporales e Sordariales construida com base na analise
de Maxima Verossimilhanga no MEGAY. Bootstraps calculados a partir de 1000 replicatas. (A)
Familia Phomatosporaceae, género Phomatospora, utilizando o modelo Kimura-2-parametros
baseado nas sequéncias da regido ITS1-5,8S-ITS2 e subunidade maior do ribossomo 18S
(LSU) do rDNA. Outgroup Amplistoma caroliniana. (B) Familia Chaetomiaceae, género
Chaetomonium, utilizando o modelo Tamura-3-parametros baseado nas sequéncias da regido
ITS1-5,8S-ITS2e B-tubulina (B-tub) do rDNA. Outgroup Achaetomium strumarium. Quadrado
vermelho indica linhagem lacase positiva.
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APENDICE 18 — ARVORE FILOGENETICA ORDEM XYLARIALES 1

Xylariales

Apiosporaceae

Arthrinium thailandicum LC5630

80 Arthrinium thailandicum MFLUCC 15-0202*
Arthrinium malaysianum CBS 102053*

Arthrinium arundinis CBS 124788
94 Arthrinium arundinis CBS 114316

gg | Arthrinium xenocordella LC3486

—
A 0.020
Diatrypaceae

go| Peroneutypa scoparia MFLUCC 11-0478

90 | Peroneutypa scoparia MFLUCC 11-0615
70 Peroneutypa scoparia MFLUCC 17-2143
Peroneutypa alsophila EL58C
Peroneutypa rubiformis MFLUCC 17-2142
Peroneutypa diminutiasca MFLUCC 17-2144

92
100 [ Peroneutypa curvispora HUEFS 136877

Peroneutypa curvispora HUEFS 131248
Peroneutypa mackenziei MFLUCC 16-0072*
Peroneutypa longiasca MFLUCC 17-0371*
Peroneutypa sp. CMRP 2879;.

Peroneutypa comosa BAFC:393

92

93 Peroneutypa diminutispora HUEFS 192196*
Peroneutypa kochiana EL53M

Eutypella cerviculata M68

H
B 0.020

96" Arthrinium euphorbiae IMI 285638b

Arthrinium xenocordella CBS 478.86"

84 Arthrinium kogelbergense CBS 113333*
99" Arthrinium kogelbergense CMRP 2954

Nigrospora gorlenkoana CBS 480.73

g6 | Arthrinium camelliae-sinensis LC8181
Arthrinium camelliae-sinensis LC5007*
99 Arthrinium pseudosinense CPC 21546
Arthrinium jiangxiense LC4577*

Hypoxylaceae

Annulohypoxylon stygium MUCL 54600
Annulohypoxylon stygium CMRP 341‘.
Annulohypoxylon stygium MFLUCC 13-0599
Annulohypoxylon atroroseum ATCC 76081

Annulohypoxylon substygium STMA 14066

97 Annulohypoxylon substygium MUCL 51708*
Annulohypoxulon urceolatum MFLUCC 14-1228
Hypoxylon lilloi STMA 14142*

H
C 0.020

Arvore filogenética da ordem Xylariales construida com base na andlise de Maxima
Verossimilhanga no MEGATY. Bootstraps calculados a partir de 1000 replicatas. (A) Familia
Apiosporaceae, género Arthrinium, utilizando o modelo Kimura-2-parametros baseado nas
sequéncias da regido 1TS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Outgroup Nigrospora gorlenkoana. (B) Familia
Diatrypaceae, género Peroneutypa, utilizando o modelo Kimura-2-pardmetros baseado nas
sequéncias da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Outgroup Eutypella cerviculata (C) Familia
Hypoxylaceae, género Annulohypoxylon, utilizando o modelo Kimura-2-parametros baseado
nas sequéncias da regidao ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Outgroup Hypoxylon lilloi. Quadrado

vermelho indica linhagem lacase positiva.
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APENDICE 19 — ARVORE FILOGENETICA ORDEM XYLARIALES 2

Xylariales

Indefinida

Phialemoniopsis curvata UTHSC 06-4324
Phialemoniopsis curvata CBS 490.82*

Phialemoniopsis curvata UTHSC 04-956
Phialemoniopsis hongkongensis HKU39*

Phialemoniopsis pluriloculosa UTHSC 04-7*
Phialemoniopsis pluriloculosa UTHSC 09-3589
Phialemoniopsis cornearis UTHSC 06-1820*
89 = Phialemoniopsis cornearis UTHSC 06-1465
ab| Phialemoniopsis endophytica ACCC 38979
Phialemoniopsis endophytica ACCC 38978
93| 1 Phialemoniopsis ocularis CMRP 2940

g7 || Phialemoniopsis ocularis UTHSC 05-2527

86~ Phialemoniopsis ocularis UTHSC 07-3736
A ———— Phialemonium inflatum CBS 259.39* 0.020

