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RESUMO

Fungos endofiticos sdo capazes de habitar diferentes tecidos vegetais de forma assintomatica
e essa associacdo contribui para o desenvolvimento de atividades vitais em seus hospedeiros.
Algumas linhagens de fungos se comportam como organismos oportunistas ou patdégenos
latentes. Fungos fitopatogénicos estdo envolvidos em doencas de pré e pos-colheita de
hortalicas economicamente importantes, como a abobrinha (Cucurbita pepo L.) e 0 pimentao
(Capsicum annuum L.), que representam 607.000 e 8.141.000 reais, respectivamente, para a
economia de Pernambuco. Considerando a importancia dessas culturas para o mercado
brasileiro e que diferentes préaticas agricolas podem influenciar na estrutura das comunidades
fangicas, os objetivos deste estudo foram determinar a comunidade de fungos endofiticos em
folhas de abobrinha e pimentdo, verificando se ha diferencas nas comunidades de fungos em
funcdo de diferentes tipos de cultivos (organico e convencional); identificar fungos
fitopatogénicos associados as folhas das plantas estudadas, observando a relacdo entre as
especies de endofitos e de fungos fitopatogénicos encontradas. As coletas foram realizadas em
uma propriedade agricola localizada no municipio de Cha Grande, PE. Espécies endofiticas e
potencialmente patogénicas foram estudadas por uma abordagem polifasica, incluindo
morfologia e andlises filogenéticas. No presente estudo, 786 isolados de endofitos
representando 92 espécies foram obtidos de folhas de pimentdo coletadas em areas de plantio
organico e convencional. Além disso, relatamos 190 isolados de enddéfitos representando 82
espécies isoladas de folhas de abobrinha coletadas em ambos os cultivos. A maioria dos
taxons foram atribuidos principalmente ao filo Ascomycota. Pleosporales e Glomerellales
foram as ordens mais abundantes em folhas de abobrinha e pimentdo, respectivamente.
Cladosporium sp. 2 foi a espécie mais frequente no sistema de cultivo organico e
convencional da abobrinha. Colletotrichum sp. 15 e Phyllosticta capitalensis foram as
espécies mais frequentes no sistema de cultivo organico e convencional do pimentdo,
respectivamente. Duas novas espécies de Colletotrichum isoladas de folhas saudaveis de
Capsicum annuum foram descritas para a ciéncia e primeiras ocorréncias para o Brasil foram
notificadas. A diversidade e a riqueza de espécies de endofitos associados as folhas de
abobrinha foram significativamente maiores no sistema de manejo organico, enquanto nas
folhas do pimentdo, a diversidade e a riqueza de espécies foram significativamente maiores no
sistema de manejo convencional. As andlises de coordenadas principais e a PERMANOVA
revelaram que as comunidades endofiticas presentes nas folhas do pimentdo podem ser

caracterizadas por diferentes praticas agricolas, porém o0 mesmo ndo ocorreu para as



comunidades presentes nas folhas de abobrinha. Alguns isolados podem ser utilizados como
indicadores dos diferentes sistemas de cultivo. Vinte e duas espécies de fungos
potencialmente patogénicas foram associadas a lesdes em folhas de pimentdo, enquanto que
25 foram associadas a lesdes em folhas de abobrinha. A patogenicidade de Colletotrichum
plurivorum, Curvularia intermedia e Bipolaris bicolor nas folhas de abobrinha e Epicoccum
andropogonearum nas folhas do pimentdo, foi confirmada pelo postulado de Koch. Nossos
resultados indicam que, espécies consideradas fitopatogénicas podem colonizar tecidos
foliares de forma assintomatica e expressar estilo de vida ndo patogénico. Compreender as

funcgdes ecologicas dos fungos pode cooperar para 0 manejo adequado das culturas agricolas.

Palavras-Chave: Cucurbitaceae; ecologia; endofitismo; fitopatdogenos; Solanaceae;

taxonomia.



ABSTRACT

Endophytic fungi are capable of inhabiting different plant tissues asymptomatically and this
association contributes to development of vital activities in their hosts. Some strains of fungi
behave as opportunistic organisms or latent pathogens. Phytopathogenic fungi are involved in
pre- and post-harvest diseases of economically important vegetables, such as zucchini
(Cucurbita pepo L.) and bell pepper (Capsicum annuum L.), which represent 607,000 and
8,141,000 reais, respectively, for the economy of Pernambuco. Considering the importance of
these crops for the Brazilian market and that different agricultural practices can influence the
structure of fungal communities, the objectives of this study were to determine the community
of endophytic fungi in zucchini and bell pepper leaves, checking whether there are differences
in fungal communities depending on different types of crops (organic and conventional);
identify phytopathogenic fungi associated with the leaves of the plants studied, observing the
relationship between the species of endophytes and phytopathogenic fungi found. The
collections were carried out on an agricultural property located in the municipality of Cha
Grande, PE. Endophytic and potentially pathogenic species were studied using a polyphasic
approach, including morphology and phylogenetic analyses. In the present study, 786
endophytes isolates representing 92 species were obtained from bell pepper leaves collected
from organic and conventional planting areas. Furthermore, we report 190 endophytes isolates
representing 82 species isolated from zucchini leaves collected in both cultivations. Most taxa
have been assigned primarily to the phylum Ascomycota. Pleosporales and Glomerellales
were the most abundant orders in zucchini and bell pepper leaves, respectively. Cladosporium
sp. 2 was the most common species in the organic and conventional zucchini cultivation
system. Colletotrichum sp. 15 and Phyllosticta capitalensis were the most frequent species in
the organic and conventional bell pepper cultivation system, respectively. Two new species of
Colletotrichum isolated from healthy leaves of Capsicum annuum have been described to
science and first occurrences for Brazil were reported. The diversity and species richness of
endophytes associated with zucchini leaves were significantly greater in the organic
management system, while on the bell pepper leaves, diversity and species richness were
significantly greater in the conventional management system. Principal coordinate analyzes
and PERMANOVA revealed that the endophytic communities present in bell pepper leaves
can be characterized by different agricultural practices, but the same did not occur for the
communities present in zucchini leaves. Some isolates can be used as indicators of different

cultivation systems. Twenty-two potentially pathogenic fungal species were associated with



lesions on bell pepper leaves, while 25 were associated with lesions on zucchini leaves. The
pathogenicity of Colletotrichum plurivorum, Curvularia intermedia and Bipolaris bicolor on
zucchini leaves and Epicoccum andropogonearum on bell pepper leaves was confirmed by
Koch's postulate. Our results indicate that species considered phytopathogenic can colonize
leaf tissues asymptomatically and express a non-pathogenic lifestyle. Understanding the
ecological functions of fungi can contribute to the appropriate management of agricultural

crops.

Keywords: Cucurbitaceae; ecology; endophytism; phytopathogens; Solanaceae; taxonomy.
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1 INTRODUCAO

O sistema organico de producdo agricola envolve a manutencdo e a potencializagao
dos recursos naturais na reciclagem de energia e nutrientes de forma segura e sustentavel,
tanto de forma econémica quanto ecolodgica, de acordo com as interacfes dindmicas entre o
ecossistema, biodiversidade, meio ambiente e as comunidades rurais (Brasil, 2003; Mufioz et
al., 2016; Silva; Madi, 2021). No Brasil, as técnicas de producdo empregadas no plano de
manejo de sistemas organicos de producdo sdo fundamentadas na normativa organica do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento de n° 46 (Brasil, 2011).

Em contraposi¢do, o manejo convencional utiliza fertilizantes quimicos sintéticos e
pesticidas em suas praticas agricolas. Apesar dos fertilizantes e pesticidas serem muitas vezes
competentes no aumento da quantidade de nutrientes no solo e no combate as pragas agricolas
e doencas, respectivamente, esses produtos podem levar riscos & saude dos consumidores,
bem como causar ou contribuir para o agravamento de impactos ambientais e ocasionar
disturbios metabolicos nos vegetais (Parween et al., 2014; Azarbad, 2022). Além disso, 0
manejo convencional pode afetar a diversidade, abundancia, riqueza e uniformidade das
comunidades endofiticas presentes em seus hospedeiros (Nettles et al., 2016; Stuart et al.,
2018; Xia et al., 2019).

Os fungos endofiticos representam um grupo polifilético de organismos que habitam
os tecidos vivos de possivelmente todas as plantas, sem causar evidéncia de doenca
(Dastogeer et al., 2017). Os enddfitos podem atuar no melhoramento do crescimento e
biomassa de seus hospedeiros, além de contribuirem para o aumento da producdo de frutos
(Xia et al., 2019). Ademais, esses organismos podem ser utilizados de forma eficaz como
agentes no biocontrole de doencas e pragas nas plantas (Rabiey et al., 2019). Em hortalicas
cultivadas no sistema de manejo convencional ja foram relatados taxons de fungos
endofiticos, tais como Pichia guilliermondii, Trichoderma spirale, Fusarium proliferatum,
Nigrospora sp., Aspergillus fumigatus e espécies de Colletotrichum, e no manejo organico
foram publicados registros de Trichoderma atroviride, espécies de Fusarium, Periconia
macrospinosa, Alternaria sp., Cladosporium sp., Cercospora malloti e Stemphylium
lycopersici (Xia et al., 2019; Chen et al., 2020).

Algumas linhagens de fungos endofiticos também sdo reconhecidas na literatura por
sua patogenicidade, sugerindo a hipotese de que os endofitos evoluiram a partir de fungos

parasitas e/ou patdgenos ocultos (Pillai, 2017; Strobel, 2018). Acredita-se que este processo
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ocorra por um desequilibrio nas condicdes interativas e adaptaveis existentes entre planta-
endofito-ambiente (Brader et al., 2017).

Os fitopatogenos podem prejudicar as produgdes e culturas de inimeras plantagdes
causando danos muitas vezes irreversiveis. Em fazendas comerciais de tomate (Solanum
lycopersicum L.) presentes em Sabah (Malasia), Shahriar et al. (2023) investigaram a
etiologia da antracnose nos frutos e verificaram que os sintomas da doenga eram causados por
Colletotrichum truncatum. A antracnose € uma das doencas mais comuns do piment&o,
afetando principalmente a qualidade do fruto pela presenca de lesdes circulares e necroticas,
causando redugdo considerdvel na produtividade (Tariq et al., 2017). Por outro lado,
Fusarium solani f. sp. cucurbitae é um dos patégenos mais devastadores encontrados na
producdo de cucurbitaceas, causando podriddo da coroa e do pé da abobrinha (Pérez-
Hernandez et al., 2020).

A abobrinha (Cucurbita pepo L.) pertence a familia Cucurbitaceae, originada nas
Américas do Norte e Central. As cucurbitaceas sao hortalicas que se desenvolvem acima do
solo. Seus frutos sdo bem diversos, gracas as variedades morfoldgicas, particularidades e
formas das superficies e seu padrdo de cores (Bisognin, 2002; Verdejo-Lucas; Talavera, 2019;
Xanthopoulou et al., 2019). A abobrinha geralmente é uniformemente cilindrica, colhida
ainda imatura e pode produzir até trés ciclos de cultivo por ano sob ambiente protegido (Paris,
2010; Verdejo-Lucas; Talavera, 2019). Depois da Solanaceae, a familia Cucurbitaceae se
destaca entre as culturas de hortalicas com elevada importancia econémica, com as maiores
producdes no Brasil concentradas na regido Centro-Sul (Carpes et al., 2008; IBGE, 2017). De
acordo com o IBGE, que realizou o Censo Agropecudrio em 2017, a produtividade da
abobrinha no Brasil chegou a 158.518 toneladas, destas 4.931 toneladas foram produzidas na
regido Nordeste e 717 em Pernambuco.

O pimentéo (Capsicum annuum L.) pertence & familia Solanaceae e encontra-se entre
as dez hortalicas mais comercializadas no mercado brasileiro, com destaque para a producéo
na regido Sudeste, bastante difundida entre os pequenos e médios produtores (Albuquerque et
al., 2011; IBGE, 2017). No Brasil, a quantidade de pimentdo produzida chegou a 224.286
toneladas. A regido Nordeste (57.239 toneladas) se encontra em segundo lugar no ranking
nacional e Pernambuco (8.460 toneladas) é o sétimo produtor entre as Unidades da Federagédo
(IBGE, 2017). O pimentdo pode ser produzido em campo aberto, principalmente sob
condigBes climaticas de regibes tropicais e subtropicais, porém seu cultivo em ambientes
protegidos tem se fortalecido por estar bem adaptado a esse tipo de plantio (Hal&sz et al.,
2016; Santos et al., 2017).
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Tendo em vista a importancia das culturas destacadas acima, e considerando a
influéncia na comunidade fangica, a depender do tipo de manejo no cultivo desses vegetais,
esse trabalho tem como objetivo demonstrar o impacto que diferentes cultivos de abobrinha e
pimentdo (organico e convencional) apresentam na comunidade de fungos endofiticos e
fitopatogénicos. O impacto dos agrotdxicos sobre a comunidade endofitica pode prejudicar,
inclusive, o desenvolvimento do vegetal, ja que muitas espécies de fungos atuam para o bem-
estar da planta hospedeira. Além disso, sera observada a comunidade de fungos
potencialmente fitopatogénicos nos cultivos, o que também serd determinante para entender

como 0s agrotoxicos atuam na interacdo fungo endofitico - fungo patégeno - planta.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a comunidade de fungos endofiticos em folhas de abobrinha (Cucurbita

pepo L.) e pimentdo (Capsicum annuum L.), verificando se h& diferencas nas comunidades de

fungos em funcéo de diferentes tipos de cultivos (organico e convencional); identificar fungos

fitopatogénicos associados as folhas das hortaligas estudadas, observando a relagdo entre as

especies de fungos endofiticos e de fungos fitopatogénicos encontradas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

VI.

VII.

VIII.

Caracterizar a partir de analises morfologicas e filogenéticas os fungos
endofiticos presentes em folhas sadias de abobrinha e pimentdo;

Caracterizar a partir de analises morfolégicas e filogenéticas os fungos causadores de
doencas presentes em folhas de abobrinha e pimentéo;

Verificar a frequéncia de ocorréncia dos fungos endofiticos isolados;

Comparar a diversidade e riqueza dos fungos endofiticos encontrados nas folhas das
diferentes espécies vegetais nos diferentes sistemas de manejo;

Verificar a similaridade das comunidades de fungos endofiticos encontrados de acordo
com os diferentes sistemas de manejo;

Verificar a relagdo entre as espécies de fungos endofiticos e as espécies de fungos
fitopatogénicos encontrados em folhas de abobrinha e pimentéo;

Testar a patogenicidade de algumas das espécies fungicas que forem encontradas
associadas as folhas doentes e que ainda ndo foram relatadas na literatura como
patégenas de folhas de abobrinha e pimentdo;

Descrever taxons novos e relatar novas ocorréncias de fungos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 FUNGOS ENDOFITICOS

Originado das palavras gregas “endon” — dentro e “phyton” — planta, o termo enddfito
foi proposto por Bary (1866) para designar organismos que ocorrem dentro dos tecidos
vegetais e, portanto, se refere ao estado ou estilo de vida no qual microrganismos, como
fungos e bactérias se encontram colonizando o interior das plantas. Deste modo, os fungos
endofiticos sdo organismos que habitam os espagos intra e/ou intercelular de diferentes
tecidos vegetais de forma assintomatica, ou seja, sem causar qualquer dano visivel a estrutura
de seus hospedeiros ao longo de pelo menos uma parte do seu ciclo de vida. Podem ser
cosmopolitas, endémicos ou habitar hospedeiros especificos (Schulz; Boyle, 2005; Rodriguez
et al., 2009; Harrison; Griffin, 2020).

Acredita-se que a coexisténcia desta parceria ocorreu a milhdes de anos atras, com
base na descoberta de registros fosseis de endofitos que datam mais de 400 milhdes de anos
(Mengistu, 2020). Dentro da hipotese do “cenario verde” os fungos coevoluiram seguindo
seus hospedeiros vegetais em suas adaptacOes para a transi¢do e conquista do habitat terrestre
(Naranjo-Ortiz; Gabaldon, 2019a). Com isso, as plantas teriam ganhado mais resisténcia ao
ataque de organismos patogénicos, adquirindo melhores condi¢cdes de crescimento e
desenvolvendo estratégias em resposta a colonizacdo fangica (Fontana et al., 2021). Alguns
endofitos apresentam especificidade de hospedeiro e esta relagdo mostra a capacidade
adaptativa durante a coevolucdo e coabitacdo destes organismos e Seus respectivos
hospedeiros vegetais, desenvolvendo ao longo dessa interacdo sistemas genéticos
complementares (Aly; Debbab; Proksch, 2011).

O processo de colonizagdo tecidual pelo endofito compreende, entre outras atividades,
0 reconhecimento do hospedeiro e a penetracao no tecido vegetal. Neste processo sdo ativados
sinais quimicos, envolvendo o metabolismo de proteinas e enzimas de ambos 0s organismos.
Os enddfitos, precisando sobreviver dentro de um ambiente oxidativo, desativam as defesas
da planta e secretam enzimas de resisténcia contra a quimiotaxia produzida pelo hospedeiro
vegetal em resultado da deteccdo desses organismos em seus tecidos (Jia et al., 2016; Yan et
al., 2019). Esse processo de estabilidade entre as respostas de defesa pressupde a hipdtese do
equilibrio antagbnico (Schulz et al., 1999; Yan et al., 2019) entre a planta e a sobrevivéncia

assintomatica dos fungos endofiticos (Figura 1).
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A comunicacdo entre fungo e planta é estabelecida com sucesso e o processo de
interacdo simbiotica é constituido pela regulacdo e expressdo dos genes, fendtipos e
metabolismo dos hospedeiros (Yan et al., 2019). Uma Unica planta pode abrigar diferentes
assembleias de endofitos dentro de um tecido vegetal especifico (nicho ecoldgico Unico) e a
distribuicdo desses endofitos leva a hipdtese de que esses taxons especificos reagem de

maneiras distintas as casualidades ecoldgicas, além de permanecerem em diferentes cursos

evolutivos (Harrison; Griffin, 2020).

Figura 1 — Principais mecanismos envolvidos na interacdo entre fungos endofiticos e seus hospedeiros vegetais:
(a) equilibrio antag6nico representado pelas setas azul, (b) resisténcia representada pelas setas pretas e (c) 0s
enddfitos se transformam em patdgenos (setas vermelhas).
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Fonte: Adaptada de Yan et al. (2019, p. 3332).

Quando essa interacdo flexivel sofre alguma perturbacdo e assim é desestabilizada,
seja na defesa da planta, mudancas ambientais ou no potencial de viruléncia dos endofitos, a
colonizacdo passa a ser patogénica e sintomatica. Entretanto, nem todos os fungos tém a

capacidade de atuar como patégenos (Yan et al., 2019). Este tipo de interacdo pode ser
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desestruturado por mudancgas fisioldgicas e interferéncias nas vias de sinalizacao encarregadas
por esta associagdo dinamica (Eaton; Cox; Scott, 2011) e pela necessidade de luz, pois a alta
intensidade de luz induz a produgdo de H.O: desencadeando a patogenicidade do endofito
(Alvarez-Loayza et al., 2011). Portanto, os patdgenos podem viver dentro de seus hospedeiros
por um periodo de tempo sem causar nenhum sintoma durante sua fase de laténcia (Hrycan et
al., 2020; Précigout et al., 2020; YE et al., 2021).

Esses endofitos sdo recrutados do préprio ambiente onde a planta reside e podem
surgir da rizosfera, do ar e de excrementos e restos de animais e insetos, penetrando na
superficie foliar, além das camadas externas dos sistemas radiculares (Yan et al., 2019). O
padrdo de transmissdo dos fungos endofiticos pode ocorrer de forma horizontal nos tecidos
acima do solo entre diferentes hospedeiros envolvendo qualquer agente de dispersdo, seja
bidtico ou abidtico, além dos esporos ou fragmentos de hifas circundantes no ambiente,
oferecendo assim uma comunidade endofitica heterogénea. A transmissdo também pode
ocorrer de forma vertical durante a germinacdo das sementes quando os endéfitos presentes na
planta-méde passam para seus descendentes durante seu desenvolvimento. Este tipo de
transmissdo € mais frequente em espécies de gramineas (Yan et al., 2019; Grabka et al.,
2022).

Um relatério desenvolvido pelo Royal Botanic Garden (RBG KEW, 2016) estimou
que 391.000 espécies de plantas vasculares sdo conhecidas pela ciéncia e que 94,4% destas
sdo plantas com flores. Em 2019, 1.942 espécies de plantas e 1.886 espécies de fungos foram
registrados cientificamente (Antonelli et al., 2020). Estima-se a existéncia de cerca de 2,5
milhdes de espécies de fungos, o que representa aproximadamente 20% das espécies
eucaridticas. Além disso, mais de 90% das especies estimadas ndo sdo conhecidas. Levando
em consideracdo os principais biomas existentes, a Amazonia e a Mata Atlantica na América
do Sul, acolhem a maior diversidade fangica do solo, patdgenos e endofitos (Niskanen et al.,
2023).

Uma grande diversidade de fungos endofiticos pode ser encontrada em varios tecidos
como raizes, folhas, sépalas, caules, flores, sementes e frutos de diferentes espécies de plantas
vasculares e ndo vasculares residentes e distribuidas globalmente em regides de clima polar,
umido e seco. Esses organismos consistem em membros de Ascomycota, Basidiomycota e
fungos zigosporicos (Zhang et al., 2013; Bezerra et al., 2015; Yao et al., 2017; Hanin;
Fitriasari, 2019; Knapp et al., 2019; Li et al., 2020; Oliveira, T. et al., 2020; Vidal et al.,
2020; Oita et al., 2021; Silva et al., 2023).
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Os fatores que moldam a estrutura da comunidade, os padrdes de distribuicdo e
colonizacdo dos fungos endofiticos podem ser influenciados por ambientes complexos e
bastante heterogéneos, alem de alguns aspectos, como a genética dos hospedeiros vegetais,
idade e identidade da planta, estddio fenologico, tipo de tecido, clima, estacdo do ano,
sazonalidade, diferentes altitudes e composicdo da paisagem (Bailey et al., 2005; Hilariano et
al., 2011; Materatski et al., 2019; Chen et al., 2020; Huang et al., 2020; Li et al., 2020;
Oliveira, R. et al., 2020; Oita et al., 2021; Silva et al., 2023). Ainda, a maneira como essas
plantas sdo cultivadas, seja em sistemas de cultivo organico ou convencional, pode influenciar
significativamente a diversidade e abundancia das espécies fungicas endofiticas (Oliveira et
al., 2014a; Radic¢ et al., 2014; Xia et al., 2019).

Os fungos endofiticos e sua interagdo com as plantas modulam diversos aspectos
relacionados com a ecologia e fisiologia de seus hospedeiros por apresentarem inlmeras
estratégias que influenciam atividades vitais para a planta, por exemplo, funcionando como
mediadores na absor¢do do fosforo e consequentemente favorecendo o crescimento e a
fertilidade das plantas (Hiruma et al.,, 2016). Por outro lado, bactérias enddgenas
(endossimbidticas) presentes nos fungos endofiticos podem alterar a interacdo entre o fungo e
0 hospedeiro vegetal, aumentando a producdo do fitohorménio acido indol-3-acético pelo
enddfito, importante para o desenvolvimento da planta (Hoffman et al., 2013).

Ademais, os fungos endofiticos podem induzir a tolerdncia a estresses bidticos e
abioticos funcionando como intermediarios entre as respostas das plantas perante as mudancas
do ambiente (Baltruschat et al., 2008; Hubbard; Germida; Vujanovic, 2014, Lata et al., 2018;
Zhou et al., 2021), podem produzir metabdlitos com propriedades inseticidas Uteis para o
manejo de artropodes (Berestetskiy; Hu, 2021), atuam contra possiveis ataques de
fitopatdgenos, produzindo moléculas e compostos fendlicos que induzem modificacBes na
parede celular do vegetal (Mengistu, 2020), ou até mesmo como agentes de controle bioldgico
e indutores no processo de resisténcia induzida a fitopatdégenos (Yao et al., 2017; Fontana et
al., 2021). Com esta peculiar relacdo os endofitos recebem protecdo, nutrientes organicos,
conquistam habilidades de competicdo e a possibilidade de transmissdao para as futuras
geracOes de plantas hospedeiras (Mengistu, 2020; Grabka et al., 2022).

Os endofitos utilizam mecanismos de efeito direto como a producédo de antibidticos e a
secrecdo de enzimas liticas na protecdo de plantas contra patdgenos. Além disso, utilizam
efeitos indiretos relacionados a estimulagdo da producdo de fitoalexinas (moléculas
antimicrobianas) pelas plantas e efeitos ecoldgicos na ocupacédo espacial do nicho dos tecidos
vegetais como auxilio na protecdo contra patdégenos (Gao; Dai; Liu, 2010). Por exemplo,
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espécies endofiticas de Epichloé presentes em Achnatherum sibiricum amenizaram
significativamente os danos causados pelo patégeno Curvularia lunata, bem como outros
patogenos da Ordem Erysiphales (Shi et al., 2020).

A funcdo como biocontrolador de fitopatogenos pode ser explorada no manejo
integrado de doencas de plantas, melhoramento a manutengdo de sistemas agricolas, nos quais
o endofito pode ser utilizado de forma alternativa como bioinoculante, para reduzir a
necessidade do uso de pesticidas sintéticos e consequentemente trazer beneficio na
produtividade das culturas (Orozco-Mosqueda et al., 2021; Adeleke et al., 2022). Segundo
Chen et al. (2020), entender o papel ecoldgico dos endéfitos pode trazer beneficios para as
lavouras por meio da criacdo de estratégias que possibilitem a manutencdo do habitat,
principalmente para o gerenciamento de pragas nos cultivos.

Ao longo do tempo, os enddfitos tém despertado a atencdo da biotecnologia por serem
organismos capazes de sintetizar diversas moléculas bioativas e produtos naturais que podem
ser utilizados como recursos terapéuticos (Rajamanikyam et al., 2017; Silva et al., 2022).
Esses novos compostos quimicamente diversos que incluem alcaloides, esteroides,
terpenoides, compostos aromaticos e saponinas, por exemplo, atuam principalmente como
fontes priméarias promissores para produtos farmacéuticos antibacterianos, antivirais,
antiparasitarios, imunomoduladores, antidiabéticos, antitumorais, antioxidantes e anti-
inflamatdrios (Fadiji; Babalola, 2020; Manganyi; Ateba, 2020; Adeleke; Babalola, 2021).
Ademais, estudos que envolvem atividades antifingicas podem nortear a identificacdo de
novos compostos secundarios naturais para a producdo sustentvel de novos agroquimicos
(Deshmukh et al., 2020).

3.2 TAXONOMIA FUNGICA

A identificacdo poliféasica dos fungos para delimitacdo de espécies inclui ferramentas
de diagnostico baseadas na fenotipagem, perfil fisioldgico e proteico com a utilizacdo da
espectrometria de massa de tempo de voo de dessor¢do/ionizagéo a laser assistida por matriz
(MALDI-TOF), além de sequéncias de DNA ou reconstrugdo filogenética (Licking et al.,
2020; Lucking et al., 2021).

A anélise fenotipica dos espécimes é uma ferramenta importante para a catalogacéo da
diversidade fangica (Lucking et al., 2020; Licking et al., 2021). O diagnéstico das estruturas
vegetativas e das caracteristicas morfoldgicas sexuais e assexuais dos fungos demanda uma

investigacdo cuidadosa por exames microscopicos (Licking et al., 2020). Alguns critérios
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como a coeréncia genealdgica, o isolamento reprodutivo e a distingdo fenotipica sdo
indispensaveis para a delimitacdo de espécies (Lucking et al., 2020).

A falta de divergéncia fenotipica entre alguns taxons pode estar relacionada a evolugao
homoplasica e uma disjuncdo entre o0 momento da separacdo genealdgica e fenotipica,
levando assim o surgimento de tdxons fenotipicamente cripticos (Licking et al., 2020). Com
base no fendtipo, taxonomistas utilizam como ferramentas de identificacdo chaves
dicotbmicas tradicionais a chaves interativas computadorizadas, descricdes originais de
especimes incluindo culturas e imagens para caracterizar grupos fungicos (Licking et al.,
2020).

Regras de nomenclatura sdo estabelecidas pelo Codigo Internacional de Nomenclatura
para algas, fungos e plantas (https://www.iapt-taxon.org/nomen/main.php) (Wang et al.,
2023). Com o avanco do sequenciamento do DNA, nomenclaturas duplas para um unico
fungo passaram para uma nova defini¢cao “um fungo, um nome”, combinando assim as formas
sexuais e assexuais (Lucking et al., 2020). Novos taxons precisam estar vinculados a uma
numeracdo, ou seja, um identificador emitido por repositérios reconhecidos que funcionam
como banco de dados, como o Index Fungorum (IF, http://indexfungorum.org/Index.htm), o
MycoBank (MB, https://www.mycobank.org/) e o mais recente Fungal Names (FN,
https://nmdc.cn/fungalnames/) (Wang et al., 2023).

Taxons individuais podem ser identificados com marcadores de DNA, enquanto que a
resolucdo da taxonomia de complexos de espécies pode requisitar abordagens filogenémicas
(Lucking et al., 2021). Sequéncias do espacador transcrito interno (ITS) sdo utilizadas como o
primeiro cédigo de barras de DNA para identificacdo dos fungos devido ao seu alto grau de
variabilidade interespecifica e regides conservadoras, porém evoluc@es especificas dentro dos
grupos fungicos requer a implementacdo de cddigos de barras de DNA secundarios
(alinhamento de sequéncias multiplas) como alternativa para fornecer maior precisdo nas
analises (Cuadros-Orellana et al., 2013; Liicking et al., 2020; Zhou; Maio, 2022).

Novas abordagens moleculares como a metagenémica trouxe avancos substanciais
para a taxonomia e consequentemente uma alternativa promissora para estudos do barcoding
de DNA (Licking et al., 2020). Segundo Zhou e Maio (2022), a metagendmica facilitara a
compreensdo e a protecdo das funcbes ecoldgicas dos fungos. Em uma escala gendmica,
menos de 1% das espécies fungicas descritas, 0 que corresponde a cerca de mil espécies,
foram sequenciadas por genoma (Zhou; Maio, 2022).

Algumas linhagens de fungos estdo sendo representadas apenas por dados de
sequéncia de sequenciamento de alto rendimento (metabarcodificacdo ambiental) para
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registrar a diversidade de fungos em uma escala global (Licking et al., 2021). Métodos de
metagendmica fungica como a metagendmica direcionada e shotgun, utilizando amostras
ambientais podem facilitar o conhecimento e o descobrimento de espécies ndo cultivaveis,
observando a relacdo da composicéo e a avaliacdo da estrutura da comunidade e do conteudo
genético (Cuadros-Orellana et al., 2013; Naranjo-Ortiz; Gabaldén, 2019b; Zhou; Maio, 2022).

Alem da caracterizacdo de comunidades microbianas, técnicas de sequenciamento de
alto rendimento permitem estudos voltados para o manejo, melhoramento e controle de
doencas, como também a selecdo de microrganismos associados as funcionalidades
ecologicas no comportamento fungo-planta em diferentes ambientes (Langa-Lomba et al.,
2023; Mesquita et al., 2024).

A taxonomia dos fungos forma um clado monofilético hiperdirverso dividido em nove
linhagens: Opisthosporidia, Chytridiomycota, Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota,
Zoopagomycota, Mucoromycota, Glomeromycota, Ascomycota e Basidiomycota, onde
Ascomycota representa 0 maior filo fngico com cerca de dois tergos das espécies descritas
(Naranjo-Ortiz; Gabaldon, 2019b). Segundo Naranjo-Ortiz e Gabalddn (2019b), estudos
filogendmicos confirmaram a monofilia dos Ascomycota e Basidiomycota, como também
organizaram o grupo dos fungos zigospéricos em um conjunto definido de linhagens

filogenéticas.

3.3 FUNGOS FITOPATOGENICOS

Fungos fitopatogénicos sdo organismos que causam danos ao invadir os tecidos do
hospedeiro, perturbando suas principais fungbes vitais. Podem acarretar diminuicdo da
qualidade e rendimento das culturas e consequentemente gerar graves perdas na produtividade
das colheitas (Crous et al., 2019; Jain et al., 2019; Peng et al., 2021). Esses patdgenos adotam
estilos de vida diferentes de acordo com sua interacdo trofica com o hospedeiro, levando em
consideracdo o processo de invasdo e colonizacdo das células vegetais. Portanto, podem ser
caracterizados como necrotréficos, quando causam a morte das células e disseminam a
necrose durante a infeccdo; biotréficos, quando colonizam o tecido vivo; e hemibiotréficos,
quando combina os estilos de vida biotréfico (crescimento somatico) e necrotréfico (producao
de esporos) (Doehlemann et al., 2017; Précigout et al., 2020).

Mais de 19.000 fungos sdo conhecidos como causadores das principais doencas, tais
como podriddo, murcha, tombamento, antracnose e ferrugem em plantas cultivadas

mundialmente (Jain et al., 2019). Evidéncias fosseis com cerca de 250 milhdes de anos ja
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registravam as doencas que afetam as plantas e consequentemente a coevolucéo reciproca e a
selecdo mutua entre os patdgenos e seus hospedeiros (Santini et al., 2018; Peng et al., 2021).
Algumas cepas de fungos potencialmente patogénicas perdem ou reduzem a capacidade de
causar doenca e acabam ocupando o nicho vegetal, quando genes de patogenicidade sdo
interrompidos (Idnurm; Howlett, 2001).

Um desequilibrio na relacdo simbidtica entre os fungos endofiticos e seus hospedeiros
vegetais produz reducéo da aptidao do vegetal e o aparecimento de sintomas de doencas, logo,
a relacdo pode passar ao parasitismo (Yan et al., 2019). A base dos estudos que modulam a
compreensdo dos principais fatores que determinam a mudanca no estilo de vida do fungo
endofitico para potencialmente patogénico estdo voltados para fatores genéticos, bioquimicos
e fisiologicos dos fungos, porém os resultados ainda ndo sdo bem esclarecidos (Kogel;
Franken; Huckelhoven, 2006; Tanaka et al., 2006). Segundo Xu et al. (2016), padrbes
divergentes na expressdo de secretomas envolvidos na quebra da parede celular vegetal e nos
processos de oxirreducdo exibem diferencas relacionadas a interagfes mutualisticas e
patogénicas dos fungos.

No processo de infeccdo e colonizacdo, alguns patdgenos secretam proteinas efetoras
(pequenos peptideos ricos em cisteina) apoplasticas e/ou intracelulares de viruléncia, tais
como fitohormdnios e pequenos RNAs para aniquilar ou resistir as principais defesas da
planta, suprimir a imunidade inata do vegetal, estimular a morte celular e/ou manipular seus
processos bioldgicos (Xu et al.,, 2016; Tarigjaveed et al., 2021; Peng et al., 2021). Os
patdgenos utilizam estruturas como hifas invasoras e haustérios para excretar os efetores
(Tarigjaveed et al., 2021). Segundo Dodds (2010), proteinas efetoras altamente diversas
contribuem para a abundancia de hospedeiros e especiacdo do parasita, alem disso, como
modo de adaptacdo, as mesmas evoluem rapidamente. Outros compostos organicos como as
proteinas G heterotriméricas (Meena et al., 2019), enzimas de degradacdo da parede celular e
cuticula, reguladores de crescimento e seus analogos que perturbam os niveis hormonais
enddgenos das plantas (Peng et al., 2021) também sdo relevantes na regulacdo da
patogenicidade dos fungos fitopatogénicos.

Os fungos fitopatogénicos podem utilizar mecanismos como a transferéncia horizontal
de genes e a transferéncia horizontal de cromossomos para conquistarem novos hospedeiros,
isso pode ser observado em cromossomos envolvidos na producdo de toxinas especificas do
hospedeiro que auxiliam cepas ndo patogénicas de Alternaria a se tornarem patogénicas e se
adaptarem as novas variedades de plantas (Mehrabi et al., 2011). As toxinas liberadas pelos

fitopatdgenos sdo compostos ndo enzimaticos de baixo peso molecular que provocam danos
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muitas vezes irreversiveis e estdo relacionadas a expressdo dos principais sintomas como
necrose, clorose, podriddo, murchamento, cancro, manchas foliares e doengas vasculares
(Andolfi et al., 2011; Akpaninyang; Opara, 2017; Peng et al., 2021).

Os patdgenos fangicos representam uma preocupante ameaca na reducdo gquantitativa
e qualitativa de producGes agricolas de culturas economicamente importantes que geram
grandes rendimentos durante todo o ano, e o acometimento das plantas por fitopatdgenos
causam impactos sociais catastroficos e reduzem a segurancga alimentar (Jain et al., 2019;
Savary et al., 2019; Ristaino et al., 2021). Por exemplo, epidemias de ferrugem da soja no
Brasil e Paraguai causada pelo patdgeno Phakopsora pachyrhizi, entre os anos de 2001 e
2003, causaram grandes prejuizos. Apenas em 2003, a doenca foi registrada em 90% dos
campos no territorio brasileiro e perdas de 2,2 milhdes de toneladas métricas de gréos de soja
foram projetadas, significando um prejuizo de 487,3 milhdes de dodlares (Yorinori et al.,
2005). Segundo dados catalogados pelo Consorcio Antiferrugem (2023), o Brasil registrou
diminui¢do no numero de ocorréncias dessa doencga na safra 2022/23 com 295 casos em
comparacdo aos ciclos anteriores das safras 2020/21 e 2021/22 que registraram
respectivamente, 385 e 573 casos.

Segundo Santini et al. (2018), a persisténcia a longo prazo e a estabilidade do
ecossistema resultam de intensas pressdes de selecdo nas populages de patégenos e
hospedeiros geradas durante as epidemias. Hampf et al. (2021), mapeando a distribuicéo
espacial das principais doencas da soja e do milho no sul da Amazoénia, observaram que a
ferrugem do milho, antracnose e a mancha foliar estdo entre as doengas mais severas das
culturas de milho e soja, respectivamente. As doencas e pragas que afetam culturas de soja e
milho podem acarretar perdas anuais de rendimento por volta de 3,75 milhdes de toneladas
nas safras e dois bilhGes de dolares de desvantagem econémica.

Doencas fangicas associadas a pré e pos-colheita podem causar destrui¢do dos frutos e
até mesmo a morte das plantas, acarretando, consequentemente, prejuizos na comercializacao
dos produtos. Por muitas vezes, para o controle dos fungos fitopatogénicos, os produtores
utilizam defensivos agricolas tdxicos que podem provocar sérios danos nos sistemas
bioldgicos naturais e desencadear o desenvolvimento da resisténcia nos fungos (Hahn, 2014;
Peng et al., 2021). A busca por alternativas ndo poluentes e eficazes vém ganhando énfase em
todo 0 mundo e o uso de antagonistas fungicos como método viavel na aplicacdo do controle
biolégico tem demonstrado sua importdncia para a construgdo de sistemas agricolas
sustentaveis (Thambugala et al., 2020). Novas tecnologias, como a sintese de nanoparticulas

biorreduzidas estaveis, econdmicas e ecologicamente corretas extraidas de extratos vegetais
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sdo capazes de suprimir patégenos fungicos e promover o crescimento das plantas (EI-Baky;
Amara, 2021).

3.4 SISTEMAS DE MANEJO AGRICOLA: ORGANICO E CONVENCIONAL

O sistema de manejo organico envolve praticas que promovem a conservacao,
sustentabilidade e biodiversidade, estimulando interacfes ecolégicas benéficas, além de
desempenhar um papel positivo na seguranca alimentar global (Reganold; Wachter, 2016;
Blundell et al., 2019). Essas praticas incluem metodos de diversificagdo de culturas e a
utilizacdo de cobertura morta (Blundell et al., 2019; Igbal et al., 2020).

Alimentos organicos detém menos ou nenhum residuo de insumos sintéticos, como
biocidas e fertilizantes (Reganold; Wachter, 2016). A nutricdo a base de alimentos orgéanicos
provoca um maior consumo de micronutrientes antioxidantes e compostos fenolicos,
vitaminas C, ferro, substdncias supressoras de acdes mutagénicas e menos nitrato, em
contraste aos alimentos produzidos convencionalmente (Crinnion, 2010; Lairon, 2010;
Kazimierczak et al., 2019).

No Brasil, a producdo e comercializacdo de produtos organicos passa por uma
certificacdo compulsoria estabelecida pela Lei Federal n°® 10.831/2003, regulamentada pelo
Decreto n® 6.323/2007 (MAPA, 2023). De acordo com a Lei Federal n° 10.831/2003

sancionada:

“Art. 12 Considera-se sistema organico de producdo agropecudria todo aquele em
que se adotam técnicas especificas, mediante a otimizacdo do uso dos recursos
naturais e socioecondmicos disponiveis e o respeito a integridade cultural das
comunidades rurais, tendo por objetivo a sustentabilidade econémica e ecolégica, a
maximizacdo dos beneficios sociais, a minimizacdo da dependéncia de energia nao-
renovavel, empregando, sempre que possivel, métodos culturais, biolégicos e
mecanicos, em contraposi¢do ao uso de materiais sintéticos, a eliminagéo do uso de
organismos geneticamente modificados e radiagdes ionizantes, em qualquer fase do
processo de producdo, processamento, armazenamento, distribuicdo e
comercializag8o, e a protecdo do meio ambiente (Lei n® 10.831, de 23 de dezembro
de 2033, p. 1).”

Os produtos oriundos da agricultura organica sao regulamentados e inspecionados por
intermédio de auditorias pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e
pelo Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro), nos quais
determinam as instrugdes normativas, diretrizes e regulamentos técnicos necessarios para a
conversdo de propriedades, produgdo, plano de manejo, praticas e a utilizacdo de insumos

permitidos nos sistemas organicos de producdo (MAPA, 2023). Em 20 de junho de 2014, a
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Instrugdo Normativa n® 18 instituiu o selo oficial do Sistema Brasileiro de Avaliagdo da
Conformidade Orgéanica (SisOrg), bem como estabeleceu as exigéncias para a sua utilizacao
(MAPA, 2023).

Dados do Censo Agropecuario 2017 (IBGE, 2017) revelam que no Brasil existem
68.716 estabelecimentos agropecuarios certificados para a produgdo organica, niUmero que
demonstrou um crescimento exponencial comparado ao Censo realizado em 2006. A relacdo
das unidades de producdo organica, bem como os produtos comercializados no Brasil e
consequentemente a listagem dos 6rgdos fiscalizadores pode ser obtida desde 2011 pelo
Cadastro Nacional de Produtos Organicos (CNPO) no site disponibilizado pelo MAPA
(Vilela et al., 2019).

Apesar da caracteristica sustentavel que evidencia a producdo adequada de alta
qualidade juntamente com a melhoria e utilizacdo dos recursos naturais, a agricultura organica
na maioria dos casos apresenta uma produtividade menor em consideracdo ao rendimento
quando comparada a agricultura convencional. Porém, é um segmento do mercado de
alimentos que vem crescendo rapidamente e ganhando adeptos, gracas aos altos valores
benéficos para a salide humana e o0 meio ambiente (Reganold; Wachter, 2016; Shennan et al.,
2017; Blundell et al., 2019; Azarbad, 2022).

A criacdo de tecnologias inovadoras gera sustentabilidade e opcBes limpas no campo
da agricultura organica, por exemplo, a utilizacdo de bioestimulantes a base de extrato de
folha de Eucalyptus camaldulensis acrescido de silicato de potassio (K2SiO3) e Trichoderma
viride (10® esporos/ml) + KSiO3 (500 mg/L) provoca um aumento significante na
produtividade de frutos de abobrinha (Abd-Elkader et al., 2022). Ademais, essas tecnologias
enfatizam praticas de conservacdo do solo e da agua (Reganold; Wachter, 2016),
enriquecimento dos teores de carbono e nitrogénio (Blundell et al., 2019; Lori et al., 2022),
além da utilizacdo de variedades resistentes para 0 melhoramento vegetal, a exemplo, de
Cucurbita pepo var. cylindrica, empregada como resistente a doenca do oidio em culturas de
abobrinha (Margaritopoulou et al., 2022).

Métodos de diversificagdo de culturas sdo responsaveis pelo manejo natural de pragas
e nutrientes dentro da agricultura orgénica (Shennan et al., 2017; Blundell et al., 2019).
Melhorias nas técnicas de manejo organico impulsionam o aumento da diversidade,
composicao, riqueza, uniformidade e atividade microbiana nos solos (Azarbad, 2022; Lori et
al., 2022).

O sistema convencional de producdo de alimentos, por sua vez, recorre a produtos

quimicos para a manutencdo de culturas agricolas, levando ao acumulo de pesticidas no solo,
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0 que pode gerar impactos negativos no ecossistema como o desequilibrio na diversidade
bioldgica, contaminacdo de lencgois freaticos e a reducdo da capacidade e eficiéncia dos
organismos em degradar 0s compostos quimicos. Além disso, pode provocar o0
desenvolvimento de cepas resistentes (Azarbad, 2022; Khalil et al., 2023). O impacto dessas
pulverizagdes quimicas necessita de a¢des de vigilancia e controle.

A Lei dos Agrotdxicos n° 7.802, de 11 de julho de 1989, regulamentada pelo Decreto
n° 4.074/2002, estabelece em todo territdrio brasileiro os principios e regras para producao,
armazenamento, comércio e utilizacdo de produtos e/ou agentes de processos fisicos,
quimicos e bioldgicos que tém como finalidade alterar a composi¢do da flora ou fauna.
Orgéos competentes como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, o Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA e 0 MAPA séo
responsaveis pelas avaliacbes de riscos e impactos na saude, meio ambiente e eficacia
agronémica, respectivamente, para a obtencdo e emissdo dos registros dos agroquimicos
(MAPA, 2017).

As culturas de abobrinha e pimentéo estdo entre aquelas para as quais hd um numero
reduzido de agrotoxicos e afins registrados para uso. Em funcdo disso existe um baixo
atendimento das demandas fitossanitarias para essas culturas, colocando-as assim como
Culturas com Suporte Fitossanitario Insuficiente (CSFI), também conhecidas como "Minor
Crops", estabelecida pela Instrucdo Normativa Conjunta n°® 1, de 23 de fevereiro de 2010
(MAPA, 2017). Os principais produtos registrados e suas respectivas classes agronémicas

para a utilizagdo nas culturas de abobrinha e pimenté&o estéo listadas na tabela 1.

Tabela 1 — Agroquimicos registrados no Brasil para as culturas de abobrinha e pimentdo - "Minor Crops".

MARCA INGREDIENTE ATIVO CLASSE CULTURAS
COMERCIAL AGRONOMICA
Fortuna 800 WP Mancozebe Acaricida, fungicida Pimentao*
Redshield 750 Oxido Cuproso Fungicida Pimentdo*
Cobre Fersol Oxicloreto de cobre Fungicida Pimentéo
Applaud 250 Buprofezin Inseticida Pimentdo,
abobrinha
Kasumin Casugamicina Bactericida Pimentdo,
abobrinha
Ortus 50 SC Fenpiroximato Acaricida Pimentdo,
abobrinha
Select 240 EC Cletodim Herbicida Pimentdo
Collis Boscalida + cresoximmetilico Fungicida Pimentéo
Imunit Alfa-cipermetrina + teflubenzurom  Inseticida Pimentdo,
abobrinha
Infinito Cloridrato de propamocarbe + Fungicida Pimentdo,
fluopiucolida abobrinha
Mythos Pirimetanil Fungicida Pimentdo,

abobrinha
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Tabela 1 — Continuagéo.

MARCA COMERCIAL INGREDIENTE CLASSE CULTURAS
ATIVO AGRONOMICA

Oberon Espiromesifeno Inseticida e acaricida Piment&o

Delegate Espinetoram Inseticida Pimenté&o, abobrinha

Avatar Indoxacarbe Inseticida Piment&o*, abobrinha*

Benevia Ciantraniliprole Inseticida Pimenté&o, abobrinha

Rumo WG Indoxacarbe Inseticida Pimentéo, abobrinha

Kaiso 250 CS Lambda-cialotrina Inseticida Piment&o, abobrinha

Tenaz 250 SC Flutriafol Fungicida Pimentéo, abobrinha

Kaligreen Tetraconazol Fungicida Abobrinha

Forum Dimetomorfe Fungicida Abobrinha

Orkestra SC Fluxapiroxade + Fungicida Abobrinha
piraclostrobina

Consento Fenamidona + Cloridrato Fungicida Abobrinha
de propamocarbe

Nativo Tebuconazol + Fungicida Abobrinha
trifloxistrobina

Dicarzol 500 SP Cloridrato de formetanato  Acaricida, inseticida Abobrinha

Harpon WG Cimoxanil + zoxamida Fungicida Abobrinha

Premio Clorantraniliprole Inseticida Abobrinha

Defend WDG Enxofre Acaricida Abobrinha

Amistar Top Azoxistrobina + Fungicida Abobrinha
difenoconazol

Revus Mandipropamida Fungicida Abobrinha

Decis 25 EC Deltametrina Inseticida Piment&o, abobrinha

Azamax Azadiractina Inseticida Abobrinha*

* Cultura com restricdo de uso do agroquimico

Fonte: AGROFIT (https://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/principal_agrofit_cons).