Sporocadaceae

Neopestalotiopsis rosa CBS 101057*

Neopestalotiopsis javaensis CBS 257.31*

Neopestalotiopsis offeae-arabicae HGUP4019*

Neopestalotiopsis mesopotamicus CBS 336.86*

Neopestalotiopsis protearum CBS 114178*

- Neopestalotiopsis ellipsospora MFLUCC12-0283*

I Neopestalotiopsis foedans CGMCC3.9123*

70]" Neopestalotiopsis sp. CMRP 2969 -

— Neoestalotiopsis clavispora MFLUCC12-0281*

- Neopestalotiopsis saprophyta MFLUCC12-0282*

L[ Neopestalotiopsis honoluluana CBS 114495

9 ' Neopestalotiopsis zimbabwana CBS 111495*

LNeopesta!oﬁopsis australis CBS 114159*
Neopestalotiopsis steyaertii IMI 192475*

1 || Neopestalotiopsis formicarum CBS 362.72*

] {{ Neopestalotiopsis cubana CBS 600.96*
96" Neopestalotiopsis surinamensis CBS 450.74*

— Neopestalotiopsis natalensis CBS 138.41*

Neopestalotiopsis iranensia CBS 137768*
Pestalotiopsis parva CBS 265.37*

B b

Arvore filogenética da ordem Xylariales construida com base na andlise de Maxima
Verossimilhanga no MEGATY. Bootstraps calculados a partir de 1000 replicatas. (A) Familia
indefinida, género Phialemoniopsis, utilizando o modelo Kimura-2-pardmetros baseado nas
sequéncias da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Outgroup Phialemonium inflatum. (B) género
Neopestalotiopsis, utilizando o modelo Kimura-2-parametros baseado nas sequéncias da
regido do fator de elongamento (TEF-1a) do rDNA. Outgroup Pestalotiopsis parva. Quadrado
vermelho indica linhagem lacase positiva.
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APENDICE 20 - ARVORE FILOGENETICA ORDEM POLYPORALES

Polyporales

Meruliaceae

Phlebia rufa FCUG 2397
Phlebia rufa AY787679

Phlebia acerina TMIC 34930
Phlebia acerina FCUG 568
Phlebia radiata AFTOL-ID 484
Phlebia brevispora TMIC33929

Polyporaceae

g5| Fomitella supina CMRP 2937

100f Fomitella supina CMRP 3417
99 Fomitella supina OMC-1405*
Coriolopsis trogii RLG4286sp

Phlebia floridensis HHB-9905

100~ Phlebia floridensis CMRP 2883 J
Phlebia setulosa PH11749

Phanerochaete sordida KUC20130808-15

H
0.020 B

Polyporaceae

76 [~ Polyporus longiporus DAOM 229479*
Polyporus ciliatus CUITENN10167 SBI 9
Polyporus brumalis WD2372

Polyporus arcularius WD2138

Polyporus thailandensis MSUT 6734*
Polyporus tricholoma 9591

Polyporus sp. CMRP 3413’

100 | Polyporus varius WD691
Polyporus orientivarius SFC 20130704-20
_[Po!yporus subvarius |FP Yu2
100 - Polyporus chozeniae LE301310

Neofavolus alveolaris TUMH 50004

i
C o002

951 Coriolopsis gallica RLG7630sp

I: Coriolopsis cf. caperata CR22
97 Coriolopsis cf. byrsina FP105050
Dendrodontia bicolor FP150666*

0.020

Arvore filogenética da ordem Polyporales construida com base na andlise de Maxima
Verossimilhangca no MEGAY7. Bootstraps calculados a partir de 1000 replicatas. (A) Familia

Mureliaceae, género Phlebia,

utilizando o modelo Tamura-3-parametros baseado nas

sequéncias da regiao ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Outgroup Phanerochaete sordida; (B) Familia
Polyporaceae, género Fomitella utilizando o modelo Kimura-2-parametros baseado nas
sequéncias da regido 1TS1-5,8S5-ITS2 do rDNA. Outgroup Dendrodontia bicolor; (C) Género
Polyporus, utilizando o modelo Kimura-2-parametros baseado nas sequéncias da regido ITS1-
5,8S-ITS2 e subunidade maior do ribossomo 18S (LSU) do rDNA. Outgroup Neofavolus
alveolaris. Quadrado vermelho indica linhagem lacase positiva e azul indica peroxidase

positiva.
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APENDICE 21 — ARVORE FILOGENETICA ORDEM RUSSULALES

Russulales

Peniophoraceae

771 Peniophora junipericola CBS 349.54

Peniophora simulans CBS 874.84*

Peniophora rufomarginata CBS 280.56

Peniophora gilbertsonii CBS 357.95*

Peniophora cinerea CBS 261.37

5- Peniophora lycii CBS 260.56

Peniophora pini CBS 270.56

Peniophora tamaricicola CBS 438.62

Peniophora molesta CBS 676.91

_{_— Peniophora crassitunicata CBS 663.91*
93— Peniophora sp. CMRP 2944 B

70| | — Peniophora albobadia CBS 329.66

Peniophora versicolor CBS 358.61

Peniophora proxima CBS 405.50
Peniophora meridionalis CBS 289.58*
Peniophora reidii CBS 397.83
Scytinostroma microspermum CBS 238.87*

—
A 0.050

Arvore filogenética da ordem Russulales construida com base na andlise de Maxima
Verossimilhangca no MEGAY7. Bootstraps calculados a partir de 1000 replicatas. (A) Familia
Peniophoraceae, género Peniophora, utilizando o modelo Kimura-2-pardmetros baseado nas
sequéncias da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Outgroup Scytinostroma microspermum.
Quadrado vermelho indica linhagem lacase positiva.