A utilizacdo de agrotdxicos no Brasil se expande desde 1990. Em 2019 existiam cerca
de 13.300 registros, dos quais 70% do que era consumido continha como ingrediente ativo o
glifosato, 2,4-D, mancozebe, acefato, Oleo mineral, atrazina, 6leo vegetal, dicloreto,
imidacloprido, oxicloreto de cobre e outros. Entre o periodo de 2015 e 2017 a regido Centro-
Oeste foi a maior consumidora de agroquimicos (Moraes, 2019). O consumo de alimentos
com residuos de agrotoxicos, ao longo do tempo, causa impactos sobre a salide humana.
Como exemplo, os ingredientes ativos 2,4-D e atrazina classificados como categoria 2 podem
causar atividade bioldgica relacionada a desregulacdo enddcrina, mancozebe (Grupo B -
provavel carcinégeno para humanos) e glifosato (Grupo 2A - provavel cancerigeno)
(Friedrich et al., 2021). Na meta-analise realizada por Yan et al. (2016) foi verificada uma
associacdo positiva entre a exposicdo a pesticidas e a doenca de Alzheimer. Larsen, Gaines e
Deschénes (2017) documentaram que niveis altissimos de exposicdo residual a pesticidas
durante a gestagéo acarretou em resultados adversos (5-9%) nos nascimentos no Vale de San

Joaquim, na Califérnia. Porém, as consequéncias dessa exposic¢ao continuam incertas.
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O principio de aplicagdo de enddfitos na agricultura viabiliza uma consideravel rota
alternativa para a reducéo dos custos de producéo e sobrecarga do meio ambiente, aumento do
rendimento e produtividade, bem como auxilia na diminui¢do dependente dos agroquimicos e
reducdo do melhoramento genético. Portanto, os enddfitos desempenham papéis significativos
na regulagdo, desenvolvimento, adaptagéo e tolerancia das plantas frente a estresses bioticos e

abioticos em sistemas agricolas (Chitnis et al., 2020).

3.5 ABOBRINHA (Cucurbita pepo L.)

A abobrinha (Cucurbita pepo L.) pertence a familia Cucurbitaceae, que é composta
por 125 géneros e 960 espécies, sendo muitas delas economicamente importantes (Verdejo-
Lucas; Talavera, 2019). O género Cucurbita possui 32 espécies (Torezani et al., 2017) e a
abobrinha esta relacionada ao grupo da subsp. pepo (Paris, 2010) que exibe um fruto de
formato alongado, consumido quando imaturo. A espécie, no geral, possui grande
variabilidade e cores unicas, sendo fenotipicamente a mais polimdrfica do género (Heiden;
Barbieri; Neitzke, 2007; Verdejo-Lucas; Talavera, 2019; Xanthopoulou et al., 2019). E uma
cultura com distribuicdo predominantemente tropical, porém bem adaptada a regides
temperadas, originaria da Ameérica do Norte e Central (Verdejo-Lucas; Talavera, 2019;
Xanthopoulou et al., 2019).

No Brasil, os principais estados produtores de abobrinha sdo Minas Gerais, Sdo Paulo
e Rio de Janeiro que juntos ultrapassam 102 mil toneladas das 158.518 toneladas produzidas
em todo territorio brasileiro. Mais de 34.800 estabelecimentos agropecuérios no Brasil
desenvolvem esta atividade econdmica que movimenta em torno de 133.284.000 reais gerados
no valor da producdo desta hortalica (IBGE, 2017). O Nordeste é a quarta regido mais
produtora e Pernambuco sustenta a terceira posi¢cdo na regido, produzindo cerca de 717
toneladas, ficando atrds apenas dos estados da Bahia (2.639 toneladas) e do Ceara (944
toneladas).

A abobrinha exerce papel positivo na alimentacdo humana e animal com grande valor
nutricional e baixo valor calérico (15 kcal/100g). Na sua composi¢do, Varios nutrientes sao
encontrados, tais como carboidratos (2,699/100g), proteinas (1,14g/100g), vitaminas A, do
complexo B, vitamina C e K, além dos principais minerais como célcio, ferro, magnesio,
fésforo, potassio, sodio, zinco, cobre, manganés e selénio (USDA database). Alguns ensaios

demonstraram que componentes presentes nos frutos exibem atividades antigenotoxicas e
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citotoxicas, além de processos antiproliferativos e pré-apoptéticos em relagdo a células de
leucemia promielocitica humana (Martinez-Valdivieso et al., 2017).

Cucurbita pepo expressa, como caracteres vegetativos, caule duro e marcadamente
anguloso, habito de crescimento ereto com hastes curtas (Figura 2.A) e folhas aculeadas com
recorte geralmente profundo ou intermediario de coloracéo verde e manchas prateadas (Figura
2.B). As flores sdo amarelas e apresentam florescimento monoico (Figura 2.C). Os frutos séo
alongados com cerca de 20 cm de comprimento (Figura 2.D), extremidades afiladas e possui
polpa branca ou creme, apresentam casca dura, muitas vezes com nervuras e desenvolvem
pedunculo anguloso com ou sem aculeos, além de sementes que variam de brancas a tons de
marrom claro, com superficie lisa e notavel pelicula (Heiden; Barbieri; Neitzke, 2007;
Figueira, 2008).

Figura 2 — Principais caracteristicas de Cucurbita pepo: (A) Planta de habito ereto, (B) Folhas, (C) Flor e (D)

Fruto.

Fonte: Oliveira, T.G.L. (2024).

A cultura da abobrinha pode ser observada nos sistemas convencionais e organicos
(Toscano et al., 2021), sob ambiente protegido (Costa et al., 2015; Nasser et al., 2022),
campo aberto (Nasser et al., 2022) e hidrop6nico (Dantas et al., 2022). Na Unido Europeia,
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quase toda producdo € realizada em estufas (Novas et al., 2019). Os principais métodos
culturais utilizados no cultivo da abobrinha por semeadura direta é a utilizacdo de solos com
textura média, ricos em matéria organica, umidos, drenaveis e com pH entre 5,6 — 6,7. O ciclo
¢ de periodo anual e geralmente para o plantio, agricultores utilizam espagamentos entre
fileiras (100-120 x 60-70 cm) em sulcos ou covas abertas de 15 a 20 cm de profundidade
(Figueira, 2008; Ramos et al., 2010). Temperaturas médias entre 18 °C — 27 °C séo
necessarias para o cultivo e a colheita ocorre entre 45-60 dias ap0os o plantio (Figueira, 2008).
No Brasil, em regides menos frias, a abobrinha pode ser colhida até o0 més de junho (Hora;
Camargo; Buzanini, 2018). Temperaturas elevadas interferem no processo de polinizacéo e
durante o periodo outono-inverno a irrigacao por aspersao ou gotejamento € essencial para a
manutencdo do cultivo (Figueira, 2008).

As viroses estdo dentre as principais doencas que acometem as cucurbitaceas em geral.
O virus do mosaico amarelo da abobrinha (Zucchini yellow mosaic virus — ZYMV), por
exemplo, causa deformacdes em folhas e frutos, reduz o desenvolvimento da planta e
prejudica a producdo (Lima, 2011). Alternativas de controle como a utilizacdo de
nanoestruturas de 6xido de cobre (Derbalah et al., 2022) e desinfetantes (Coutts; Kehoe;
Jones, 2013) tém sido exploradas para o controle do ZYMV.

As doengas fungicas mais comuns e relevantes que acometem o cultivo da abobrinha,
juntamente com seus respectivos agentes etiologicos, principais sintomas e condicfes

favoraveis para o desenvolvimento das patologias estdo descritas na tabela 2.

Tabela 2 — Principais doencas fingicas que acometem o cultivo da abobrinha.

DOENGCA  AGENTE SINTOMAS CONDICOES REFERENCIAS
ETIOLOGICO FAVORAVEIS
Antracnose  Gloeosporium Lesdes de coloragdo marrom Umidade; Dias e Terao
orbiculare escuras, levemente deprimidas. Temperaturas entre  (2006)
Sindnimo: 19°Ce24°C
Colletotrichum
orbiculare
Mofo Botrytis cinerea  Crescimento extenso de micélios Umidade; Cheon e Jeon
cinzento e conidios cinzentos nos caules e  Temperaturas frias (2013)
frutos; lesGes necroticas.
Oidio Podosphaera LesBes clordticas nas superficies  -- Margaritopoulou
xanthii das  folhas; inibicdo  da et al. (2022)

fotossintese devido ao aclimulo

de micélio branco nas folhas.
Podridédo Didymella Damping-off ~em  plantulas; Umidade elevada; Dias e Terao
negra bryoniae manchas necroéticas circulares Temperaturas entre (2006)

nos cotilédones; necrose e cancro 5°Ce 35 °C

nos ramos; manchas grandes e

circulares com halos cloréticos

nas folhas.
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Tabela 2 — Continuag&o.

DOENCA  AGENTE SINTOMAS CONDICOES REFERENCIAS
ETIOLOGICO FAVORAVEIS
Podridéo- Fusarium solani  LesGes encharcadas com Elevada umidade Diase Terao
por- f. sp. cucurbitae  crescimento micelial cotonoso relativa do ar; (2006); Khalil et
Fusarium branco; fissuras; murcha, Temperatura cerca al. (2023)
podriddo e morte sudbita do de30°C
vegetal.

Fonte: Oliveira, T.G.L. (2024).

3.6 PIMENTAO (Capsicum annuum L.)

O pimentdo (Capsicum annuum L.) pertence a familia Solanaceae e é amplamente
distribuido por toda América Latina. Foi introduzido no Brasil importado da Espanha e
integrava o tipo Casca Dura (Blat; Costa, 2007; Lopes et al., 2018). A composicdo e a
quantidade de nutrientes existentes nesta hortalica como as vitaminas A, B1, B2, C e E, e
minerais como calcio, ferro e fosforo demonstram seu valor nutricional e contribuem fazendo
com que esta hortalica permaneca entre as mais 10 consumidas no mercado brasileiro e
mundial (Blat; Costa, 2007; Aradjo Neto, 2009; Oliveira et al., 2015; Anaya-Esparza et al.,
2021).

O género Capsicum é composto por pelo menos 32 especies, das quais cinco (C.
annuum, C. baccatum, C. chinense, C. frutescens e C. pubescens) foram domesticadas e sdo
utilizadas como base para a ampla comercializacdo (Parsons et al., 2012). Capsicum annuum
distingue-se por sua variabilidade e as demais espécies pela resisténcia a pragas e doencas
(Lima; Lopes; Café Filho, 2004).

O pimentdo pode ser comercializado tanto verde como maduro e comumente podemos
encontrd-lo com diferentes variedades de tamanho, forma e coloragdo (verde, vermelho,
amarelo, laranja, creme e roxo) dependendo de seus estagios de maturacdo (Araljo Neto,
2009; Aragdo et al., 2011; Lopes et al., 2018; Anaya-Esparza et al., 2021). Por ser uma
cultura de periodo curto e que gera rapido retorno econdmico para 0S pequenos e médios
produtores (Lopes et al., 2018), o papel socioeconémico desta cultura no Brasil apresenta
grande significancia para o setor agricola, que em 2017 ocupava uma area de 11.188 hectares
em todo territorio brasileiro (EMBRAPA hortaligas, 2019).

No Censo Agropecudrio realizado pelo IBGE (2017), mais de 32.500 estabelecimentos
com horticultura de pimentdo foram analisados no pais e juntos apresentaram uma
produtividade média de 224.286 toneladas de pimentdo, com destaque para as Regibes

Sudeste e Nordeste que alcancaram 124.671 e 57.239 toneladas, respectivamente. A
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distribuicdo do plantio dentro da Regido Sudeste tem o Estado de S&o Paulo (60.176
toneladas) como maior produtor. Na Regido Nordeste a énfase vai para os Estados da Bahia
(22.720 toneladas) e do Ceara (15.704 toneladas). Pernambuco ocupa a terceira posicao,
sendo responsavel por uma producdo de 8.460 toneladas de pimentdo. O valor médio da
venda deste fruto foi de 312.159.000 de reais (IBGE, 2017).

A planta do pimentéo € do tipo arbustiva com 40 a 150 cm de altura (Figura 3.A). Suas
raizes podem atingir 1 m de profundidade, as folhas exibem peciolo comprido, apresentam o
formato eliptico com terminagdes em apice agudo, de coloracdo verde escuro, com bordos
lisos e se posicionam de forma alternada no caule (Figura 3.B). As flores sdo pentameras,
hermafroditas, solitarias, de coloracdo branca e bem pequenas, com aproximadamente 1 a 2
cm de didmetro (Figura 3.C). O fruto constitui-se uma baga lisa e lustrosa por fora, com 2 a 4
I6culos (Figura 3.D). No interior do fruto encontramos as sementes de forma chata,
arredondadas e de coloragdo palha aderidas a placenta central (Figura 3.E) (Blat; Costa, 2007;
Martins Janior, 2019).

Figura 3 — Principais caracteristicas de Capsicum annuum: (A) Arbusto, (B) Folha, (C) Flor, (D) Fruto e (E)

Fruto e sementes.

Fonte: Oliveira, T.G.L. (2024).
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Os frutos, sementes e folhas do pimentdo carregam em sua composi¢cdo um perfil
fitoquimico (flavonoides, carotenoides, fendis) que pode gerar propriedades importantes que
sdo utilizadas nas industrias farmacéuticas como antioxidantes, antibacterianas, antifingicas,
imunossupressoras e imunoestimulantes (Anaya-Esparza et al., 2021).

No periodo de germinacdo, a planta necessita de temperaturas em torno de 25 °C e
solos com baixo teor de umidade, porém uma boa irrigacdo e temperaturas entre 20 e 25 °C
durante seu desenvolvimento e no periodo de floragdo sdo essenciais para o crescimento e
frutificacdo. Os solos adequados para o cultivo demandam pH 5,5 a 6,8, de preferéncia ricos
em matéria organica, bem arejados, profundos e arenosos (Blat; Costa, 2007).

Com o objetivo de melhorar o cultivo, boas praticas agricolas foram estabelecidas e
regulamentadas na Instrugdo Normativa n° 40 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento - Norma Técnica Especifica para a producdo integrada do pimentdo
(EMBRAPA hortaligas, 2019). O cultivo do pimentdo pode ocorrer tanto em campo aberto
quanto em estufas (Blat; Costa, 2007), além de outros sistemas como o cultivo organico em
ambiente protegido (Almeida et al., 2021), cultivo convencional e direto (Oliveira et al.,
2015), cultivo hidrop6nico (Carvalho et al., 2019) e semi-hidrop6nico (Santos et al., 2019).

Por ser uma planta adaptada a regides de clima tropical, é sensivel a baixas
temperaturas e geralmente o plantio é realizado na primavera-verdo. Todavia, regides de baixa
altitude e com inverno ameno, além dos sistemas de cultivo protegido, que permitem controlar
as condicBes ambientais proporcionando boa produtividade e frutos de qualidade, asseguram
o plantio de pimentdo em periodos de entressafra (Blat; Costa, 2007; Aragdo et al., 2011).

Para a producdo das culturas do pimentdo, geralmente é realizado o método de
producdo de mudas em sementeiras utilizando bandejas com substrato agricola, como esterco
bovino ou coprdlitos de minhocas (fonte de nutrientes) e casca de arroz carbonizada como
condicionante fisico (Blat; Costa, 2007; Araujo Neto, 2009). As mudas sdo colocadas em
estufas onde o ambiente é protegido, mas permite a passagem de luz e o controle da irrigacdo.
Consequentemente, este método traz como vantagem a selecdo de mudas mais vigorosas,
menos danosas as raizes e um maior controle fitossanitario. As mudas geralmente ficam
prontas para o transplante em campo cerca de 30 a 40 dias quando ja apresentam 7 a 8 folhas
definitivas. Apos o transplante é necessario que o local de cultivo seja irrigado por aspersao
ou gotejamento por pelo menos uma ou duas vezes por semana € a umidade precisa
permanecer uniforme para evitar o acimulo de dgua que pode contribuir para o aparecimento

de doencas como a podridao do colo e da raiz (Blat; Costa, 2007).
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Entre as doengas fungicas que acometem o pimentdo, a murcha de esclerddio ou
podriddo de esclerédio € provocada pelo fungo Agroathelia rolfsii (Basidiomycota), um
patdégeno que habita o solo e infecta numerosos hospedeiros de regides agricolas tropicais e
subtropicais, que na forma de esclerodio pode sobreviver por até cinco anos (Serra; Silva,
2005; Tofoli; Domingues, 2018). Plantas adultas doentes apresentam tamanho reduzido,
murcha progressiva devido ao estrangulamento da regido do colo (Figura 4.A) e folhas
amarelecidas. Na fase de plantula pode ocorrer o tombamento. O patdgeno apresenta
crescimento semelhante ao algoddo (Figura 4.B) nas lesbes ao redor ou abaixo do colo das
plantas e esclerddios de 1 a 2 mm de diametro sdo formados sobre o micélio (Figura 4.C). Os
frutos do pimentdo podem ser infectados e apodrecer quando entram em contato com o solo
contaminado (Pereira et al., 2015; Tofoli; Domingues, 2018).

Figura 4 — Plantas de pimentdo adultas com sintomas de murcha (A), crescimento micelial semelhante a algod&o
(B) e formagao de microesclerddios sobre o colo de planta infectada (C).

Fotos: Alexandre Pinho de Mowra |A e C) e Carlos Alberto Lopes |B)

Fonte: Pereira et al. (2015, p. 41).

Coelho Netto, Ferreira e Noda (2013) descrevem que a murcha de esclerédio é
frequente em plantas da familia Solanaceae na Amazbnia e que o manejo da doenca em
pimentdo pode ser favorecido pelo incremento de composto vegetal e a adi¢do do controlador
bioldgico Trichoderma harzianum ao solo.

A antracnose é a principal doenca fingica presente na cultura do pimentdo. Lesoes
podem ocorrer de forma isolada ou em grupo e a medida que a doenca progride podemos

observar a formacao de pequenos pontos pretos a olho nd, que correspondem as estruturas
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reprodutivas do fungo (acérvulos) (Figura 5). Em situacGes de alta umidade, observa-se a
formacdo de uma massa de coloracdo rosea ou alaranjada no centro das lesdes, constituida
pelos conidios do patdégeno. Nas hastes afetadas as lesdes sdo escuras em forma de estrias e as
folhas apresentam manchas necroéticas envoltas ou nao por um halo amarelado (Pereira et al.,
2015; Tofoli; Domingues, 2018). Nas mudas a doenca pode causar tombamento (Azevedo,
2006) e no periodo latente os sintomas podem aparecer na pos-colheita (Tdfoli; Domingues,
2018).

Figura 5 — Lesdes em frutos de pimentdo com caracteristicas de antracnose.

Fotos: Ricardo Borges Pereira

Fonte: Pereira et al. (2015, p. 33).

A doenca é mais destrutiva em periodos chuvosos porque 0s esporos podem ser
eficientemente dispersos e pode atingir todos os estadios de desenvolvimento da planta,
aumentando a incidéncia e severidade da doenca (Azevedo, 2006; Ferrari et al., 2011; Tofoli
et al., 2015). Em condigdes favoraveis a antracnose pode provocar graves perdas econdémicas
que variam de 60% a 100% das culturas (To6foli; Domingues, 2018). Estudos de
melhoramento genético para o desenvolvimento de cultivares resistentes funcionam como
fontes estratégicas para o controle da doenga (Silva et al., 2014; Giacomin et al., 2020).

O principal agente etiolégico da antracnose do pimentdo é o Colletotrichum
gloeosporioides, porém outras espécies do género podem ser isoladas como C. acutatum, C.
coccodes, C. capsici, C. dematium, C. boninense e C. scovillei (Ferrari et al., 2011; Téfoli et
al., 2015; Tofoli; Domingues, 2018). No entanto, espécies fitopatogénicas de Colletotrichum
também sdo capazes de colonizar plantas assintoméaticamente e expressam estilos de vida ndo

patogénicos (Vieira et al., 2012; Arena; Bernal; Imperial, 2019).
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O oidio do pimentdo causado por Leveillula taurica (Lev.) Arn., em situacfes de alta
incidéncia da doenga, causa principalmente a desfolhagem das plantas que pode gerar perdas
de até 80% na producéo, dessa forma, os frutos sofrem diversas injlrias, como a queima pela
radiacdo solar, e consequentemente acabam apresentando reducdo de tamanho (Pereira et al.,
2015, 2016). A doenca ndo ocorre na fase juvenil da planta e ataca principalmente culturas de
pimentdo em ambientes protegidos (Blat et al., 2005). O agente etiol6gico Leveillula taurica,
diferentemente dos demais oidios, exibe habito de crescimento interno (Blat et al., 2005). As
folhas sofrem com pequenas areas amareladas (areas clordticas) em sua face superior (Figura
6.A), onde podemos observar um crescimento branco pulverulento constituido de estruturas
do patogeno, tais como miceélio, conidioforos e conidios na face inferior (Figura 6.B). Vale
salientar que em condicGes ambientais favoraveis o crescimento branco do patégeno pode ser
observado de maneira intensa na parte superior das folhas (Figura 6.C). Com o avanco da

doenca podem surgir pequenas areas necroticas (Figura 6.D) (Pereira et al., 2015, 2016).

Figura 6 — Folhas de pimentdo com areas cloréticas na face superior (A), crescimento micelial branco
pulverulento na face inferior (B) e na face superior (C), areas de les6es necraticas (D).

Fotos: Ricardo B. Pereira

Fonte: Pereira et al. (2016, p. 2).
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A mancha de Stemphylium causa reducdo da area fotossintética provocando lesdes nas
folhas do pimentdo (Figura 7.A) geralmente localizadas no terco médio das plantas, e na
regido do pedunculo de flores e frutos (Figura 7.B), onde ocorre o aparecimento de pequenas
pontuacdes escuras que ao longo do tempo se tornam lesdes necréticas de 1 a 5 mm. Portanto,
as folhas podem ficar amareladas e secar (Pereira et al., 2015, 2016; Tofoli; Domingues,
2018).

Figura 7 — Lesdes da mancha de Stemphylium em folhas de pimentdo (A) e no pedinculo dos frutos (B).

4|

Fotos: Ricardo Borges Pereira

Fonte: Pereira et al. (2015, p. 17).

Essa doenca provoca perdas durante a formacao da planta em viveiros e raramente em
plantas adultas, porém quando adultas ocorre na fase de florescimento e frutificacdo. A
doenca pode causar reducdo na produtividade e no tamanho dos frutos (Pereira et al., 2015,
2016; Tofoli; Domingues, 2018). O agente etioldgico Stemphylium solani também pode
provocar doenca em outros hospedeiros da familia Solanaceae como o tomateiro (Domingues
etal., 2017; Melo et al., 2019).

A podriddo de Sclerotinia ou mofo branco é uma doenca que geralmente surge em
reboleiras quando as plantas do pimentdo comecam a florescer e formar os frutos, porém pode
afetar todas as partes da planta em qualquer estadio de desenvolvimento. As lesdes aparecem
como circulos concéntricos nas bifurcages dos ramos (Figura 8.A). A medida que o tempo
passa, 0s ramos secam e a infeccdo causa uma necrose de coloragdo acinzentada nos caules,

ademais ocorre a formacdo de estruturas negras de resisténcia (esclerodios) que sao
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facilmente visualizadas na superficie e nas hastes ocas do tecido hospedeiro colonizado
(Figura 8.B-C). As plantas do pimentdo apresentam murcha progressiva e o apodrecimento do
caule e dos frutos, ocorrendo a podriddo mole de coloragéo clara (Pereira et al., 2015, 2016;
Taéfoli; Domingues, 2018).

Figura 8 — Sintomas da podriddo de Sclerotinia em hastes de plantas de piment&o (A), crescimento micelial e
esclerddios sobre (B) e no interior das hastes infectadas (C).

Fotos: Ricardo Borges Pereira

Fonte: Pereira et al. (2015, p. 37).

Os esclerodios do patdégeno Sclerotinia sclerotiorum podem se manter viaveis por até
10 anos e serem prontamente disseminados pela movimentacdo do solo, escoamento da agua,
equipamentos utilizados nos cultivos e sementes contaminadas. Realizar o plantio do
pimentdo sobre a técnica de mulching, que envolve a cobertura do solo para evitar que 0s
ramos e folhas fiquem em contato direto com a terra, funciona como alternativa para o
controle efetivo da doenca (Pereira et al., 2015, 2016).

Novas tecnologias como sementes hibridas resistentes a doencas e novos sistemas de
irrigacdo e aplicacdo de adubos vem ganhando a visibilidade dos produtores de piment&o
(Aragdo et al., 2011). Por ser uma hortalica sensivel a pragas e doencas, estimativas
realizadas em 2016 mostraram que a cultura do pimentdo movimentou mais de 1.000 délares
por hectare com defensivos agricolas (EMBRAPA hortalicas, 2019). Cultivos em casas de
vegetacdo e estufas funcionam como alternativa para reduzir o ataque de patdgenos e
consequentemente a utilizacdo de agroquimicos (Aragdo et al., 2011). Além disso, enxertos
no pimentdo com variedades de hibridos resistentes tém sido utilizados para vencer patdgenos

transmitidos pelo solo (Ragassi et al., 2022).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AREA DE COLETA

As coletas foram realizadas durante a estacdo seca na propriedade Rancho Bela Vista,
Chd Grande, Pernambuco, em trés areas de cultivo orgénico (Tabela 3) de pimentdo
(variedade Rubia), duas areas de cultivo organico de abobrinha (variedade Alanis) e trés areas
de cultivo convencional (Tabela 3) de abobrinha e pimentdo. As areas de cultivo organico e
convencional apresentam cerca de 500 m de distancia entre si. O municipio de Cha Grande,
situado a 434 m de altitude, é composto pelos biomas da Caatinga e Mata Atlantica e se
estende por uma area territorial de 84.787 km? (https://cidades.ibge.gov.br/brasil/pe/cha-
grande/panorama). O clima é do tipo tropical chuvoso com verdo seco, apresentando
precipitacdo média anual de 1310 mm (Beltrdo et al., 2005).

Nas areas de cultivo convencional em que ocorrem as coletas, o solo era preparado
com esterco e ap0s a primeira capina era realizada a adicdo dos fertilizantes. No cultivo
convencional de abobrinha foram utilizados os produtos quimicos Premio e Avatar, ambos
inseticidas, e Nitrato de Calcio como fertilizante. Entretanto, no cultivo convencional de
pimentdo foram utilizados os produtos Avatar e Decis, ambos inseticidas, Amistar Top com
acao fungicida e Nitrato de Calcio como fertilizante. As coletas foram realizadas no intervalo
de 5 a 11 dias apds a aplicacao dos defensivos agricolas nos cultivos.

Nos cultivos organicos de abobrinha e pimentdo os solos eram preparados e forrados
com compostagem e logo apos a primeira capina era realizada a adicdo de torta de mamona.
Para manutencdo e tratamento dos cultivos foram utilizados calda bordalesa e Dipel
(inseticida bioldgico que tem como ingrediente ativo a bactéria Bacillus thuringiensis var.
kurstaki cepa HD-1).

Tabela 3 — Principais informagdes sobre os locais de coleta realizadas em areas de cultivo convencional e
organico de abobrinha e pimentdo no municipio de Cha Grande/PE.

HORTALICAS CULTIVOS* COORDENADAS DATAS TEMPO SOLO ALTITUDE
GEOGRAFICAS DAS DE ANTES
COLETAS CULTIVO DO
PLANTIO
Abobrinha 1°AC 8°15'17,778" S, 07/01/2021 65 dias Terra em 479,002
35929'46,984" W pousio
2°AC 8°15'8,974" S, 12/02/2021 64 dias Havia 473,8796
35929'38,125" W berinjela
3*AC 8°15'13,022" S, 18/03/2021 62 dias Havia 499,2165

35929'56,527" W abobrinha



https://cidades.ibge.gov.br/brasil/pe/cha-grande/panorama
https://cidades.ibge.gov.br/brasil/pe/cha-grande/panorama
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Tabela 3 — Continuag&o.

HORTALICAS CULTIVOS* COORDENADAS DATAS TEMPO SOLO ALTITUDE
GEOGRAFICAS DAS DE ANTES
COLETAS CULTIVO DO
PLANTIO
Abobrinha 1°AO 8°15'23,224" S, 14/03/2023 67 dias Havia 511,0981
35°30'6,629" W cenoura
2°A0 8°15'22,53" S, 21/03/2023 66 dias Havia 515,2849
35°30'5,121" W coentro
Pimentao 1°AC 8°15'17,683" S, 29/02/2021 59 dias Havia 487,5448
35°29'46,861" W abobrinha
2°AC 8°15'11,016" S, 09/09/2021 59 dias Terra em 464,8798
35°29'36,899" W pousio
3°AC 8°15'17,598" S, 13/09/2022 63 dias Havia 467,9996
35029'42,787" W abobrinha
Pimentao 1° AO 8°15'23,372" S, 01/12/2022 61 dias Terra em 509,3138
35°30'5,67" W pousio
2° A0 8°15'22,242" S, 14/03/2023 59 dias Havia 522,8104
35°30'5,301" W coentro
3°A0 8°15'23,12" S, 06/04/2023 59 dias Havia 521,9471
35°30'5,512" W coentro

*AC: Area convencional; AO: Area organica

Fonte: Oliveira, T.G.L. (2024).

4.2 MATERIAL VEGETAL

Para cada coleta, foram delimitadas trés parcelas em cada area de estudo. Em cada
parcela foram escolhidos trés espécimes de cada vegetal em trés pontos aleatdrios. Desses
vegetais foram retiradas seis folhas sadias aleatoriamente (2 folhas de cada espécime), para o
isolamento dos fungos endofiticos. Folhas com sintomas de doengas fungicas foram retiradas
para o isolamento dos fungos fitopatogénicos. Todo material foi acondicionado em sacos de
papel devidamente etiquetados e transportados em isopor resfriado ao Laboratorio de
Ecologia e Evolucdo de Microfungos do Departamento de Micologia da Universidade Federal

de Pernambuco (UFPE), para manipula¢do no tempo maximo de 24 horas.

4.2.1 Isolamento de fungos endofiticos

As folhas coletadas foram lavadas em &gua corrente para a remocgéo da poeira e outros
residuos, fragmentadas em discos de 5 mm de didmetro, sendo posteriormente submetidas a
técnica de desinfestacdo para eliminagdo dos microrganismos epifiticos. A técnica utilizada
seguiu a metodologia descrita por Aradjo et al. (2002) modificada, que consiste na imersao
das folhas em etanol 70% por 30 segundos, hipoclorito de sodio (3% de cloro ativo) por 2

minutos e trés lavagens em agua destilada esterilizada. Apos a desinfestacdo, seis discos
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foram transferidos para placas de Petri, em triplicata, contendo Batata Dextrose Agar (BDA)
acrescido de cloranfenicol (50 mg/L), incubados em temperatura ambiente (28+2 °C) e
observados diariamente por até 15 dias quanto ao desenvolvimento das col6nias fangicas ao
redor dos discos foliares. Para o controle da desinfestacdo da superficie foliar, foi inoculado 1
mL de agua da ultima lavagem em placas de Petri contendo o meio BDA acrescido de
cloranfenicol (50 mg/L), incubadas sob as mesmas condi¢des. Os fungos foram isolados,

purificados e armazenados em glicerol a 10% e 6leo mineral para posterior identificacao.

4.2.2 Isolamento de fungos fitopatogénicos

Os métodos de isolamento direto e indireto de fungos fitopatogénicos foram realizados
de acordo com Alfenas et al. (2016). Para o isolamento direto, estruturas do patégeno
(esporos, hifas, esclerodios) foram transferidas diretamente do substrato (folhas) para placas
de Petri, contendo meio BDA acrescido de cloranfenicol (50 mg/L), que foram incubadas em
temperatura ambiente (28+2 °C) por até 7 dias. No isolamento indireto uma parte do tecido
lesionado do hospedeiro foi cortado e desinfectado, utilizando alcool 70% por 30 segundos,
hipoclorito de sodio (3% de cloro ativo) por 2 minutos e trés lavagens em agua destilada
esterilizada. Posteriormente, o tecido infectado foi transferido para placas de Petri contendo
BDA acrescido de cloranfenicol (50 mg/L). Ap6s o crescimento micelial, os fungos foram
repicados para tubos com meio BDA e mantidos em temperatura ambiente (28+2 °C). Os
fungos foram purificados e armazenados em glicerol a 10% e 6leo mineral para posterior

identificacéo.
4.3 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS FUNGOS

Para a identificacdo foram observadas caracteristicas macroscopicas e microscopicas
das coldnias puras dos fungos endofiticos e potencialmente fitopatogénicos. A identificacdo e
descrigdo de espécies foi realizada a partir de literaturas especificas (Ellis, 1971; Ellis, 1976;
Carmichael et al., 1980; Sutton, 1980; Domsch et al., 2007).

4.4 CARACTERIZACAO MOLECULAR

4.4.1. Extracdao de DNA, amplificacdo (PCR) e sequenciamento
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Para a extracdo de DNA, um representante de cada morfotipo foi selecionado. A
biomassa dos fungos foi obtida a partir de culturas desenvolvidas em BDA por 7 dias. A
extracdo do DNA gendmico foi realizada, com o material previamente triturado, conforme
Oliveira et al. (2016), que inclui homogeneizacdo do material em tampdo CTAB 2% e uma
lavagem com cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), além de precipitacdo em isopropanol,
lavagem em etanol 70% e ressuspensao em 50 pL de &gua ultrapura.

Para amplificacdo por PCR, regides de interesse, tais como parte da regido espacadora
transcrita interna (ITS) do nrRNA, parte da subunidade grande do gene do nrRNA (LSU
nrRNA), parte do fator de alongamento de traducéo (tef), parte da subunidade rpbl da RNA
polimerase Il (rpbl), parte da subunidade rpb2 da RNA polimerase 11 (rpb2), p-tubulina (tub),
actina (act) e o gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (gapdh), foram selecionados de acordo
com cada género. Os parametros para amplificacdo e as concentracdes dos reagentes (ANTPs,
cloreto de magnésio, Taqg DNA polimerase e tampéo de reacdo) foram os mesmos descritos
por Oliveira et al. (2014b). Controles negativos, contendo todos 0s componentes, exceto
DNA, foram utilizados em cada procedimento para detectar possiveis contaminaces.

Os produtos de PCR foram purificados utilizando a Exonuclease | (Thermo Fisher
Scientific) juntamente com a Shrimp Alkaline Phosphatase (Cellco), sendo posteriormente
encaminhados para sequenciamento na Plataforma Multiusuria de Sequenciamento e

Expressdo Génica do Centro de Biociéncias da UFPE.

4.5 ANALISES FILOGENETICAS

As sequéncias obtidas no estudo foram alinhadas com outras recuperadas do GenBank
com o auxilio do programa MAFFT v.6 (Katoh; Toh, 2010) e editadas no MEGA v.7 (Kumar
et al., 2016). Analises de Inferéncia Bayesiana (1 x 107 geragdes, com burn-in de 25% e duas
execucOes da Cadeia de Markov Monte Carlo) foram realizadas no MrBayes on XSEDE
v.3.2.7a (Ronquist et al., 2012) e as andalises de maxima verossimilhanca (1.000 replicacdes
de bootstraps) foram realizadas no RAXML-HPC BlackBox v.8.2.12 (Stamatakis, 2014),
ambos hospedados no portal CIPRES (Miller et al., 2010). Para a analise de Inferéncia
Bayesiana, 0 modelo de substituicdo nucleotidica foi estimado para cada gene separadamente
usando MrModelTest v.2.3 (Nylander, 2004) e para a analise de méaxima verossimilhanca,
GTRGAMMA + | como modelo ideal. As arvores obtidas foram visualizadas no FigTree
v.1.4.0 (Rambaut, 2012).
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4.6 ANALISES ECOLOGICAS E ESTATISTICAS

A riqueza (S) e diversidade de Shannon-Wiener (H’) de fungos endofiticos foram
calculadas para todas as amostras. A riqueza de espécies foi definida como o nimero total de
espécies de fungos endofiticos registrados nas folhas de pimentdo e abobrinha em cada
sistema de manejo. O indice de diversidade de espécies de Shannon foi calculado de acordo
com a equagdo H' = —X(Pi In(Pi)), onde Pi = ni/N, sendo ni 0 nimero de isolados de fungos
da espécie e N é o numero total de isolados de fungos de todas as espécies, para fins
estatisticos foram utilizados os valores de Exp (H").

Para 0 método estimativo baseado na extrapolacdo dacurva de acumulacdo, foi
utilizado o iNEXT do pacote “vegan”. Para calcular o nimero estimado de espécies foi
aplicado o indice Chao de primeira ordem (Chao 1) e o indice Jackknife de primeira ordem
(Jackknife 1) utilizando a fungdo “specpool” do pacote “vegan”.

Para verificar se a assembleia de fungos endofiticos difere entre os tipos de cultivos,
foi realizada a analise de Permutacdo multivariada (PERMANOVA) baseada na distancia de
Bray-Curtis. Adicionalmente, foi realizada a analise de Coordenadas Principais (PCoA) para
visualizar a distribuicdo das assembleias de fungos endofiticos entre os cultivos organicos e
convencionais.

Para verificar possiveis associacdes entre espécies de fungos endofiticos e os tipos de
cultivo, foi realizada a analise de espécie indicadora (Dufrene; Legendre, 1997). O valor de
indicacdo (IndVal) foi calculado para cada espécie e a significancia dos valores foi obtida
pelo teste de Monte Carlo, sendo a espécie considerada indicadora quando apresentar p < 0,05
e IndVal maior ou igual a 25%. Todas as analises foram desenvolvidas utilizando o programa
RStudio 3.5.1 (R CORE TEAM, 2016).

A frequéncia relativa (FR) de isolamento foi calculada pelo ndmero de isolados de
uma espécie dividido pelo namero total de isolados (Bezerra et al., 2013). Diagramas de
Venn foram construidos para verificar as espécies compartilhadas e exclusivas entre os tipos

de cultivos utilizando a ferramenta (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/\VVenn/).

4.7 TESTES DE PATOGENICIDADE

Alguns fungos, isolados como potencialmente fitopatdgenos, foram submetidos a

testes de patogenicidade. Foi selecionado um isolado representativo de cada espécie fungica
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para as inoculacOes. Para isso, plantas sadias de abobrinha (Cucurbita pepo) e pimentéo
(Capsicum annuum) foram previamente cultivadas em casa de vegetacao.

Para o teste de patogenicidade dos fungos que ndo esporularam, discos de micélio de 6
mm de diametro, com sete dias de crescimento em meio BDA, foram depositados sobre
ferimentos superficiais previamente realizados, com auxilio de uma agulha estéril, em trés
folhas por planta. Para o controle, os mesmos procedimentos foram efetuados, contudo, discos
de BDA sem micélio foram utilizados.

Para o teste de patogenicidade usando os fungos que esporulavam, foi utilizada uma
suspensdo de conidios (1 x 108 esporos/mL). Foram depositados 50 pL da suspensdo sobre
ferimentos superficiais previamente realizados, com auxilio de uma agulha estéril, em trés
folhas por planta. Para o controle, os mesmos procedimentos foram efetuados, contudo, agua
destilada esterilizada foi utilizada no lugar da suspensao de esporos.

Um total de cinco plantas foram inoculadas para cada isolado a ser testado e cinco
serviram para o controle dos testes. ApOs as inoculacdes, as plantas foram mantidas em
camara Umida por até 24h. Ap6s manifestacdo dos sintomas, quando ocorreram, fragmentos
entre o tecido sintomatico e sadio foram retirados para isolamento indireto e os isolados
recuperados foram comparados aos originalmente inoculados para comprovacdo da

patogenicidade.
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5 RESULTADOS

5.1 FUNGOS ENDOFITICOS DA ABOBRINHA (Cucurbita pepo)

Um total de 190 isolados de fungos endofiticos cultivaveis foram obtidos de folhas de
abobrinha coletadas em areas de plantio organico e convencional. Destes, 123 foram isolados
do sistema organico e 67 do sistema convencional. Os isolados estdo distribuidos em 17
ordens distintas, sendo um deles incertae sedis, 43 géneros e 82 espécies (Tabela 4).

A maioria dos endéfitos encontrados pertencem ao filo Ascomycota. Pleosporales foi
a ordem mais representativa, incluindo 13 géneros (Alternaria, Bipolaris, Corynespora,
Curvularia, Epicoccum, Exserohilum, Neoroussoella, Paraconiothyrium, Pararoussoella,
Periconia, Stagnosporopsis, Stemphylium e Xenoroussoella). Esta também foi a ordem com
maior abundancia de isolados (n = 36), sendo a espécie Stemphylium rombundicum (n = 8) a
mais abundante (Tabela 4). Glomerellales foi a segunda ordem mais abundante com 31
isolados, distribuidos entre as espécies C. chrysophilum (6), Colletotrichum sp. 1 (5),
Colletotrichum sp. 22 (5), C. plurivorum (5), C. fructicola (2), Colletotrichum sp. 2 (2), C.
brasiliense (1), C. feijoicola (1), C. karstii (1), C. multiseptatum (1), Colletotrichum sp. 3 (1)
e Colletotrichum sp. 19 (1). Apenas uma espécie isolada como endéfito (Deconica sp.)
pertencente ao filo Basidiomycota. Fungos zigosporicos classificados no filo Mucoromycota
representaram apenas 1,57% do total de endofitos encontrados, tendo Mucor irregularis e
Absidia sp. como representantes (Tabela 4).

Os enddfitos, Colletotrichum sp. 3, Diaporthe sp. 8, Nigrospora sp. e Absidia sp.
foram identificados apenas pelas analises dos caracteres morfologicos devido aos problemas
relacionados a amplificacdo das regides génicas de interesse (Tabela 4). Com base nos
resultados de similaridade entre as sequéncias geradas no estudo e sequéncias depositadas na
base de dados do GenBank (percentual de identidade < 98,7%), limitando a busca por
sequéncias de material tipo e excluindo sequéncias de amostras ndo cultivadas/ambientais,
juntamente com os resultados das analises de maxima verossimilhanga (Apéndice A),
possiveis novas espécies foram encontradas (Cladosporium sp. 1, Cladosporium sp. 2,
Cladosporium sp. 3, Colletotrichum sp. 1, Colletotrichum sp. 2, Colletotrichum sp. 19,
Deconica sp., Dimorphiseta sp., Periconia sp. 2, Pyricularia sp. 1, Pyricularia sp. 2,
Amphisphaeria sp., Clathrosporium sp., Diaporthe sp. 3, Diaporthe sp. 6, Diaporthe sp. 7,
Fusarium sp., Magnaporthales, Neopestalotiopsis sp., Ophioceras sp. e Pararoussoella sp.)
(Tabela 4).
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Tabela 4 — Classificagao e frequéncia relativa de fungos endofiticos isolados de folhas de abobrinha (Cucurbita pepo) mostradas em areas de sistemas de cultivo organico e
convencional em Cha Grande/Brasil. A identificacdo dos isolados flingicos foi baseada na analise de sequéncias dos marcadores ITS, LSU, gapdh, tub, tef, act e rpb2,
considerado o menor “e-value” e o maior percentual de identidade (1d%), segundo a plataforma NCBI do GenBank.

Filo Ordem Identificacdo Isolados Fr* Marcador Cultivo* NCBI
(n°) (%) Strain Cédigo Query Id (%)
GenBank  Cover (%)
Ascomycota  Amphisphaeriales  Amphisphaeria sp. 1 0,81 ITS O - - 78 85,27
Neopestalotiopsis 1 0,81 tef @) AC46 ON107273 99 99,54
siciliana
Neopestalotiopsis sp. 4 3,25 tef O - - 99 94,06
Pestalotiopsis sp. 1 0,81 tef O - - 99 99,53
Botryosphaeriales  Lasiodiplodia sp. 5 4,06 ITS @) - - 100 100
Phyllosticta 4 3,25 act @] CPC 18848 JF343647 96 100
capitalensis
Cladosporiales Cladosporium 3 4,47 tef C COAD 2263 MT680207 98 97,96
benschiae
Cladosporium sp. 1 4 5,97 tef C - - 98 96,37
Cladosporium sp. 2 9 13,43 tef C - - 98 97,96
12 9,75 tef 0 - - 98 98,78
Cladosporium sp. 3 1 0,81 tef O - - 34 97,10
Eurotiales Aspergillus 1 1,49 tub C CBS 121601 FJ624456 99 100
calidoustus
Aspergillus terreus 1 1,49 tub C NRRL 255 LC589356 95 99,16
Penicillium citrinum 1 0,81 tub @] CBS 139.45 GU944545 94 100
Penicillium olsonii 1 0,81 tub @] CBS 232.60 AY674445 94 98,51
Diaporthales Diaporthe delonicis 1 0,81 tub @) RHP 99 MT212209 99 100
D. masirevicii 1 0,81 tub @] BRIP 57892a KJ197257 99 98,73
D. myracrodruonis 5 4,06 tub O URM 7972 MK205291 96 98,71
D. pseudomangiferae 4 3,25 tef 0O CBS 101339 KC343907 99 100
Diaporthe sp. 1 1 0,81 tub O - - 98 96,65
Diaporthe sp. 2 1 0,81 tub 0 - - 99 91,09
Diaporthe sp. 3 4 3,25 ITS 0 - - 100 96,10
Diaporthe sp. 4 2 1,62 tef (0] - - 81 81,71
Diaporthe sp. 5 2 1,62 tef 0] - - 99 - 100 97,8-98,4
Diaporthe sp. 6 1 0,81 tef O - - 94 94,62
Diaporthe sp. 7 2 1,62 tef @) - - 73-78 85,02
Diaporthe sp. 8 3 2,43 - 0 - - - -
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Filo Ordem Identificacéo Isolados Fr* Marcador Cultivo* NCBI
(n°) (%) Strain Codigo GenBank  Query Cover  Id (%)
(%)
Glomerellales Colletotrichum brasiliense 1 1,49 ITS C CBS 128501 MH864997 99 99,44
C. chrysophilum 4 597  gapdh C CMM4268 KX094183 100 99,55 - 100
2 1,62  gapdh @] CMM4268 KX094183 99 - 100 99,52 - 100
C. feijoicola 1 0,81 gapdh o] CBS 144633 MK876475 97 100
C. fructicola 1 1,49 gapdh C ICMP 18581  JX010033 99 100
1 0,81  gapdh 0 ICMP 18581  JX010033 100 100
C. karstii 1 0,81  gapdh @] CORCGS6 HM585391 97 99,48
C. multiseptatum 1 0,81 gapdh 0 LC 13886 MZ664099 99 98,21
C. plurivorum 3 4,47  gapdh C CBS 125474  MG600781 99 - 100 99,44 - 100
2 1,62  gapdh @] CBS 125474  MG600781 100 98,46 - 100
Colletotrichum sp. 1 5 7,46 gapdh C - - 99 97,19
Colletotrichum sp. 2 2 2,98 gapdh C - - 98 98,02
Colletotrichum sp. 3 1 0,81 - O - - - -
Colletotrichum sp. 19 1 0,81 gapdh O - - 99 97,72
Colletotrichum sp. 22 5 4,06 gapdh o] - - 100 99,50 - 99,53
Helotiales Clathrosporium sp. 1 0,81 ITS o] - - 98 84,09
Hypocreales Albifimbria viridis 6 4,87 ITS o] CBS 449.71 MH860214 100 99,79
Dimorphiseta sp. 1 1,49 ITS C - - 99 96,43
Fusarium weifangense 1 0,81 rpb2 o] LC18333 0Q125515 99 99,09
Fusarium sp. 1 0,81 rpb2 0 - - 100 94,60
Gregatothecium humicola 1 0,81 tub 0 CBS 205.96 KU846432 99 98,28
Sarocladium terricola 1 1,49 ITS C CBS 24359  MH857853 97 99,58
Xenomyrothecium 1 0,81 ITS O CBS 598.80 NR_154511 99 97,73
tongaense
Incertae sedis Thyridium cornearis 2 1,62 ITS o] CBS 131711  KJ573445 98 100
Magnaporthales Pyricularia sp. 1 4 5,97 ITS C - - 94 97,06
Pyricularia sp. 2 1 1,49 ITS C - - 96 96,15
Pyricularia oryzae 4 3,25 ITS @] CBS 36552 MHB857082 100 99,56
Pyricularia urashimae 2 1,62 ITS @] CPC 29414 NR_154361 100 99,79
Magnaporthales sp. 1 0,81 gapdh o] - - 70 86,05
Ophioceras sp. 1 0,81 ITS o] - - 100 94,37
Mycosphaerellales Cercospora manoa 1 0,81 ITS o] ICMP 21762 MK210542 100 100
Cercospora sp. 1 0,81 ITS 0 - - 100 100
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Filo Ordem Identificacéo Isolados Fr* Marcador Cultivo* NCBI
(n°) (%) Strain Caddigo Query Cover Id (%0)
GenBank (%)

Muyocopronales Muyocopron 1 0,81 ITS O MFLUCC 17-1470 MT137778 99 99,80
chromolaenicola

Pleosporales Alternaria burnsii 1 1,49 gapdh C CBS 107.38 JQ646305 97 100
Bipolaris bicolor 1 1,49 ITS C CBS 690.96 KJ909762 100 99,23
Bipolaris maydis 1 0,81 gapdh O CBS 136.29 LT715779 100 100
Corynespora 2 2,98 LSU C CPC 31708 MH327830 100 99,52
pseudocassiicola
Curvularia affinis 2 2,98 gapdh C CBS 154.34 LT715785 100 98,94
Curvularia intermedia 1 1,49 gapdh C CBS 334.64 LT715828 99 99,82
Epicoccum 1 0,81 ITS 0 BRIP 72450a OK442369 100 100
andropogonearum
Exserohilum turcicum 2 2,98 gapdh C CBS 690.71 LT882581 100 99,18
Neoroussoella 1 0,81 ITS @] MFLUCC 17-0927 NR_165226 97 99,60
leucaenae
Neoroussoella sp. 2 1,62 ITS O - - 100 99,61
Paraconiothyrium sp. 1 0,81 ITS 0 - - 100 99,22
Pararoussoella sp. 1 0,81 ITS 0 - - 96 92,74
Periconia sp. 1 1 0,81 ITS O - - 99 98,60
Periconia sp. 2 1 1,49 ITS C - - 95 99,77
Stagonosporopsis 1 1,49 ITS C CBS 282.76 MH860977 99 100
caricae

6 4,87 ITS 0 CBS 282.76 MH860977 99 100

Stemphylium 8 11,94  gapdh/ITS C UMSI0010 MK336865/ 99 100
rombundicum MK336819
Xenoroussoella 3 2,43 ITS ) MFLUCC 17-1438 MT214343 97 99,78
triseptata

Trichosphaeriales  Gibellulopsis serrae 1 1,49 ITS C CBS 290.30 NR_164414 94 99,59
Stachylidium pallidum 1 1,49 ITS C DAOM 226658 LR026838 93 98,50
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Filo Ordem Identificacdo Isolados Fr* Marcador Cultivo* NCBI
(n°) (%) Strain Cadigo Query I1d (%)
GenBank Cover (%)
Valsariales Myrmaecium 1 081 ITS @] CBS 139069 KP687884 100 100
rubricosum
Xylariales Nigrospora 6 4,87  tef 0o CGMCC3.18129 KY019415 100 99,54
hainanensis
N. sacchari- 1 0,81 tef O CGMCC 3.19335 NR_165926 100 100
officinarum
Nigrospora sp. 2 2,98 - C - - - -
Basidiomycota  Agaricales Deconica sp. 1 0,81 ITS 0 - - 99 94,57
Mucoromycota Mucorales Absidia sp. 2 - C - - - -
Mucor 1 149 LSU C CBS 103.93 NG_056285 100 99,40
irregularis
TOTAL 190

*C: Convencional; O: Organico; Fr: Frequéncia relativa

Fonte: Oliveira, T.G.L. (2024).
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Stemphylium rombundicum, Colletotrichum multiseptatum, Xenoroussoella triseptata,
Neoroussoella leucaenae, Neopestalotiopsis siciliana, Muyocopron chromolaenicola,
Fusarium weifangense e Diaporthe delonicis sdo novas ocorréncias para o Brasil (Tabela 4).

5.1.1 Diversidade, riqueza e composi¢do de espécies de fungos endofiticos associados a
folhas de abobrinha (Cucurbita pepo), cultivada em sistemas de manejo organico e

convencional

Entre as 82 espécies de fungos endofiticos encontradas nesta planta, 53 foram
encontradas apenas em folhas coletadas no sistema de manejo orgéanico, enquanto que 24
foram isoladas apenas em folhas coletadas no sistema de manejo convencional.
Colletotrichum chrysophilum, C. fructicola, C. plurivorum, Stagonosporopsis caricae e

Cladosporium sp. 2 foram isolados nos dois sistemas de cultivo (Figura 9).

Figura 9 — Diagrama de Venn mostrando o nimero de espécies isoladas de folhas de abobrinha (Cucurbita
pepo), compartilhadas entre os sistemas de cultivo organico e convencional.

Orgénico

Convencional

Fonte: Oliveira, T.G.L. (2024).

Cladosporium sp. 2 foi a espécie mais frequente no sistema convencional
representando 13,43% dos isolados (n = 9), seguido de Stemphylium rombundicum e
Colletotrichum sp. 1 com 11,94% (n = 8) e 7,46% (n = 5) dos isolados, respectivamente.
Cladosporium sp. 2 também exibiu alta frequéncia, com 9,75% (n = 12) dos isolados no
sistema organico, seguido de Albifimbria viridis, Stagonosporopsis caricae e Nigrospora
hainanensis, cada um deles com seis isolados (4,87%) (Tabela 4). Trinta e seis espécies
exibiram baixa frequéncia (0,81%) no sistema organico, enquanto que 15 exibiram baixa
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frequéncia (1,49%) no sistema convencional, sendo menos comuns e ocorrendo apenas uma
vez (Tabela 4).

A diversidade (H’ = 1,35 vs H’ = 0,59) e a riqueza de especies (5,66 vs 2,18) de
fungos endofiticos associados as folhas de abobrinha cultivada no sistema de manejo organico
foram significativamente maiores do que aquelas encontradas no sistema de manejo
convencional. As andlises de diversidade (Figura 10) e riqueza de espécies (Figura 11)

revelaram diferengas estatisticas significativas entre os sistemas de cultivo.

Figura 10 — indice de diversidade de Shannon-Wiener (H') de fungos endofiticos isolados de folhas de
abobrinha (Cucurbita pepo), cultivada em sistemas de manejo organico (org) e convencional (con) (p < 0,05).

cult

conv

E3 org

diversidade

0-
| 1
conv org

cult

Fonte: Oliveira, T.G.L. (2024).

Figura 11 — Riqueza de espécies de fungos endofiticos isolados de folhas de abobrinha (Cucurbita pepo),
cultivada em sistemas de manejo orgénico (org) e convencional (con) (p < 0,05).
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Fonte: Oliveira, T.G.L. (2024).
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Com base na Analise de Coordenadas Principais (PCoA), podemos observar a
distribuicdo das comunidades de fungos endofiticos nos diferentes tipos de cultivo orgéanico e
convencional em folhas de abobrinha (Figura 12). A analise da PERMANOVA (p = 0,39)
mostrou que a composi¢do da comunidade ndo difere estatisticamente entre os sistemas de

cultivo.

Figura 12 — Anélise de Coordenadas (componentes) Principais (PCoA) baseada na dissimilaridade de Bray-
Curtis, mostrando a influéncia dos sistemas de cultivo convencional (1) e organico (2) na composic¢do da
comunidade de fungos endofiticos em folhas de abobrinha.
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Fonte: Oliveira, T.G.L. (2024).

Diferentes indicadores de espécies para as areas estudadas foram detectados; quatro
especies foram associadas ao cultivo orgéanico de abobrinha: Albifimbria viridis, Nigrospora
hainanensis, Lasiodiplodia sp. e Pyricularia oryzae. Enquanto, apenas uma foi associada ao

cultivo convencional: Stemphylium rombundicum (Tabela 5).

Tabela 5 — Espécies endofiticas indicadoras do tipo de cultivo da abobrinha (IndVal > 25%, p < 0,05).

TAXON INDICADOR CULTIVO ORGANICO CULTIVO CONVENCIONAL

v p v p
Albifimbria viridis 52,7 0,005
Nigrospora hainanensis 52,7 0,011
Lasiodiplodia sp. 47,1 0,027
Pyricularia oryzae 47,1 0,030
Stemphylium rombundicum 54,4 0,014

Fonte: Oliveira, T.G.L. (2024).
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5.1.2 Curva de acumulacdo de espécies e suficiéncia amostral de fungos endofiticos
associados a folhas de abobrinha (Cucurbita pepo), cultivada em sistemas de manejo

organico e convencional

A curva de acumulacdo e extrapolacdo de espécies construida com base no indice
Chao de primeira ordem (Chao 1) n&o atingiu o ponto de estabilizagdo, contudo, o esforco
amostral foi suficiente para recuperar 54,71% e 40,50% da riqueza esperada de fungos
endofiticos em folhas de abobrinha cultivada em sistemas de manejo convencional e organico,
respectivamente (Figura 13).
Figura 13 — Curva de acumulacdo e extrapolacdo de espécies, baseada na Diversidade de Shannon, para fungos

endofiticos recuperados de folhas de abobrinha (Cucurbita pepo), cultivada em sistemas de manejo organico
(org) e convencional (conv).
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Fonte: Oliveira, T.G.L. (2024).

5.1.3 Fungos potencialmente patogénicos isolados de folhas de abobrinha (Cucurbita

pepo) com sintomas de doencas fangicas

Foram isoladas 25 espécies de fungos potencialmente patogénicos associados a lesdes
em folhas de abobrinha (Cucurbita pepo). Destas, 20 foram isoladas de folhas com sintomas
de doenca encontradas no sistema convencional, das quais duas (Diaporthe sp. e Fusarium
citri) foram isoladas de folhas doentes encontradas no sistema organico e trés

(Stagonosporopsis caricae, Fusarium sp. 1 e Fusarium sp. 2) foram isoladas de folhas
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doentes de ambos os cultivos. Stagonosporopsis caricae e Fusarium ruthhalliae foram as
espécies que apresentaram maior ocorréncia de isolamento no cultivo orgéanico e

convencional, respectivamente (Tabela 6).

Tabela 6 — Ocorréncia de fungos potencialmente patogénicos isolados de folhas de abobrinha (Cucurbita pepo)
com sintomas de doencas flngicas, cultivada em sistemas de manejo organico e convencional.

ESPECIES TIPO DE OCORRENCIA (ntimero de isolados)
ISOLAMENTO
CULTIVO CULTIVO
ORGANICO CONVENCIONAL
Alternaria sp. Indireto 3
Alternaria jacinthicola Indireto 1
Bipolaris bicolor Indireto 3
Colletotrichum chrysophilum Indireto 1
Colletotrichum karstii Indireto 3
Colletotrichum plurivorum Indireto 4
Colletotrichum sp. Indireto 1
Curvularia intermedia Indireto 1
Curvularia lunata Indireto 1
Curvularia muehlenbeckiae Indireto 1
Curvularia verruculosa Indireto 1
Diaporthe miriciae Indireto 1
Diaporthe sp. Direto 2
Epicoccum Indireto 1
andropogonearum
Epicoccum keratinophilum Indireto 1
Exserohilum rostratum Indireto 5
Fusarium citri Direto e indireto 6
Fusarium ruthhalliae Indireto 8
Fusarium sp. 1 Direto e indireto 9 4
Fusarium sp. 2 Indireto 1 1
Neofusicoccum Indireto 1
kwambonambiense
Phyllosticta sp. Indireto 1
Pseudopithomyces sp. Indireto 2
Stagonosporopsis caricae Direto e indireto 20 3
Stagonosporopsis sp. Indireto 2

Fonte: Oliveira, T.G.L. (2024).

5.1.3.1 Teste de patogenicidade em folhas de abobrinha (Cucurbita pepo)

As espécies Colletotrichum plurivorum (Figura 14 e Apéndice B), Curvularia
intermedia (Figura 15) e Bipolaris bicolor (Figura 16), isoladas como potencialmente
patogénicas em folhas de abobrinha, foram submetidas ao teste de patogenicidade pela
metodologia do disco de micélio. Apos sete dias, 0s sintomas da doenca ja eram evidentes nos
pontos de inoculacdo; as plantas do controle permaneceram saudaveis. No isolamento indireto
do tecido doente, foram recuperadas coldnias com caracteres morfologicos idénticos aos do

fungo inoculado, e o patdgeno foi reisolado, confirmando a patogenicidade pelo postulado de
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Koch. Até onde sabemos, este é o primeiro registro dessas espécies causando doenca em
folhas de Cucurbita pepo no Brasil.

Figura 14 — Coldnia em BDA (A); Peritécio (B); Peritécio e ascos (C); Asco (D); Ascésporos (E); Folha de
abobrinha com sintomas de doenga (F); Sintomas em folhas de abobrinha resultantes da inoculagdo com
Colletotrichum plurivorum apds sete dias (G); Folha controle (H). Barras de escala: B =100 ume C-E =10

um.

Fonte: Oliveira, T.G.L. (2024).

Figura 15 — Teste de patogenicidade em casa de vegetacdo (A); Sintomas em folhas de abobrinha resultantes da
inoculagdo com Curvularia intermedia apés sete dias (B); Folha controle (C).

Fonte: Oliveira, T.G.L. (2024).
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Figura 16 — Teste de patogenicidade em casa de vegetacdo (A); Sintomas em folhas de abobrinha resultantes da
inoculagdo com Bipolaris bicolor ap6s sete dias (B); Folha controle (C).

Fonte: Oliveira, T.G.L. (2024).

Stagonosporopsis sp. isolado como potencialmente patogénico foi submetido ao teste
de patogenicidade pelo método de suspencdo de conidios, porém ndo causou doenga em
folhas de abobrinha.

5.2 FUNGOS ENDOFITICOS DO PIMENTAO (Capsicum annuum)

Um total de 786 isolados de fungos endofiticos cultivaveis foram obtidos de folhas de
pimentdo coletadas em areas de plantio organico e convencional. Destes, 404 foram isolados
no sistema organico e 382 no sistema convencional. Os isolados estdo distribuidos em 13
ordens distintas, sendo um deles incertae sedis, 36 géneros e 92 espécies (Tabela 7).

A maioria dos endofitos encontrados pertencem ao filo Ascomycota. Pleosporales foi a
ordem mais representativa, incluindo 14 géneros. Glomerellales foi a ordem mais abundante
com 419 isolados, distribuidos em 38 espécies do género Colletotrichum (Tabela 7). Duas
novas espécies (Colletotrichum capsicicola e C. pernambucoense) foram descritas para a
ciéncia (Apéndice C) e a primeira ocorréncia de Allophoma brasiliensis foi reportada em uma
area agricola inserida em um fragmento de Mata Atlantica brasileira (Apéndice D).
Colletotrichum multiseptatum, Stemphylium rombundicum, Epicoccum brahmanense e

Fusarium ruthhalliae sdo novas ocorréncias para o Brasil (Tabela 7).
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Tabela 7 — Classificacéo e frequéncia relativa de fungos endofiticos isolados de folhas de pimentdo (Capsicum annuum) mostradas em areas de sistemas de cultivo organico e
convencional em Chad Grande/Brasil. A identificacdo dos isolados fungicos foi baseada na analise de sequéncias dos marcadores ITS, LSU, gapdh, tub, tef, act, rpb1 e rpb2,
considerado o menor “e-value” e o maior percentual de identidade (1d%), segundo a plataforma NCBI do GenBank. Espécies em negrito foram descritas no estudo.

Filo Ordem Identificacéo Isolados Fr* Marcador Cultivo* NCBI
(n°) (%) Strain Cadigo Query Id (%)
GenBank Cover (%)
Ascomycota  Amphisphaeriales  Neopestalotiopsis 20 4,95 tef ) CBS 600.96 KM199521 99 99,54
cubana
N. pernambucana 1 0,24 tef O URM 7148 KU306739 99 100
Pestalotiopsis sp. 1 0,26 ITS C - - 99 99,23
Botryosphaeriales  Cophinforma 6 1,48 ITS o] CBS 124934 NR_164291 100 100
atrovirens
Lasiodiplodia sp. 1 3 0,74 ITS o] - - 100 100
Phyllosticta 115 30,10 act C CPC 18848 JF343647 96 - 98 99,50 - 100
capitalensis
8 1,98 act O CPC18848 JF343647 96 99,47
Phyllosticta sp. 1 5 1,23 - O - - - -
Phyllosticta sp. 2 70 17,32 ITS ] CPC18848 JF343647 100 99,64
Cladosporiales Cladosporium sp. 1 13 3,40 tef C - - 98 93,37
Cladosporium sp. 3 1 0,24 ITS o] - - 100 100
Cladosporium sp. 4 1 0,24 ITS O - - 100 100
Diaporthales Diaporthe kongii 1 0,26 ITS C BRIP 54031 NR_111616 97 99,39
1 0,24 ITS @] BRIP 54031 NR_111616 97 99,09
Diaporthe sp. 1 1 0,26 tub C - - 98 96,70
Diaporthe sp. 2 1 0,24 ITS O CBS 111553 NR_145303 100 97,98
Eurotiales Penicillium oxalicum 1 0,24 ITS @] CBS 219.30 MH855125 100 100
Glomerellales C. brevisporum 3 0,74 gapdh o] BCC 38876 JN050227 99 98,31
C. capsicicola 3 0,78 gapdh C - - - -
C. changpingense 1 0,26 gapdh C MFLUCC 15-0022 KP852469 94 98,98
C. chrysophilum 55 14,39 gapdh C CMM4268 KX094183 100 98,6 - 100
C. cliviicola 1 0,26 gapdh C CBS 125375 MG600795 100 99,01
C. falcatum 1 0,26 ITS C CBS 127945 NR_144793 99 100
C. fructicola 1 0,26 gapdh C ICMP 18581 JX010033 100 100
C. gigasporum 2 0,52 ITS C CBS 133266 NR_145380 97 98,5 - 100
2 0,49 ITS @] CBS 133266 NR_145380 98 99,79
C. karstii 2 0,52 gapdh C CORCG6 HM585391 97 98,96
15 3,71 gapdh 0 CORCG6 HM585391 97 100
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Filo Ordem Identificacdo Isolados Fr* Marcador Cultivo* NCBI
(n°) (%) Strain Cddigo Query Id (%)
GenBank Cover (%)

Glomerellales C. multiseptatum 3 0,78 gapdh C LC 13886 MZ664099 100 98,35
C. musicola 9 2,35 gapdh C CBS 132885 MG600798 98 - 100 99,50 - 100
C. orchidearum 3 0,78 gapdh C CBS 135131 MG600800 99 98,94
C. parsonsiae 1 0,26 gapdh C CBS 128525 JQ005320 98 98,07
C. pernambucoense 1 0,26 gapdh C - - - -
C. plurivorum 29 7,59 gapdh C CBS 125474 MG600781 99 - 100 98,91 - 100

14 3,46 gapdh @] CBS 125474 MG600781 100 100

C. tropicale 1 0,24 gapdh @] CBS 124949 JX010007 100 100
Colletotrichum sp. 1 27 7,06 gapdh C - - 84 95,63
Colletotrichum sp. 2 1 0,26 gapdh C - - 96 97,23
Colletotrichum sp. 3 2 0,52 gapdh C - - 100 96,53
Colletotrichum sp. 4 1 0,26 gapdh C - - 84 95,63
Colletotrichum sp. 5 1 0,26 gapdh C - - 88 95,20
Colletotrichum sp. 6 1 0,26 - C - - - -
Colletotrichum sp. 7 1 0,26 - C - - - -
Colletotrichum sp. 8 1 0,26 gapdh C - - 100 92,86
Colletotrichum sp. 9 3 0,78 - C - - - -
Colletotrichum sp. 10 2 0,52 ITS C - - 99 - 100 99,6 - 99,8
Colletotrichum sp. 11 1 0,24 gapdh O - - 100 95,69
Colletotrichum sp. 12 33 8,16 gapdh 0] - - 100 96,51
Colletotrichum sp. 13 3 0,74 - 0] - - - -
Colletotrichum sp. 14 1 0,24 - 0] - - - -
Colletotrichum sp. 15 89 22,02 - o] - - - -
Colletotrichum sp. 16 2 0,52 ITS C - - 98 - 99 99,16
Colletotrichum sp. 17 1 0,26 ITS C - - 99 99,22
Colletotrichum sp. 18 1 0,26 ITS C - - 100 98,85
Colletotrichumsp. 19 5 1,23 gapdh o] - - 99 98,05
Colletotrichum sp. 20 8 1,98 gapdh o] - - 100 100
Colletotrichum sp. 21 6 1,48 gapdh o] - - 100 97,87
Colletotrichum sp. 22 82 20,29 gapdh ] - - 100 99,55

Hypocreales Dimorphiseta sp. 1 0,24 ITS ] CBS 127345 NR_154009 99 97,23
Fusarium lacertarum 1 0,26 rpbl Cc NRRL 20423 JX171467 100 100
Fusarium ruthhalliae 4 0,99 rpb2 O BRIP 72406h OP627084 100 99,60
Fusarium sp. 1 1 0,26 - C - - - -




Tabela 7 — Continuagéo.

67

Filo Ordem Identificacdo Isolados Fr* Marcador Cultivo* NCBI
(n°) (%) Strain Cédigo Query Id (%)
GenBank Cover (%)
Hypocreales Fusarium sp. 2 1 0,26 ITS C - 92 100
Xepicula leucotricha 1 0,24 ITS @] CBS 256.57 MH857712 100 99,81
Incertae sedis 1 0,26 ITS C MFLUCC 16- KX655559 99 99,61
Leptospora thailandica 0385
Ascomycota sp. 1 1 0,24 - O - - - -
Ascomycota sp. 2 3 0,74 - O - - - -
Sordariomycetes 1 0,26 tef C - - 74 86,54
Magnaporthales Pyricularia oryzae 2 0,52 ITS C CBS 365.52 MH857082 100 99,58
Mycosphaerellales  Cercospora sp. 9 2,35 ITS C - - 100 100
Pleosporales Allophoma brasiliensis 1 0,26 rpb2 C URM 8563 OP311927 92 100
Alternaria jacinthicola 3 0,78 gapdh C CBS 133751 KP124287 99 99,63
Alternaria sp. 1 1 0,26 gapdh C YZU 161050 OP352303 99 98,16
Alternaria sp. 2 1 0,26 ITS C - - 99 100
1 0,24 ITS @] - - 100 100
Apiospora sp. 2 0,52 ITS C - - 99 98,89
Boeremia sp. 4 1,04 tub C CBS 200.37 MW815124 100 97,21
Cumuliphoma indica 1 0,26 ITS C CBS 654.77 FJ427043 97 100
Curvularia 1 0,26 ITS C CBS 150.63 MH858247 99 100
verruculosa
Ectophoma 4 1,04 rpb2 C CBS 274.60 LT623265 100 99,64
multirostrata
Epicoccum 5 1,30 ITS C BRIP 72450a OK442369 99 100
andropogonearum
E. brahmanense 2 0,52 rpb2 C CBS 990.95 MT018120 87 99,57
E. keratinophilum 2 0,52 ITS C UTHSC: DI16- LT592930 99 - 100 99,8 - 100
271
E. keratinophilum 1 0,24 ITS @] UTHSC DI16-271 NR_158278 100 100
Exserohilum sp. 1 0,26 gapdh C - - 99 87,02
Leptosphaerulina sp. 3 0,78 ITS C - - 100 100
1 0,24 ITS 0] - - 100 100
Pararoussoella sp. 7 1,73 ITS 0] - - 85 96,53
Remotididymella 3 0,78 ITS C UTHSC DI16-278 NR_158279 99 99,56

anthropophila
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Filo Ordem Identificacdo Isolados Fr* Marcador Cultivo* NCBI
(n%) (%) Strain Cddigo Query I1d (%)
GenBank Cover (%)
Pleosporales Stagonosporopsis 14 3,66 ITS C CBS 282.76 MH860977 99 99,80
caricae
Stemphylium 19 4,97 gapdh/ITS C UMSI0010 MK336865/ 98 - 99 99 - 100
rombundicum MK336819
Trichosphaeriales  Plectosphaerellasp. 1 0,26 LSU C - - 100 99,80
Xylariales Hypomontagnella 1 0,26 ITS C MUCL 54604 KY610404 100 98,43
monticulosa
Microdochium sp. 2 0,52 ITS C - - 100 98,54
Nigrospora 2 0,52 tef C CGMCC3.18129 KY019415 98 99,23
hainanensis
1 0,24 ITS @] CGMCC3.18129 NR_153480 100 100
Nodulisporium 1 0,26 ITS C CBS 245.29 MH855055 98 98,78
verrucosum
Xylaria sp. 1 1 0,26 ITS C - - 99 99,07
Xylaria sp. 2 2 0,52 ITS C - - 100 99,80
Xylaria sp. 3 2 0,52 rpb2 C - - 100 96,96 - 97
Mucoromycota Mucorales Mucor sp. 2 0,49 LSU 0 - - 100 100
TOTAL 786

*C: Convencional; O: Organico; Fr: Frequéncia relativa

Fonte: Oliveira, T.G.L. (2024).
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Botryosphaeriales foi a segunda ordem mais abundante com 207 isolados, distribuidos
entre as espécies Phyllosticta capitalensis (123), Phyllosticta sp. 2 (70), Cophinforma
atrovirens (6), Phyllosticta sp. 1 (5) e Lasiodiplodia sp. 1 (3). Fungos zigospodricos
classificados no filo Mucoromycota (Mucor sp.), foram observados em apenas 0,25% do total
de enddfitos encontrados no pimentdo (Tabela 7).

Os endofitos, Phyllosticta sp. 1, Colletotrichum sp. 6, Colletotrichum sp. 7,
Colletotrichum sp. 9, Colletotrichum sp. 13, Colletotrichum sp. 14, Colletotrichum sp. 15,
Fusarium sp. 1, Ascomycota sp. 1 e Ascomycota sp. 2 foram identificados apenas pelas
anélises dos caracteres morfolégicos devido aos problemas relacionados a amplificacdo das
regides génicas de interesse (Tabela 7).

Com base nos resultados de similaridade entre as sequéncias geradas no estudo e
sequéncias depositadas na base de dados do GenBank (percentual de identidade < 98,5%),
limitando a busca por sequéncias de material tipo e excluindo sequéncias de amostras ndo
cultivadas/ambientais, juntamente com os resultados das analises de méxima verossimilhanca
(Apéndice A), possiveis novas espécies (Cladosporium sp. 1, Diaporthe sp. 1, Diaporthe sp.
2, Colletotrichum sp. 1, Colletotrichum sp. 2, Colletotrichum sp. 3, Colletotrichum sp. 4,
Colletotrichum sp. 5, Colletotrichum sp. 8, Colletotrichum sp. 11, Colletotrichum sp. 12,
Colletotrichum sp. 19, Colletotrichum sp. 21, Dimorphiseta sp., Sordariomycetes, Apiospora
sp., Boeremia sp., Exserohilum sp., Pararoussoella sp., Plectosphaerella sp., Microdochium

sp. e Xylaria sp. 3) foram encontradas (Tabela 7).

5.2.1 Diversidade, riqueza e composicdo de espécies de fungos endofiticos associados a
folhas de pimentédo (Capsicum annuum), cultivado em sistemas de manejo organico e

convencional

Cinguenta e cinco espécies de fungos endofiticos foram encontradas apenas em folhas
coletadas no sistema de manejo convencional, enquanto que 28 foram isoladas apenas em
folhas coletadas no sistema de manejo organico. Colletotrichum gigasporum, C. karstii, C.
plurivorum, Diaporthe kongii, Epicoccum keratinophilum, Leptosphaerulina sp., Nigrospora
hainanensis, Phyllosticta capitalensis e Alternaria sp. 2 foram isoladas nos dois sistemas de

cultivo (Figura 17).
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Figura 17 — Diagrama de Venn mostrando o nimero de espécies isoladas de folhas de pimentdo (Capsicum
annuum), compartilhadas entre os sistemas de cultivo organico e convencional.

Organico

Convencional

Fonte: Oliveira, T.G.L. (2024).

Phyllosticta capitalensis foi a espécie mais frequente no sistema convencional com
115 representantes (30,10%), seguido de Colletotrichum chrysophilum e Colletotrichum
plurivorum com 55 (14,39%) e 29 (7,59%) representantes, respectivamente. J& no sistema
organico, Colletotrichum sp. 15 foi a espécie mais frequente com 89 representantes (22,02%),
seguido de Colletotrichum sp. 22 e Phyllosticta sp. 2 com 82 (20,29%) e 70 (17,32%)
isolados, respectivamente (Tabela 7). Trinta e duas espécies exibiram baixa frequéncia
(0,26%) no sistema convencional, enquanto que 16 exibiram baixa frequéncia (0,24%) no
sistema organico, sendo menos comuns e ocorrendo uma Unica vez (Tabela 7).

A diversidade (H’ = 1,63 vs H’ = 1,26) e a riqueza de espécies (6,74 vs 5,33) de
fungos endofiticos associados as folhas de pimentdo cultivado no sistema de manejo
convencional foram significativamente maiores do que aquelas encontradas no sistema de
manejo organico. As analises de diversidade (Figura 18) e riqueza de espécies (Figura 19)
revelaram diferencas estatisticas significativas entre os sistemas de cultivo.
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Figura 18 — indice de diversidade de Shannon-Wiener (H'") de fungos endofiticos isolados de folhas de pimentdo
(Capsicum annuum), cultivado em sistemas de manejo orgénico (org) e convencional (con) (p < 0,05).
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Fonte: Oliveira, T.G.L. (2024).
Figura 19 — Riqueza de espécies de fungos endofiticos isolados de folhas de pimentéo (Capsicum annuum),
cultivado em sistemas de manejo orgénico (org) e convencional (con) (p < 0,05).
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Fonte: Oliveira, T.G.L. (2024).
Com base na Analise de Coordenadas Principais (PCoA), podemos observar a
distribuicdo das comunidades de fungos endofiticos nos diferentes tipos de cultivo orgéanico e
convencional em folhas de pimentdo (Figura 20). A analise da PERMANOVA (p = 0,02)

mostrou que a composicdo da comunidade difere estatisticamente entre os sistemas de cultivo,
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revelando que a composi¢do da comunidade de fungos endofiticos em folhas de pimentdo
pode ser modulada por diferentes préticas agricolas.

Figura 20 — Analise de Coordenadas (componentes) Principais (PCoA) baseada na dissimilaridade de Bray-
Curtis, mostrando a influéncia dos sistemas de cultivo convencional (1) e organico (2) na composicao da
comunidade de fungos endofiticos em folhas de pimentao.
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Fonte: Oliveira, T.G.L. (2024).

Diferentes indicadores de espécies foram detectados para as areas estudadas; nove
espécies foram associadas ao cultivo orgéanico do pimentdo: Colletotrichum sp. 22,
Phyllosticta sp. 2, Colletotrichum sp. 15, Colletotrichum karstii, Colletotrichum sp. 12,
Colletotrichum sp. 20, Colletotrichum sp. 21, Cophinforma atrovirens e Neopestalotiopsis
cubana. Enquanto oito foram associadas ao cultivo convencional: Colletotrichum
chrysophilum, Phyllosticta capitalensis, Colletotrichum sp. 1, Stemphylium rombundicum,
Cercospora sp., Cladosporium sp. 1, Colletotrichum musicola e Epicoccum

andropogonearum (Tabela 8).

Tabela 8 — Espécies endofiticas indicadoras do tipo de cultivo do pimentéo (IndVal > 25%, p < 0,05).

TAXON INDICADOR CULTIVO ORGANICO CULTIVO CONVENCIONAL

v p v p
Colletotrichum sp. 22 86,1 0,001
Phyllosticta sp. 2 69,4 0,001
Colletotrichum sp. 15 60,9 0,001
Colletotrichum karstii 60 0,003

Colletotrichumsp. 12 54,4 0,011
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Tabela 8 — Continuagéo.

TAXON INDICADOR

CULTIVO ORGANICO CULTIVO CONVENCIONAL

v p v p
Colletotrichum sp. 20 47,1 0,019
Colletotrichum sp. 21 47,1 0,029
Cophinforma atrovirens 47,1 0,024
Neopestalotiopsis cubana 47,1 0,019
Colletotrichum chrysophilum 90,3 0,001
Phyllosticta capitalensis 89,2 0,001
Colletotrichum sp. 1 66,7 0,001
Stemphylium rombundicum 54,4 0,007
Cercospora sp. 50,9 0,014
Cladosporium sp. 1 50,9 0,013
Colletotrichum musicola 47,1 0,027
Epicoccum andropogonearum 43,0 0,050

Fonte: Oliveira, T.G.L. (2024).

5.2.2 Curva de acumulacdo de espécies e suficiéncia amostral de fungos endofiticos

associados a folhas de pimentdo (Capsicum annuum), cultivado em sistemas de manejo

organico e convencional

A curva de acumulacdo e extrapolacdo de espécies construida com base no indice

Jackknife de primeira ordem (Jackknife 1) ndo atingiu um ponto de estabiliza¢éo, contudo, o

esforco amostral foi suficiente para recuperar 64% e 71% da riqueza esperada de fungos

endofiticos em folhas de pimentdo cultivado em sistemas de manejo convencional e organico,

respectivamente (Figura 21).

Figura 21 — Curva de acumulacéo e extrapolacéo de espécies, baseada na Diversidade de Shannon, para fungos
endofiticos recuperados de folhas de pimentéo (Capsicum annuum), cultivado em sistemas de manejo organico
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Fonte: Oliveira, T.G.L. (2024).
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5.2.3 Fungos potencialmente patogénicos isolados de folhas de pimentdo (Capsicum

annuum) com sintomas de doencas fungicas

Foram isoladas 22 espécies de fungos potencialmente patogénicos associados a lesdes
em folhas de pimentdo (Capsicum annuum). Destas, 11 foram isoladas de folhas com
sintomas de doenga encontradas no sistema convencional, sete foram isoladas de folhas
doentes encontradas no sistema organico e quatro (Colletotrichum karstii, Colletotrichum sp.,
Cumuliphoma indica e Stagonosporopsis caricae) foram isoladas de folhas doentes de ambos
os cultivos. Stagonosporopsis caricae e Colletotrichum sp. 20 foram as espécies que
apresentaram maior ocorréncia de isolamento no cultivo convencional e orgéanico,

respectivamente (Tabela 9).

Tabela 9 — Ocorréncia de fungos potencialmente patogénicos isolados de folhas de piment&o (Capsicum
annuum) com sintomas de doengas fngicas, cultivado em sistemas de manejo organico e convencional.

ESPECIES TIPO DE OCORRENCIA (ntimero de isolados)
ISOLAMENTO
CULTIVO CULTIVO
ORGANICO CONVENCIONAL
Cladosporium sp. Indireto 1
Colletotrichum Indireto 11
chrysophilum
Colletotrichum karstii Indireto 1 3
Colletotrichum sp. Indireto 6 1
Colletotrichum sp. 20 Direto e indireto 8
Cumuliphoma indica Direto e Indireto 1 1
Curvularia intermedia Indireto 1
Diaporthe masirevicii Indireto 5
Ectophoma sp. Indireto 1
Ectophoma multirostrata Indireto 1
Epicoccum Indireto 1
andropogonearum
Fusarium sp. Indireto 3
Fusarium oxysporum Indireto 1
Fusarium paranaense Indireto 1
Fusarium ruthhalliae Indireto 5
Leptosphaerulina sp. 1 Direto e indireto 7
Nigrospora sp. Direto 1
Periconia sp. 1 Direto 1
Periconia sp. 2 Direto 1
Phyllosticta capitalensis Indireto 2
Remotididymella Direto 1
anthropophila
Stagonosporopsis caricae Direto e indireto 4 14

Fonte: Oliveira, T.G.L. (2024).

5.2.3.1 Teste de patogenicidade em folhas de pimentdo (Capsicum annuum)
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A espécie Epicoccum andropogonearum (Figura 22), isolada como potencialmente
patogénica em folhas de pimentéo, foi submetida ao teste de patogenicidade pela metodologia
do disco de micélio. Apds sete dias, os sintomas da doenca ja eram evidentes nos pontos de
inoculacdo; as plantas do controle permaneceram saudaveis. No isolamento indireto do tecido
doente, foram recuperadas colénias com caracteres morfoldgicos idénticos aos do fungo
inoculado, e o patdgeno foi reisolado, confirmando a patogenicidade pelo postulado de Koch.
Até onde sabemos, este é o primeiro registro da espécie causando doenca em folhas de

Capsicum annuum no Brasil.

Figura 22 — Teste de patogenicidade em casa de vegetacdo, plantas de pimentdo em camera Umida (A);
Sintomas em folhas de piment&o resultantes da inoculagdo com Epicoccum andropogonearum apoés sete dias
(B); Folha controle (C).

Fonte: Oliveira, T.G.L. (2024).

Colletotrichum karstii e Colletotrichum chrysophilum isoladas como potencialmente
patogénicas foram submetidas ao teste de patogenicidade pelo método de suspensdo de

conidios, porém ndo causaram doenca em folhas de pimenté&o.
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6 DISCUSSAO

Estudos sobre a diversidade de fungos endofiticos encontrados em diferentes biomas e
sobre o potencial desses fungos para a producdo de compostos bioativos com aplicacdes
biotecnoldgicas, tém sido bastante explorados nos ultimos anos (Padua et al., 2019; Li et al.,
2020; Oliveira, R. et al., 2020; Oliveira, T. et al., 2020; Jagannath et al., 2021; Oita et al.,
2021; Ferro et al., 2023; Silva et al., 2023). Porém, estudos que envolvem a compreensédo da
diversidade fungica, riqueza e as principais funcdes ecoldgicas das comunidades fangicas
endofiticas em diferentes tipos de cultivo de hortalicas, frutas e grdos sdo escassos (Oliveira et
al., 2014a; Radic et al., 2014; Stuart et al., 2018; Xia et al., 2019; Chen et al., 2020). Xia et
al. (2019) destacaram a relevancia da interacdo entre fungos endofiticos e seus hospedeiros
vegetais, sinalizando a ocorréncia de endofitos significativamente importantes para a melhoria
da producdo dos frutos, crescimento e biomassa da parte aérea das plantas do tomateiro,
possibilitando novos estudos para a aplicacdo desses fungos na producdo agricola sustentavel.

Um grande numero de isolados foi encontrado em folhas de abobrinha (n = 190) e
pimentdo (n = 786) cultivadas em sistemas de manejo organico e convencional. Os endofitos
das folhas de abobrinha foram distribuidos em 82 espécies, das quais 21 sdo provaveis
novidades taxondmicas. Ademais, os endofitos das folhas de pimentdo foram distribuidos em
92 espécies, das quais 22 sdo provaveis novidades taxondmicas com um total de duas espécies
ja descritas ao longo do desenvolvimento deste estudo.

O coeficiente de dissimilaridade de Bray-Curtis utilizado na analise da PERMANOVA
emprega dados quantitativos de abundéancia de espécies para examinar se diferentes tipos de
cultivo podem influenciar na composicdo da comunidade endofitica (Dastogeer et al., 2017).
Os resultados do presente estudo mostraram que diferentes sistemas agricolas podem
influenciar a diversidade e a riqueza de espécies, hospedar comunidades endofiticas distintas e
as espécies recuperadas podem ser diferentes de acordo com as hortalicas estudadas.

A diversidade e a riqueza de espécies de fungos endofiticos associados as folhas de
abobrinha foram significativamente maiores no sistema de manejo organico, porém a
distribuicdo das comunidades de fungos endofiticos ndo difere estatisticamente entre as
praticas agricolas. Resultados semelhantes foram obtidos por Radi¢ et al. (2014) que
observaram maiores indices de Shannon e abundéncia em vinhedos organicos. Suas analises
mostraram que as praticas agricolas ndo afetaram a composicéo das comunidades de endéfitos

radiculares presentes nos vinhedos.
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No estudo realizado por Xia et al. (2019), diferentes culturas de hortalicas
economicamente importantes como o milho, tomate, pimenta e melancia abrigaram
numerosos taxons e a diversidade e abundancia das espécies endofiticas relatadas foram
significativamente maiores nos campos organicos comparado com aqueles manejados
convencionalmente. Isto também reflete as descobertas de Onlamun; Boonthavee; Brooks
(2023) estudando fungos endofiticos cultivaveis em plantagdes orgénicas de cha. Segundo os
autores, uma razao atribuida a isto € que os agroquimicos dispuseram maior impacto nas
comunidades de fungos endofiticos presentes nas raizes e folhas jovens de Camellia sinensis.
No entanto, Oliveira et al. (2014a) e Chen et al. (2020) ndo observaram influéncia das
préticas agricolas orgéanicas e convencionais na comunidade endofitica presente em culturas
de café e cruciferas, respectivamente.

Essas diferencas existentes nas comunidades endofiticas entre os sistemas de cultivo
podem ser atribuidas a préaticas agricolas que degradam os beneficios da simbiose endofitica,
como a aplicacdo de tratamentos quimicos sintéticos para a manutencdo prolongada das
culturas utilizadas na agricultura convencional. Os agroquimicos afetam negativamente o
microbioma do solo e das plantas, causando efeitos ndo intencionais e significativos em
organismos ndo-alvo, provocando competi¢cGes quando espécies fungicas concorrentes séo
suprimidas, e um desequilibrio ecolégico quando ocorre o aumento da frequéncia de alguns
géneros em detrimento de outros (Nettles et al., 2016; Stuart et al., 2018; Chang et al., 2023).

Curiosamente, a diferenca significativa entre a diversidade e a riqueza de espécies de
fungos endofiticos associados as folhas do pimentdo cultivado no sistema de manejo
convencional foi maior quando comparada ao organico. Além disso, houve diferenca
estatistica em relacdo a estrutura das comunidades de fungos endofiticos distribuidas entre os
sistemas de cultivo. Apesar da aplicacdo de produtos quimicos com acdo fungicida (Amistar
Top) na cultura do pimentdo, o impacto da perturbacdo quimica ndo afetou a comunidade
endofitica, indicando um sistema rico em espécies. Este resultado concorda com estudos
anteriores como o0s de Nettles et al. (2016) e Win; Matsumura; Fukuda (2021), onde
tratamentos de sementes do milho e plantas de cha com pesticidas ndo influenciaram a
estrutura da comunidade endofitica foliar, respectivamente. Segundo Win; Matsumura;
Fukuda (2021), sistemas agricolas manejados sob tratamentos quimicos, mantém as plantas
nutridas e menos susceptiveis ao ataque de pragas e doencas.

H& poucos relatos sobre a associa¢do de fungos endofiticos em abobrinha e pimento.
No entanto, El-Hasan et al. (2022) evidenciam a presenca dos endofitos Macrophomina
phaseolina, Aspergillus sp., Aspergillus foveolatus, Albifimbria terrestris, Penicillium
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oxalicum, Cylindrobasidium evolvens, Myrothecium cinctum e Purpureocillium lilacinum em
raizes do pimentdo coletadas em regies de solos variaveis no Quénia (Nyandarua, Kilifi e
Kiambu).

Espécies do filo Ascomycota foram as mais comumente encontradas nos sistemas de
cultivo organico e convencional da abobrinha e do pimentdo. A dominancia de grupos
taxondmicos do filo Ascomycota na diversidade de fungos endofiticos € consistente com
estudos anteriores relacionados a culturas de vinhas (Radi¢ et al., 2014), café (Oliveira et al.,
2014a), milho, tomate, pimenta, melancia (Xia et al., 2019), repolho chinés, rabanete, repolho
branco (Chen et al., 2020) e cenoura (Abdelrazek et al., 2020), desenvolvidas em sistemas de
manejo organico e convencional. Ademais, as especies mais frequentemente encontradas no
estudo foram distribuidas nas ordens Botryosphaeriales, Cladosporiales, Glomerellales,
Hypocreales, Pleosporales e Hypocreales. Estas ordens sdo representadas por géneros
usualmente registrados como endofitos e patdgenos associados a hospedeiros vegetais das
familias Cucurbitaceae e Solanaceae (Arena; Bernal; Imperial, 2019; Marin-Felix et al.,
2019; Huang et al., 2020; Bessadat et al., 2022; Biswas et al., 2023).

Novas ocorréncias para o Brasil foram descobertas no presente estudo. Taxons
isolados como enddfitos de folhas de Cucurbita pepo foram registrados em outros
hospedeiros e substratos: Neoroussoella leucaenae foi catalogada em vagens em
decomposicdo de Leucaena sp. e Pterocarpus sp. na Tailandia (Jayasiri et al., 2019).
Muyocopron chromolaenicola foi encontrado em caules mortos de Chromolaena odorata na
Tailandia (Mapook et al., 2020). Xenoroussoella triseptata foi mencionada em caules mortos
de C. odorata na Tailandia (Mapook et al., 2020), galhos mortos presos a Anomianthus dulcis
e Desmos chinensis também na Tailandia (de Silva et al., 2022) e no solo na Coreia do Sul
(Ryu et al., 2022). Neopestalotiopsis siciliana foi registrada em hastes lesionadas de Persea
americana na Italia (Fiorenza et al., 2022). Diaporthe delonicis foi encontrado em vagens de
sementes secas de Delonix regia e associado a mancha foliar de Pteris grandifolia, ambos na
Tailandia (Perera et al., 2020; Seifollahi et al., 2023) e Fusarium weifangense foi isolado a
partir de tecidos sintomaticos de crosta de trigo na China (Han et al., 2023).

Stemphylium rombundicum e Colletotrichum multiseptatum, ambos isolados como
enddfitos de folhas de Cucurbita pepo e Capsicum annuum, foram registrados por Marin-
Felix et al. (2019) causando les6es em frutos de Solanum lycopersicum (Solanaceae) na
Australia e em colmo morto de uma Poaceae na China (Liu et al., 2022), respectivamente.

Allophoma brasiliensis isolada como endéfito em folhas de Capsicum annuum em

area agricola inserida em um fragmento de Mata Atléntica brasileira, foi reportada como novo
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registro de distribuicdo geogréfica. A primeira ocorréncia da espécie, isolada de moscas de
morcego (Trichobius sp.), ocorreu no Parque Nacional do Catimbau, localizado no dominio
da Caatinga (Carvalho et al., 2022).

Epicoccum brahmanense e Fusarium ruthhalliae, ambos isolados como endéfitos de
folhas de Capsicum annuum, também sdo primeiras ocorréncias para o Brasil. Epicoccum
brahmanense foi isolado do solo em uma floresta tropical na Papua Nova Guiné (Hou et al.,
2020). Fusarium ruthhalliae também isolado como potencialmente patogénico de folhas de
abobrinha e pimentdo, foi registrado por Tan; Shivas (2022) na inflorescéncia de Sorghum
plumosum na Australia.

Entre os enddfitos identificados, Cladosporium sp. 2 foi a espécie mais
frequentemente isolada de folhas de abobrinha no sistema convencional (13,43%) e organico
(9,75%). Espécies de Cladosporium foram relatadas como endofitos em culturas de cruciferas
como Brassica rapa, B. olerocea e Raphanus sativus cultivadas em sistemas de manejo
organico e convencional (Chen et al., 2020). Oliveira et al. (2014a) também relataram taxons
de Cladosporium em folhas maduras e saudaveis de Coffea arabica em ambos os tipos de
cultivo, porém com menor frequéncia no sistema organico. Onlamun; Boonthavee; Brooks
(2023) relataram Cladosporium sp. apenas no sistema organico de plantas de cha (Camellia
sinensis). O género Cladosporium (Cladosporiaceae) compreende trés complexos de espécies
que representam taxons com alta adaptabilidade ecoldgica, estabelecendo interacGes
endofiticas, saprobias e patogénicas com diferentes linhagens de plantas, além de causar
micoses e reagdes alérgicas nos seres humanos (Salvatore; Andolfi; Nicoletti, 2021; Lee et al.,
2023). Além disso, € um género bastante explorado pela capacidade de extracdo de
metabolitos secundarios (Salvatore; Andolfi; Nicoletti, 2021). Cepas de Cladosporium
apresentam grande potencial como fertilizante microbiano, atuando na promoc¢do do
crescimento de plantas para producdo sustentavel de cultivares (Yang et al., 2023).

No presente estudo, Phyllosticta capitalensis (Phyllostictaceae) foi a espécie
endofitica mais frequentemente isolada de folhas de pimentdo no sistema convencional
(30,10%), contudo no estudo realizado por Oliveira et al. (2014a), P. capitalensis foi a
terceira mais frequente no café convencional e a mais frequente no café organico. A
ocorréncia desta espécie endofitica é relatada em uma ampla variedade de plantas hospedeiras
(Padua et al., 2019; Huang et al., 2020; Silva et al., 2023), inclusive outras espécies como P.
citricarpa, estdo relacionadas a patogenicidade, causando manchas pretas nos Citrus (Wang et
al., 2020; Buijs et al., 2021). Os endofitos, P. capitalensis e P. paracapitalensis, mostraram

potenciais efeitos antagonicos contra P. citricarpa e podem ser utilizados para o controle



80

biolégico desta doenga economicamente importante para a cultura dos citros (Tran et al.,
2019). Seis complexos foram introduzidos por Norphanphoun et al. (2020) para resolver a
identificacdo taxondmica das espécies de Phyllosticta devido as sobreposicOes de caracteres
morfologicos e associa¢Oes de hospedeiros existentes no grupo.

Colletotrichum sp. 15 foi a espécie mais frequentemente (22,02%) isolada de folhas de
pimentdo no sistema organico, o que também pode ser visto no estudo realizado por Oliveira
et al. (2014a) e Chen et al. (2020) que revelaram a dominancia de Colletotrichum em culturas
de café, repolho chinés, rabanete e repolho branco, cultivadas em sistemas de manejo
organico e convencional. O género Colletotrichum (Glomerellaceae) é classificado em 14
complexos monofiléticos que incluem tdxons com estilos de vida endofitico, saprébio,
fitopatdgeno e alguns patdgenos oportunistas dos seres humanos (Jayawardena et al., 2021,
Bhunjun et al., 2021). Cepas endofiticas de Colletotrichum ja demonstraram competéncias
valiosas para o desenvolvimento de espécies vegetais de importancia econémica, atuando no
aumento do crescimento, producdo, biocontrole e na inducdo de resisténcia a patégenos
(Diaz-Gonzalez et al., 2020; Casas et al., 2021).

Ponderando o fato de que a curva de acumulacdo e extrapolacdo de espécies ndo
atingiu o ponto de estabilizacdo para a riqueza esperada de fungos endofiticos em folhas de
abobrinha e pimentdo cultivada em sistemas de manejo convencional e organico, novas
coletas sdo necessarias para avaliar e recuperar a riqueza de endofitos nestes vegetais.

Espécies de fungos endofiticos podem ser utilizadas como bioindicadores dos sistemas
de manejo agricola e essa caracteristica pode ser atribuida as diferencas no contexto ambiental
e mudancas fisiolégicas do hospedeiro, contribuindo assim para a distribuicdo das espécies
(Silva et al., 2023). No estudo realizado por Camatti-Sartori et al. (2005), Sporobolomyces
roseus, isolado apenas de folhas de Malus domestica, € o0 género Pichia, isolado apenas dos
frutos, podem ser utilizados, respectivamente, como indicadores para pomares organicos e
sistemas integrados de producdo de macieira. Abdelrazek et al. (2020), estudando endofitos
radiculares de Daucus carota subsp. sativus, observaram que o0s géneros Alternaria,
Fusarium, Plectosphaerella e Rhizoctonia estdo correlacionados ao manejo organico da
cenoura. De acordo com Silva et al. (2023), a preferéncia dos taxons pode estar relacionada as
circunstancias favoraveis que cada ambiente pode proporcionar para o desenvolvimento e o
papel ecologico funcional desses isolados. Os fungos sdo excelentes bioindicadores por
apresentar distribuicdo onipresente e alta sensibilidade &s mudangas ambientais (Warnasuriya
etal., 2023).



81

Transi¢cdes entre caracteristicas endofiticas e patogénicas estdo presentes ao longo da
evolucdo dos Ascomycota (Arnold et al., 2009). Provavelmente, espécies fitopatogénicas sao
capazes de colonizar plantas assintomaticamente e permanecerem como patogenos latentes.
No presente estudo, Colletotrichum plurivorum, Curvularia intermedia e Bipolaris bicolor
foram isoladas como enddéfitos e como potencialmente patogénicas, provocando sintomas de
doenca quando inoculadas em folhas de abobrinha. Até onde sabemos, esse € o primeiro
registro dessas espécies causando doenca em folhas de Cucurbita pepo no Brasil. O mesmo
ocorreu para Colletotrichum chrysophilum, C. karstii, Epicoccum andropogonearum e
Stagonosporopsis caricae, porém ndo foram submetidas ao teste de patogenicidade. Essas
espécies ja foram mencionadas como agentes patogénicos, causando antracnose e manchas
foliares em Cucurbitaceae, incluindo Citrullus lanatus (Guo et al., 2022) e Sechium edule
(Zhang et al., 2023) na China, em Fragaria x ananassa no Brasil (Soares et al., 2021),
Carica papaya no Mexico (Pacheco-Esteva et al., 2022), em plantas de importancia
econbmica como a seringueira (Liang et al., 2019), gramas (Tan et al., 2022) e gramineas
relevantes para producdo pecuaria em pastagens como € o caso do Lolium multiflorum (Li J;
Li M; Gao, 2019). No entanto, existem relatos desses isolados colonizando tecidos vegetais
saudaveis (Vieira et al., 2017; Sukarno et al., 2021; Ferro et al., 2023; Liu et al., 2023).

Epicoccum andropogonearum, isolado como potencialmente patogénico, provocou
sintomas de doenca quando inoculado em folhas de pimentdo. Até onde sabemos, esse é 0
primeiro registro da espécie causando doenca em folhas de Capsicum annuum no Brasil.
Além disso, € o primeiro registro da espécie no Brasil associada a folhas saudaveis de C.
annuum. Epicoccum andropogonearum foi publicada por Tan et al. (2022), causando mancha
foliar em Cymbopogon refractus e Hyparrhenia hirta (Poaceae) na Australia. Outro relato foi
realizado por Riera (2023) em raizes do milho no Equador.

Colletotrichum chrysophilum, C. karstii, Colletotrichum sp. 20, Cumuliphoma indica,
Ectophoma multirostrata, Epicoccum andropogonearum, Fusarium ruthhalliae, Phyllosticta
capitalensis, Remotididymella anthropophila e Stagonosporopsis caricae foram isolados tanto
como endofitos, quanto como potencialmente patogénicos em folhas de pimentdo, porém nao
foram submetidas ao teste de patogenicidade. Relatos mostram que essas espécies podem
estar relacionadas a patogenicidade de varias doencgas em diferentes espécies de plantas, como
também expressam estilo de vida ndo patogénico (Marin-Felix et al., 2019; Padua et al., 2019;
Hongsanan et al., 2020; Hou et al., 2020; Jeong et al., 2022; Tan; Shivas, 2022; An et al.,
2023; Cruz-Lagunas et al., 2023; Talhinhas; Baroncelli, 2023).
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Conhecer e investigar espécies patogénicas de culturas de importancia econémica,
pode facilitar o desenvolvimento de métodos de gestdo ecoldgica, bem como melhorar a
produtividade e o desempenho das culturas. Azarbad (2022) discute a utilidade de abordagens
complexas baseadas em microbiomas nas praticas agricolas como recurso para aumentar a
produtividade sustentavel, minimizando o0s prejuizos ambientais e conservando a

biodiversidade.
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7 CONCLUSAO

Neste estudo, fornecemos a primeira estimativa da diversidade dos fungos endofiticos

em folhas de Cucurbita pepo e Capsicum annuum cultivados em sistemas de manejo organico

e convencional em Pernambuco, bem como exploramos a relagdo entre endofitos e patégenos

associados a esses hospedeiros. Desse modo, conclui-se que:

Os sistemas de manejo influenciam a riqueza e diversidade dos fungos endofiticos,
com maior riqueza observada no manejo organico da abobrinha e no manejo
convencional do pimentéo.

A estrutura e composicdo das comunidades endofiticas presentes nas folhas do
pimentdo é influenciada por diferentes préaticas agricolas.

Diferentes préaticas agricolas ndo influenciam a estrutura das comunidades endofiticas
presentes nas folhas de abobrinha.

Cladosporium sp. 2 é a espécie mais frequente no sistema de cultivo orgéanico e
convencional da abobrinha.

Colletotrichum sp. 15 e Phyllosticta capitalensis sdo as espécies mais frequentes no
sistema de cultivo organico e convencional do pimentdo, respectivamente.

Diferentes endofitos apresentam potencial como espécies indicadoras para 0s
diferentes tipos de manejo de abobrinha e pimentéo.

Folhas de abobrinha e pimentdo séo fontes de novidades taxonémicas e novas
ocorréncias para o Brasil.

Colletotrichum plurivorum, Curvularia intermedia e Bipolaris bicolor sdo espécies
patogénicas a folhas de abobrinha e Epicoccum andropogonearum a folhas do
pimentao.

Espécies consideradas fitopatogénicas também estdo relacionadas a colonizagédo
assintomatica dos tecidos vegetais.

Estudos futuros envolvendo aplicacbes e melhoria da agricultura com base nas

interacOes enddfito-hospedeiro sdo importantes e devem ser realizados.
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APENDICE A: ARVORES DE MAXIMA VEROSSILHIMANCA DAS ESPECIES
ENDOFITICAS E POTENCIALMENTE FITOPATOGENICAS ISOLADAS DE FOLHAS
DE ABOBRINHA E PIMENTAO CULTIVADOS EM SISTEMAS DE MANEJO
ORGANICO E CONVENCIONAL.

100 Phyllosticta rhizophorae NCYUCC 19-0358

Phyllosticta rhizophorae NCYUCC 19-0352

9 5‘{ Phyllosticta paracapitalensis CPC 26518
Phyllosticta paracapitalensis CPC 26517

Phyllosticta capitalensis CBS 128856

Phyllosticta capitalensis PC413

Phyllosticta capitalensis FPC16

100] Phyllosticta capitalensis AO9
Phyllosticta capitalensis PC119
Phyllosticta capitalensis PC442
—— Phyllosticta sp. FAC36
Phyllosticta capitalensis PC464

Phyllosticta capitalensis FPC26

Phyllosticta capitalensis PO368

Phyllosticta capitalensis CBS 123373

Botryosphaeria obtusa CMW 8232
0.05

Figura A - Arvore filogenética obtida a partir da analise RAXML dos dados das sequéncias
de act (512F/783R). Valores para ML-BS > 70% estdo incluidos préximos aos nés. Cepas ex-
tipo e isolados de referéncia, endofitos das folhas de abobrinha e os enddfitos das folhas do
pimentdo estdo em negrito, azul e verde, respectivamente. Isolados potencialmente
patogénicos da abobrinha e os isolados potencialmente patogénicos do pimentdo estdo
marcados com uma estrela e um circulo, respectivamente. A arvore foi enraizada com
Botryosphaeria obtusa CMW 8232.
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Exserohilum rostratum CBS 297.80
Stemphylinm symphyti CBS 115268
100 lium ixeridis CBS 124748
Stemphylium rombundicum BRIP 27486
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Alternaria pogostemonis ZHKUCC 22-0147
l» Alternaria pseudoeichhornice MFLUCC 18-1589

Stemphylium

Aliernaria tomato CBS 114.35

I Atternaria tomato CBS 103.30
Alternaria jacinthicola CBS 133751
Alternaria jacinthicola FAC1S &

Alternaria jacinthicola CPC 25267

Alternaria jacinthicola PC87
Alternaria burnsii CBS 107.38 2
T Atternaria burnsii CBS 108.27 Alternaria
Alternaria burnsii AC26
Alternaria sp. 1 PC39

Alternaria sp, FAC6 %

Alternaria alternata CBS 916.96

Alternaria alternata CBS 102595
81 Alternaria iridicola YZU161051
Alternaria iridicola MUCC2149
Alternaria tectorum YZU161052
Alternaria tectorum Y ZU161050

»

98

Pyrenophora cynosuri CBS 127918
0.1

Figura B — Arvore filogenética obtida a partir da analise RAXML dos dados das sequéncias
de gapdh (GPD1/GPD2). Valores para ML-BS > 70% estao incluidos proximos aos nos.
Cepas ex-tipo e isolados de referéncia, endofitos das folhas de abobrinha e os endofitos das
folhas do pimentdo estdo em negrito, azul e verde, respectivamente. Isolados potencialmente
patogénicos da abobrinha estdo marcados com uma estrela. A arvore foi enraizada com
Pyrenophora cynosuri CBS 127918.
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— Colletorrichum aeschynomenes ICMP 17673
443

100

gloeosporioides
species complex

3
Coll icola
ioides CBS 112999
100, Coltetotrichum
Colictotrichu
78 Colletorrichu

nyense PC12
ingenye MFLUCC 15-0022

infuscans CRS 869.96

Figura C — Arvore filogenética obtida a partir da analise RAXML dos dados das sequéncias de gapdh (GDF1/GDR1). Valores para ML-BS >
70% estdo incluidos préximos aos nos. Cepas ex-tipo e isolados de referéncia, endéfitos das folhas de abobrinha e os endofitos das folhas do
pimentdo estdo em negrito, azul e verde, respectivamente. Isolados potencialmente patogénicos da abobrinha e os isolados potencialmente

patogénicos do pimentdo estdo marcados com uma estrela e um circulo, respectivamente. Novas espécies estdo em vermelho. A arvore foi

enraizada com Monilochaetes infuscans CBS 869.96.
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Mucor indicus CBS 226,29

Mucor phayaoensis MFLUCC 21-0044
Mucor sp. PO347

100 Mucor griseocyanus CBS 116.08

Mucor lusitanicus CBS 108,17

Mucor hiemalis CBS 201.65

100 Mucor irregularis CBS 10393 T

Mucor irregularis AC13

Corynespora torulosa CPC15989

Corynespora encephalarti CBS 145555

Corynespora pseudocassiicela CPC 31708

Corynespora pseudocassiicola AC24
Plectosphaerella sp. PC293

100
Plectosphaerella alismatis CBS 113362

0.08
87 Plectosphaerelia melonis CBS 131859

Plectosphaerella delsorboi CBS 116708

Figura D — Arvore filogenética obtida a partir da analise RAXML dos dados das sequéncias
de LSU (LROR/LRS5). Valores para ML-BS > 70% estdo incluidos proximos aos nds. Cepas
ex-tipo e isolados de referéncia, enddéfitos das folhas de abobrinha e os endofitos das folhas do
pimentdo estdo em negrito, azul e verde, respectivamente. A arvore foi enraizada com
Plectosphaerella sp. PC293, P. alismatis CBS 113362, P. melonis CBS 131859, P. delsorboi
CBS 116708.
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Fusarium sp. 1 FAC7

— Fusarium citri LC6896

Fusarium lacertarum PC13

Fusarium lacertarum NRRL20423

—  Fusarium lacertarum CBS 127131

— Fusarium sp. 2 FAC48

Fusarium coffeatum CBS 635.76

Fusarium irregulare LC7188

Fusarium oxysporum CBS 716.74

0.03

Figura E — Arvore filogenética obtida a partir da analise RAXML dos dados das sequéncias
de rpbl (FA/R8). Valores para ML-BS > 70% estdo incluidos proximos aos nds. Cepas ex-
tipo e isolados de referéncia, endéfitos das folhas do pimentdo estdo em negrito e verde,
respectivamente. Isolados potencialmente patogénicos da abobrinha estdo marcados com uma

estrela. A arvore foi enraizada com Fusarium oxysporum CBS 716.74.
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Allophoma anatiae CBS 124673

ik Allophoma labilis CBS 124.93
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Xylaria

Fusarium

Ectophoma

Epicoccum

Allophoma

Figura F — Arvore filogenética obtida a partir da analise RAXML dos dados das sequéncias

de rpb2 (5F2/7CR). Valores para ML-BS > 70% estao incluidos proximos aos nos. Cepas ex-

tipo e isolados de referéncia, enddfitos das folhas de abobrinha e os endofitos das folhas do

pimentdo estdo em negrito, azul e verde, respectivamente.

Isolados potencialmente

patogénicos da abobrinha e os isolados potencialmente patogénicos do pimentdo estdo

marcados com uma estrela e um circulo, respectivamente. A arvore foi enraizada com

Annulohypoxylon annulatum CBS 140775.
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Figura G — Arvore filogenética obtida a partir da analise RAXML dos dados das sequéncias
de tef (728F/EF-2; 728F/986R). Valores para ML-BS > 70% estdo incluidos proximos aos

nos. Cepas ex-tipo e isolados de referéncia, endofitos das folhas de abobrinha e os endéfitos

das folhas do pimentdo estdo em negrito, azul e verde, respectivamente. Isolados

potencialmente patogénicos do pimentdo estdo marcados com um circulo. A arvore foi

enraizada com Fusarium fujikuroi NRRL13566.
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85 Aspergillus calidoustus AC44
sl Aspergillus insuetus NRRL 279
Aspergillus insuetus CBS 102278 — —
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Figura H — Arvore filogenética obtida a partir da analise RAXML dos dados das sequéncias
de tub (2a/2b). Valores para ML-BS > 70% estdo incluidos proximos aos nés. Cepas ex-tipo e
isolados de referéncia, endofitos das folhas de abobrinha e os endofitos das folhas do
pimentdo estdo em negrito, azul e verde, respectivamente. Isolados potencialmente
patogénicos da abobrinha e os isolados potencialmente patogénicos do pimentdo estdo
marcados com uma estrela e um circulo, respectivamente. A arvore foi enraizada com
Gregatothecium humicola CBS 205.96 e Gregatothecium humicola AO25.
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Deconica sp. A0139, Deconica chionophila Zul05 e Deconica montana PS 135.
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Abstract

Cucurbita pepo L. (zucchini) is a vegetable native to North and Central America that is
uniformly elongated and cylindrical, used as food for humans and animals, and widely
cultivated in tropical areas. In January 2021, anthracnose symptoms were observed on the
leaves of C. pepo grown in an agricultural area located in the municipality of Cha Grande,
Pernambuco, Brazil. Morphological characters and phylogenetic analyses of the ITS region of
the rDNA (ITS), and partial sequences of the actin (ACT), beta-tubulin 2 (TUB2), and

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) genes were used to identify the
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pathogen causing the disease as Colletotrichum plurivorum. The pathogenicity test was
performed using mycelium discs, and the pathogenicity was confirmed after seven days using
Koch's postulate. To our knowledge, this is the first report of Colletotrichum plurivorum

causing anthracnose in C. pepo leaves in Brazil.

Keywords: Glomerellaceae, Multilocus analysis, Pathogenicity, Zucchini

Cucurbita pepo L. (zucchini) is a cucurbit of great economic importance with a
predominantly tropical distribution. It is harvested while immature and can produce up to
three crop cycles per year in a protected environment (Verdejo-Lucas and Talavera 2019). In
Brazil, the south central region stands out for the largest production, surpassing 150,000 tons

according to the Agricultural Census carried out in 2017 (IBGE 2017).

Anthracnose, caused by species of the genus Colletotrichum, is a frequent disease in
cucurbits that can affect plant tissue at any stage of development. Leaf symptoms can be
observed as small dark lesions, often surrounded by a yellowish halo, which become necrotic
(Reis and Feitosa 2022). In January 2021, anthracnose symptoms were observed on leaves of
C. pepo in an agricultural area in the municipality of Ch& Grande, Pernambuco, Brazil
(8°15'17.778”S, 35°29'46.984"W). Diseased leaves had a dry appearance with necrotic,

irregular, and dark brown lesions (Fig. 1f).

Samples of symptomatic leaves were superficially disinfected in 70 % ethanol for 30 s,
sodium hypochlorite (3 % of active chlorine) for 2 min, and finally washed three times in
distilled and sterilised water. Subsequently, the leaf fragments were transferred to potato
dextrose agar (PDA) containing chloramphenicol (50 mg/L) and incubated at 25 + 3 °C for 3

days. Three isolates were obtained. A representative culture was used to identify the species,
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which was deposited in the culture collection of Micoteca URM Profa. Maria Auxiliadora

Cavalcanti WCDM 604 at the Federal University of Pernambuco (UFPE), Recife, Brazil.

For morphological characterisation, the fungus was inoculated on PDA for seven days
and showed olivaceous grey aerial mycelium, white margins, and growth of 6.5 cm (Fig. 1a).
Microscopy of the sexual morph showed perithecial ascomata (globose to obpyriform, dark
brown, 115.9-178.8 x 97.3—153.7 um (Fig. 1b,c)), unitunicate asci (clavate, 8-spored, 30.7—
60(-72) x 7.2-9.6(-12) um (Fig. lc,d)), aseptate ascospores (hyaline, allantoid to fusiform,
both ends rounded, 14.4-19.2(-21.6) x 4.5-5(—7.2) um (Fig. 1¢)), setae (dark brown, 127-181
um long, 3—4 um in diameter, septate), and appressoria (medium brown, 12-15.5 x 4.8-6.5

um). An asexual morph was not observed.

Fig. 1 a Colony on PDA. b Ascomata perithecia. ¢ Ascomata perithecia and asci. d Asci. e
Ascospores. f Zucchini leaves with disease symptoms. g Symptoms in zucchini leaves
resulting from inoculation with Colletotrichum plurivorum after seven days. h Control leaf.

Scale bars: B = 100 pm and C—E =10 pum
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Genomic DNA was extracted as described by Oliveira et al. (2016) for amplification
of the ITS region of the rDNA (ITS), actin (ACT), beta-tubulin 2 (TUB2), and
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), using the primers ITS1/ITS4, ACT-
512F/ACT-783R, T1/Bt2b, and GDF1/GDR1 (Liu et al. 2022), respectively. The reactions
were performed in a total reaction volume of 25 pL. The amplification products were
sequenced, and the obtained sequences (ITS: 0Q130748; ACT: 0Q144656, TUB2:
0Q144657; GAPDH: 0Q144655) were compared with other sequences deposited in
GenBank, aligned using the online tool MAFFT v.7 (Katoh and Standley 2013), and manually

edited with the MEGA v.7 software (Kumar et al. 2016).

Phylogenetic trees were generated using Bayesian Inference (Bl) and Maximum
Likelihood (ML) analyses. Bl was performed using MrBayes v 3.2.7a on XSEDE (Ronquist
et al. 2012). The best nucleotide substitution model (GTR + I for ITS, HKY + | for ACT, and
HKY + G for GAPDH and TUB2) was estimated by MrModelTest v.2.3 (Nylander 2004).
The analyses were carried out for 1 x 107 generations with a burn value of 25 %, and trees
were sampled every 1000 generations. The ML analyses were performed using the RAXML
HPC BlackBox v. 8.2.12 (Stamatakis 2014) with 1000 bootstrap replications using default
parameters and the GTR + G + | model test. All analyses were performed on the online server

of the Cipres Science gateway portal (Miller et al. 2010).

The morphological characterisation of the fungus matched C. plurivorum described by
Damm et al. (2019), and according to phylogenetic analyses, isolate URM 8640 were grouped
with C. plurivorum CBS 125474 ex-type strain with high support (Bayesian posterior

probability = 1 and ML bootstrap = 98) (Fig. 2).
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Fig. 2 Phylogenetic tree generated using Bayesian inference analysis based on combined

TUB2, ACT, ITS, and GAPDH sequences from species of the Orchidearum complex. Ex-type

strains are indicated as superscript T. The species identified in the study is indicated in bold.

Bayesian posterior probabilities (BPP > 0.95) and maximum likelihood bootstrap (ML > 70

%) values are shown near nodes. The tree is rooted with Colletotrichum magnum (CBS

519.97)

To confirm the pathogenicity of the fungus, five C. pepo plants were used for fungus

inoculation and five for the control. Three leaves were randomly chosen from each plant and

subsequently wounded using a sterile needle. Culture discs (6 mm in diameter) of C.

plurivorum URM 8640 grown on PDA for seven days were placed on the wound points. PDA

discs were used as the controls. The plants were then kept at room temperature and covered
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with plastic bags. Cotton soaked in water was placed at the base of the plants to maintain the
humid chamber for 24 h. After seven days, necrosis symptoms were already evident at the
inoculation points (Fig. 1g); however, the control plants remained healthy. In the indirect
isolation of the diseased tissue, colonies and morphological characters identical to those of the
inoculated fungus were recovered, and the pathogen was reisolated, confirming pathogenicity
using Koch's postulate. Colletotrichum plurivorum was originally described as causing
anthracnose in the leaves of coffee (Coffea sp.) in Vietnam (Damm et al. 2019). However, it
has also been reported to cause anthracnose in the leaves and fruit of chilli (Capsicum spp.) in
Malaysia and Thailand (Silva et al. 2019), leaves of pear (Pyrus spp.) in China (Fu et al.
2019), leaves of okra (Abelmoschus esculentus) in Brazil (Batista et al. 2020), leaves of
watermelon (Citrullus lanatus) in China (Guo et al. 2022) and leaves of passion fruit
(Passiflora edulis) in Brazil (Laurentino et al. 2022). However, this is the first report of C.

plurivorum causing anthracnose in C. pepo leaves in Brazil.
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Colletotrichum species, which are globally distributed, exhibit diverse ecological relationships with a
variety of hosts. These species are not only significant pathogens but also exist as saprobes and endophytes. In
this study, endophytic isolates of Colletotrichum were procured from Capsicum annuum (Solanaceae) leaves in a
conventional cultivation agricultural area within the Atlantic Forest region of Brazil. A multi-locus phylogenetic
analysis, which utilised sequences of internal transcribed spacer (ITS), glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase (GAPDH), chitin synthase 1 (CHS-1), and actin (ACT), in conjunction with morphological
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features, identified two new species within the C. boninense species complex. These new species are
phylogenetically related and are positioned in a clade adjacent to C. brasiliense, a pathogenic species of
Passiflora edulis found in Brazil and China. Colletotrichum pernambucoense sp. nov. is primarily characterised
by its formation of unbranched conidiophores, which can be up to 26 um long, and cylindrical to ampulliform
conidiogenous cells that often extend to form new conidiogenous loci. On the other hand, Colletotrichum
capsicicola sp. nov. has setae with 2—3-septate, branched or unbranched conidiophores that can be up to 49 pm
long, and rarely lobate and irregularly shaped appressoria. Both species exhibit a prominent scar at the base of
the conidia.

Keywords: bell pepper, endophytism, Glomerellaceae, taxonomy. — 2 new species

The genus Colletotrichum Corda, belonging to the family Glomerellaceae and order
Glomerellales, was first introduced by Corda in 1831. The type species is Colletotrichum
lineola Corda (Liu et al. 2022, Zheng et al. 2022). This genus encompasses species that are
significant plant pathogens globally (Guarnaccia et al. 2021, Machado et al. 2022, Shahriar et
al. 2023, Zhang et al. 2023). Additionally, it includes saprobes (Jayawardena et al. 2016,
2021, Liu et al. 2022), endophytes (Padua et al. 2019, Zheng et al. 2022, Silva et al. 2023),
and a few species that have been reported as opportunistic human pathogens (Hung et al.
2020, Paniz-Mondolfi et al. 2021).

The genus Colletotrichum is currently classified into 14 species complexes, each
sharing similar phenotypic characteristics and positioned within monophyletic clades
(Jayawardena et al. 2021, Bhunjun et al. 2021). Additionally, there are 12 singleton species
(Bhunjun et al. 2021). The group’s polyphasic taxonomy involves studying morphological
characters and conducting phylogenetic analysis using a minimum of five markers. These
markers include the internal transcribed spacer (ITS), glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH), chitin synthase (CHS-1), actin (ACT), and beta-tubulin (TUB2)
(Cannon et al. 2012, Damm et al. 2012a, Jayawardena et al. 2016, 2021, Talhinhas &

Baroncelli 2021, Liu et al. 2022). Typically, the GAPDH gene is the preferred and initial
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choice for identifying and distinguishing species within complexes (Damm et al. 2012a, Weir
etal. 2012).

The C. boninense species complex comprises species that typically exhibit a preference
for specific hosts. These species share morphological characteristics common to this group,
including a prominent scar at the base of the conidia and conidiogenous cells with a
significant periclinal thickening. This thickening occasionally extends to form a new
conidiogenous locus (Damm et al. 2012a, Jayawardena et al. 2021).

Over the years, new species of the C. boninense species complex have been described as
endophytes and pathogens of different hosts (Hou et al. 2016, Ma et al. 2018, Liu et al. 2022,
Zheng et al. 2022). Most of the species in the group have been reported as endophytes, having
been C. dacrycarpi Damm, P.F. Cannon, Crous, P.R. Johnst. & B.S. Weir obtained from
leaves of Dacrycarpus dacrydioides (A.Rich.) de Laub., and C. parsonsiae Damm, P.F.
Cannon, Crous, P.R. Johnst. & B.S. Weir from leaves of Parsonsia capsularis (G.Forst.)
R.Br., both in New Zealand (Damm et al. 2012a). Other examples are C. wuxuhaiense Z.F.
Yu & H. Zheng from roots of Potamogeton crispus L., and P. pectinatus L., and C. spicati
Z.F. Yu & H. Zheng from the stem of Myriophyllum spicatum L. and leaves of Potamogeton
wrightii Morong in China (Zheng et al. 2022). These findings may show the endophytic
lifestyle of species in the C. boninense species complex.

The bell pepper (Capsicum annuum L., Solanaceae), primarily produced in tropical and
subtropical regions, is cultivated in various systems. These include organic cultivation in
protected environments (Almeida et al. 2021), conventional and direct cultivation (Oliveira et
al. 2015), hydroponic (Santos et al. 2017), and semi-hydroponic cultivation (Santos et al.
2019). In Brazil, this crop plays a significant socioeconomic role, covering an area of 11,188
hectares in 2017 and yielding 555 thousand tons (EMBRAPA hortaligas 2019). Globally,

there are limited reports on the structure of the endophytic fungal community associated with
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bell pepper (Halész et al. 2016). Nevertheless, bell pepper production faces challenges with
phytopathogenic fungi, including potential endophytes that may exist as latent pathogens
within the plants (T6foli & Domingues 2018, Villafana et al. 2019, Balamurugan & Kumar
2023, Tiamiyu et al. 2023).

In a study examining endophytic fungi in Capsicum annuum leaves, collected from a
conventional cultivation area in Brazil, several isolates were morphologically identified as
Colletotrichum. Subsequent investigation of these isolates, using morphological
characteristics in conjunction with multilocus phylogenetic analysis (ITS, GAPDH, CHS-1,

ACT), revealed two new species within the C. boninense species complex.

Materials and methods

Sample collection and endophytic fungi

In January 2021, healthy leaves of Capsicum annuum were gathered from a
conventional agricultural area in the municipality of Cha Grande (08°15'17.683"S,
35°29'46.861"W), Pernambuco, Brazil, during the dry season. The isolation of endophytic
fungi was conducted following the method outlined by Araujo et al. (2002). Initially, the
leaves were rinsed in running water, and tissue discs were excised using a sterile metal cork
punch (6 mm diameter). The discs were then disinfested with 70 % ethanol for 30 s, followed
by sodium hypochlorite (3 % active chlorine) for 2 min, and subsequently rinsed thrice in
distilled and sterilised water. The leaf fragments were then transferred to a potato-dextrose-
agar medium (PDA) supplemented with chloramphenicol (50 mg/L) to inhibit bacterial
growth. The Petri dishes were incubated for up to 15 d at approximately 28 °C, following a
natural day-night cycle. To assess the effectiveness of the surface sterilization, 1 mL of water

from the final rinse was inoculated onto Petri dishes containing the same medium and
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incubated under identical conditions. Fungal endophyte growth was monitored daily, and any
colonies identified were isolated, purified, and maintained on PDA. Endophytic fungi,
including Colletotrichum isolates, were preserved in a 10 % water-glycerol solution for
subsequent analysis.

The ex-type strains of newly identified species have been deposited in the University
Recife Mycology (URM) culture collection (WCDM 604) (Micoteca URM Profa. Maria
Auxiliadora Cavalcanti) and slide preparations (holotypes) in the Herbario URM Pe. Camille

Torrend, both at the Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife, Brazil.

Morphology

Colletotrichum isolates were cultured on PDA, Malt Extract Agar (MEA), and Oatmeal
Agar (OA), then incubated for a period of 7 d at an approximate temperature of 28 °C,
following a natural day-night cycle. Measurements of colony diameters were taken, and their
colours were analysed in accordance with Rayner’s colour charts (Rayner 1970). During the
microscopic analysis, between 12 and 30 structures were measured for each newly identified
species. Photomicrographs of various fungal structures, including conidia, conidiophores,

conidiomata, setae, and appressoria, were also captured.

DNA extraction, PCR amplification, and sequencing

Colletotrichum isolates were cultured on PDA for genomic DNA extraction, which was
conducted following the method described by Oliveira et al. (2016). The primer pairs
ITS1/ITS4 (White et al. 1990), GDF1/GDR1 (Guerber et al. 2003), CHS-79F/CHS-354R, and
ACT-512F/ACT-783R (Carbone & Kohn 1999) were utilised to amplify the ITS region of the
rRNA, the partial glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene (GAPDH), the partial

chitin synthase 1 gene (CHS-1), and the partial actin gene (ACT), respectively.
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PCR amplifications were conducted in a total volume of 25 puL. The ITS PCR
conditions were set at 95 °C for 3 min, followed by 39 cycles of 94 °C for 45 s, 58 °C for 1
min, 72 °C for 1 min, and a final extension at 72 °C for 7 min. The GAPDH PCR conditions
were set at 94 °C for 5 min, followed by 40 cycles of 94 °C for 30 s, 52 °C for 30°s, 72 °C for
30 s, and a final extension at 72 °C for 7 min. The ACT and CHS-1 amplification conditions
were set at 95 °C for 4 min, followed by 35 cycles of 95 °C for 30 s, 58 °C for 30°s, 72 °C for
45 s, and a final extension at 72 °C for 10 min. All amplified products were purified using
Exonuclease | (Thermo Fisher Scientific) and Shrimp Alkaline Phosphatase (Cellco), and
subsequently sequenced at the Plataforma Multiusuaria de Sequenciamento e Expressao

Génica do Centro de Biociéncias of UFPE, Brazil.

Sequence alignment and phylogenetic analysis

The ITS, GAPDH, CHS-1, and ACT sequences generated in this study were analysed
using the BLASTNn tool from the NCBI GenBank nucleotide database and compared with
others. We obtained all published DNA sequences from ex-type and reference strains of
known Colletotrichum species within the C. boninense species complex, including the
outgroup C. truncatum CBS 151.35, from recent literature (Youlian et al. 2011, Damm et al.
2012a, Hou et al. 2016, Ma et al. 2018, Jayawardena et al. 2021, Liu et al. 2022, Zheng et al.
2022) (Tab. 1).

Alignments for each locus were executed using the online tool MAFFT v.7 (Katoh &
Standley 2013) and manually adjusted with MEGA v.7 software (Kumar et al. 2016). The
four-locus datasets, once concatenated, were analyzed by maximum likelihood (ML) and
Bayesian inference (BI) using RAXML HPC BlackBox v. 8.2.12 (Stamatakis 2014) and
MrBayes v 3.2.7a on XSEDE (Ronquist et al. 2012), respectively, via the online Cipres

Science Gateway portal (Miller et al. 2010). ML analysis was conducted with 1000 bootstrap
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replications using default parameters and the GTR + G + | as the optimal model. For Bl
analysis, the most suitable nucleotide substitution model was determined by MrModelTest
v.2.3 (Nylander 2004) for each gene. Bl analyses were conducted with two Markov Chain
Monte Carlo (MCMC) runs, 1 x 107 generations with a burn-in value of 25 %, and trees were
sampled every 1000 generations. ML bootstrap (ML-BS) values > 70 % and Bl posterior
probability (BPP) values > 0.95 are displayed near nodes. Phylogenetic trees were visualised

using FigTree v. 1.4.3 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Results

The five isolates, derived from distinct C. annuum individuals, exhibited morphological
characteristics consistent with the Colletotrichum species. BLASTn searches within the NCBI
GenBank database, restricted to type material sequences, revealed that the ITS, GAPDH,
CHS-1, and ACT sequences of our isolates were part of the C. boninense species complex.
The GAPDH gene served as the most effective identification marker for the two new species
discussed herein, while the ITS, ACT, and CHS-1 were less informative. For C.
pernambucoense, the GAPDH region demonstrated a closer identity to C. brasiliense Damm,
P.F. Cannon, Crous & Massola CBS 128501 (241/253 — 95 %; JQ005322), ITS was highly
similar with C. brasiliense CBS 128501 (560/567 — 99 %; MH864997), ACT with C.
brasiliense CBS 128501 (268/269 — 99 %; JQ005583), and CHS-1 with C. chamaedoreae F.
Liu, W.P. Wu & L. Cai LC13868 (298/301 — 99 %; MZ799274). For C. capsicicola, the
GAPDH region showed a closer identity to C. brasiliense CBS 128501 (246/253 — 97 %;
JQ005322), ITS was highly similar with C. brasiliense CBS 128501 (563/566 — 99 %;
MH864997), ACT with C. brasiliense CBS 128501 (267/269 — 99 %; JQ005583), and CHS-1

with C. chamaedoreae LC13868 (298/301 — 99 %; MZ799274).
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A BI analysis, based on the GAPDH sequence dataset, was previously conducted on
the C. boninense species complex to ascertain the positioning of our isolates. The
phylogenetic inference revealed two distinct and independent lineages (BPP = 1) for the new
species. However, GAPDH failed to differentiate between the species C. spicati and C.
wuxuhaiense (Supplementary data 1). The combined matrix of the C. boninense species
complex included 54 sequences from ex-type and reference strains of the 30 known species in
the group, along with the two new species. This matrix contained 1494 characters (GAPDH =
325, ITS =571, CHS-1 =304, and ACT = 294), inclusive of gaps. The tree topology from the
ML analysis mirrored that of the Bl analysis (Fig. 1). The best scoring RAXML tree had a
final likelihood value of -7192.333933. The optimal nucleotide substitution model for the Bl
analysis was HKY + G for GAPDH, SYM + | + G for ITS, and GTR + G for CHS-1 and ACT.
The phylogenetic inference indicated that isolates URM 8821, PC86, URM 8822, and PC159
constituted two distinct and independent lineages (ML-BS = 100 and BPP = 1), representing
two new species closely related to C. brasiliense (CBS 128501 and CBS 128528). It is
noteworthy that there are some discrepancies in the positioning of the species within the
complex when analyzed with four genes, as compared to the tree constructed solely with

GAPDH.

Taxonomy

Colletotrichum pernambucoense T.G.L. Oliveira & G.A. Silva, sp. nov. - Fig. 2

MycoBank no.: MB 849835

Etymology.-—Thename is derived from the Brazilian state of Pernambuco, where the species was
initially discovered.

Habitat.—Healthy leaves of Capsicum annuum
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Description.—Asexual morph developed on PDA.

Conidiomata acervular, abundant, pale brown, (62.5-)69-277(-392.5) x (57.5-)60-
245(-306.5). S e tae medium brown, smooth to finely verruculose, 2—4-septate, 50—112 um
long, base cylindrical, 5-7 um diam, tip + acute to slightly roundish.

Conidiophores hyaline to pale brown, smooth-walled, aseptate or septate,
unbranched, up to 26 um long. Conidiogenous cells hyaline to pale brown,
smooth-walled, cylindrical to ampulliform, often extending to form new conidiogenous loci,
3-11x2-4um.Conidia hyaline, smooth-walled, cylindrical, aseptate, the apex and base
rounded, with a prominent scar at the base, (11-)12-13.5(-15) % (3.5-)4-5 um, mean + SD =
128+£09x45+04um,n=31. Sexual morph andchlamydospores not
observed.

Culture characteristics.—(7datx28°C ina day-night natural cycle):
Colonies on MEA with moderate aerial mycelium, white, reaching 45 mm diam; reverse
similar. Colonies on OA flat with white mycelium, reaching 40 mm diam, superficial and
some submerged black conidiomata, conidia in mass orange; reverse similar. Colonies
on PDA flat with white mycelium, reaching 50 mm diam, superficial and submerged

conidiomata, conidia in mass orange in the center; reverse similar.

Material examined.-BRAZIL. Pernambuco state, Chd Grande municipality, isolated as
endophyte from leaves of Capsicum annuum, 29 January 2021, leg. T.G.L. Oliveira (URM 95354, holotypus) —

ex-type culture URM 8821 = Isolate PC85; ibid. PC86 (URM 95355, isotypus).

N o tes.— Colletotrichum pernambucoense sp. nov. is a species phylogenetically close
to C. capsicicola sp. nov. based on the ITS, GAPDH, CHS-1 and ACT sequences, both
isolated from healthy leaves of different individuals of bell pepper in Brazil (Fig. 1).
Comparing the GAPDH sequences of the C. pernambucoense and C. capsicicola, reveals they
a had 96.56 % identity. However, C. pernambucoense significantly differs from C.

capsicicola in terms of morphological characteristics. It presents slightly larger acervular
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conidiomata, measuring (62.5-)69-277(-392.5) x (57.5-)60-245(—306.5), a greater number
of septa in setae (2—4-septate), and considerably longer setae (50-112 um versus 29-87 pm).
Additionally, it has conidiophores that can reach up to 26 um in length, conidiogenous cells
measuring 3-11 x 2—4 um, and slightly smaller conidia, measuring (11-)12-13.5(-15) x (3.5—

)4-5 um.

Colletotrichum capsicicola T.G.L. Oliveira & G.A. Silva, sp. nov. - Fig. 3

MycoBank no.: MB 849836

Etymology.-The name is derived from the generic name of the host plant (Capsicum annuum)
where the species was first isolated.

Habitat.- Healthy leaves of Capsicum annuum

Description.—Asexual morph developed on PDA.
Conidiomata acervular, abundant, solitary, some in groups, pale to medium brown,
(60-)144-270(-369) x (48-)120-228(—333). Setae medium to dark brown, smooth to
finely verruculose, 2—3-septate, 29-87 um long, base cylindrical, sometimes slightly inflated,
2—5 um diam, tip + acute to slightly roundish. Conidiophores hyaline to pale brown,
smooth-walled, septate, some aseptate, branched or unbranched, up to 49 um long.
Conidiogenous cells hyaline to pale brown, smooth-walled, cylindrical to
ampulliform, 6.5-16 x 34 um. Conidia hyaline, smooth-walled, cylindrical, aseptate, the
apex and base rounded, with a prominent scar at the base, (11-)13-15(-16) x (3-)4-5(-5.5)
um, mean+ SD=13.4+13x44+05um,n=30. Appressoria brown to dark
brown, smooth-walled, rarely lobate and with irregular shape, often with a roundish to
elliptical outline, 7-16(-—22) x (5-)7-10.5(-11.5) um.Sexual morph and
chlamydospores notobserved.

Culture characteristics.—(7dat+ 28 °C inaday-night natural cycle):

Colonies on OA flat with white mycelium, reaching 65 mm diam, superficial and
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submerged black conidiomata, conidia in mass orange; reverse similar. Colonies on PDA
and MEA with moderate aerial mycelium, white, reaching 53-55 mm diam; reverse orange in

the center with white margin.

Material examined.-BRAZIL. Pernambuco state, Chd Grande municipality, isolated as
endophyte from leaves of Capsicum annuum, 29 January 2021, leg. T.G.L. Oliveira (URM 95356, holotypus) —

ex-type culture URM 8822 = Isolate PC129; ibid. PC159 (URM 95357, isotypus), PC160.

N otes.— Based on our phylogenetic analysis using a combined dataset (Fig. 1), C.
capsicicola sp. nov. is closely related to C. pernambucoense sp. nov., both of which were
obtained as endophytes in leaves of bell peppers cultivated in the Atlantic Forest region of
Brazil. Morphological characteristics reveal that C. capsicicola significantly differs from C.
pernambucoense. This difference is evident in the slightly smaller acervular conidiomata (60—
)144-270(-369) x (48-)120-228(—333), smaller and occasionally slightly inflated setae at the
base (29-87 pum), larger and branched conidiophores (up to 49 um long), larger
conidiogenous cells (6.5-16 x 3—4 um), and slightly larger conidia (11-)13-15(-16) x (3-)4—
5(-5.5) um. Furthermore, C. capsicicola possesses irregular appressoria 7-16(-22) x (5-)7—

10.5(-11.5) um, a structure not observed in its sister species, C. pernambucoense.

Discussion

This study proposes two new species of Colletotrichum, obtained from healthy distinct
bell pepper (Capsicum annuum) individuals leaves collected from the same region within the
Atlantic Forest region of Brazil, cultivated in a conventional agricultural area. These
specimens were identified within the C. boninense species complex through a combination of
phylogenetic analysis (ITS, GAPDH, CHS-1, and ACT) and morphological features of the
asexual morph obtained in culture. Previous studies have also identified different fungal

species within the same host plant from the same region (Ma et al. 2018; Wang et al. 2019;
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Zheng et al. 2022). Species within the C. boninense complex are identified as endophytes in
various terrestrial plant species (Damm et al. 2012a; Ma et al. 2018; Liu et al. 2022), climbing
plants (Damm et al. 2012a) and aquatic plants (Zheng et al. 2022).

Our marker independent analysis (data not shown) identified the GAPDH gene
(Supplementary data 1) as the most effective marker for distinguishing between the two new
species, C. pernambucoense and C. capsicicola. According to Vieira et al. (2020), GAPDH is
among the most informative markers for species resolution within the C. boninense species
complex, presenting a maximum phylogenetic informativeness of 0.24 when compared to the
divergence time for most species (0.2), supporting the majority of species within the complex
as monophyletic. This finding aligns with the results of a study conducted by Damm et al.
(2012a), which also recognised all clades within the C. boninense species complex using
GAPDH. Additionally, the authors found that the ITS and CHS-1 genes identified only a few
species, and ACT exhibited high intraspecific variability in certain species. The discrepancies
observed in the placement of species within the tree constructed solely with GAPDH
(Supplementary data 1), as compared to the multigenic tree (Fig. 1), could potentially be
attributed to incomplete lineage sorting (Liu et al. 2022).

The species recently introduced bear a relation to C. brasiliense. Damm et al. (2012a)
described Colletotrichum brasiliense in association with fruit anthracnose of Passiflora edulis
f. flavicarpa Degener and from the fruit of P. edulis Curtis in Sdo Paulo, Brazil, a location
approximately 2080 km distant from our study area. Furthermore, Shi et al. (2022) reported
this species as the cause of anthracnose in violet passion fruit (P. edulis) in Guangxi, China.
Morphologically, C. brasiliense exhibits distinct characteristics that differentiate it from the
two newly described species. These include smaller setae with zig-zag-shaped tips, branched
conidiophores compared to C. pernambucoense, and shorter conidiophores relative to the

length observed in C. capsicicola (up to 30 um long versus up to 49 pum long). The
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conidiogenous cells of C. brasiliense, cylindrical to ellipsoidal in shape and encased in a
mucous sheath, are slightly larger than those in C. pernambucoense. The conidia of C.
brasiliense, which contain granular or guttulate content, are marginally larger than those of
the described species. Lastly, the appressoria of C. brasiliense occasionally exhibit triangular
contours and are slightly larger than those in C. capsicicola (Damm et al. 2012a).

According to phylogenetic analyzes (Fig. 1), C. penambucoense, and C. capsicicola are
closely related to C. brasiliense, C. parsonsiae, C. condaoense Damm, and C. hippeastri Yan
L. Yang, Zuo Y. Liu, K.D. Hyde & L. Cai, grouping into a well-supported clade (1/100). The
four last cited species also share the presence of a gelatinous sheath surrounding the
conidiogenous cells (Yang et al. 2009; Damm et al. 2012; Crous et al. 2018), not observed in
C. pernambucoense and C. capsicicola.

Morphologically, in comparison to C. parsonsiae (Damm et al. 2012), C.
pernambucoense presents smooth to finely verruculose and much smaller setae, smaller and
unbranched conidiophores, smaller conidiogenous cells and conidia cylindrical to
ampulliform, not guttulate, slightly smaller. When compared to C. hippeastri (Yang et al.
2009; Damm et al. 2012), Colletrotrichum pernambucoense presents finely verruculose setae,
that are slightly larger, smaller conidiogenous cells, that are cylindrical to ampulliform, and
short conidia. Differently from C. condaoense (Crous et al. 2018), C. pernambucoense
presents larger and finely verruculose setae, slightly larger, aseptate and unbranched
conidiophores, and slightly smaller, cylindrical to ampulliform conidiogenous cells.

In comparation to C. parsonsiae (Damm et al. 2012), C. capsicicola presents much
smaller, smooth to finely verruculose setae, slightly larger conidiophores, slightly smaller
conidiogenous cells, non-gutulate and slightly smaller conidia, and appressoria rarely lobate
and with irregular shape. In relation to C. hippeastri (Yang et al. 2009; Damm et al. 2012), C.

capsicicola presents slightly smaller finely verruculose setae, larger conidiophores, smaller
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conidiogenous cells, that are cylindrical to ampulliform, and short conidia. When compared to
C. condaoense (Crous et al. 2018), C. capsicicola has larger and finely verruculose setae,
larger conidiophores, slightly smaller conidiogenous cells, that are cylindrical to ampulliform
and slightly larger appressoria.

The species C. pernambucoense and C. capsicicola were isolated from bell pepper
leaves, a Solanaceae crop extensively cultivated in Brazil, predominantly by small to
medium-scale producers (Lopes et al. 2018). Numerous Colletotrichum species are recognised
from Capsicum annuum, primarily isolated as chili pathogens. These include C. novae-
zelandiae Damm, P.F. Cannon, Crous, P.R. Johnst. & B.S. Weir (Damm et al. 2012a), C.
scovillei Damm, P.F. Cannon & Crous, C. brisbanense Damm, P.F. Cannon & Crous (Damm
et al. 2012b), C. cairnsense D.D. de Silva, R.G. Shivas & P.W.J. Taylor (Silva et al. 2017), C.
conoides Y.Z. Diao, C. Zhang, L. Cai & Xi L. Liu, C. grossi Y.Z. Diao, C. Zhang, L. Cai &
Xi L. Liu, C. liaoningense Y.Z. Diao, C. Zhang, L. Cai & Xi L. Liu (Diao et al. 2017), C.
javanense D.D. de Silva, Crous & P.W.J. Taylor, C. makassarense D.D. de Silva, Crous &
P.W.J. Taylor, and C. tainanense D.D. de Silva, Crous & P.W.J. Taylor (Silva et al. 2019).
Other species are identified from the Solanaceae family (Jayawardena et al. 2016, 2021). For
instance, C. constrictum Damm, P.F. Cannon, Crous, P.R. Johnst. & B.S. Weir was isolated
from Solanum betaceum Cav. (tamarillo) ripe fruit rot, and C. torulosum Damm, P.F. Cannon,
Crous, P.R. Johnst. & B.S. Weir from S. melongena L. (eggplant) (Damm et al. 2012a).
Additionally, C. coccodes (Wallr.) S. Hughes was found in S. tuberosum L. (potato), and C.
nigrum Ellis & Halst. in S. melongena (eggplant) and S. lycopersicum L. (tomato) (Yarmeeva
et al. 2023).

This study demonstrates that the bell pepper serves as a significant host for the

Colletotrichum species, a genus with a global distribution, primarily recognised as a
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phytopathogen. Furthermore, it aids in generating national estimates of fungi associated with

economically significant cultivated plants.
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Tab. 1. Species of the C. boninense species complex used in the phylogenetic analysis, including the different
markers with respective NCBI GenBank accessions numbers, and the culture code. GenBank accessions

numbers in bold were generated in this work. Ex-type strains are indicated with a superscript .

Species Strain/isolate GenBank accession numbers
ITS GAPDH CHS-1 ACT

Colletotrichum

annellatum CBS 1298267 JQ005222  JQO05309 JQO05396  JQO05570
CBS 128527, ICMP

C. beeveri 185947 JQO005171  JQ005258  JQO05345  JQO05519

C. boninense CBS 123755, JQO005153  JQ005240  JQO05327  JQO05501
MAFF 3059727

C. boninense CBS 123756 JQ005154  JQ005241  JQO05328  JQO05502

C. brasiliense CBS 128501, ICMP JQ005235 JQ005322  JQO05409  JQO05583
186077

C. brasiliense CBS 128528, ICMP JQ005234  JQO05321  JQO05408  JQO05582
18606

C. brassicicola CBS 101059, LYN JQO005172  JQ005259  JQO05346  JQO05520
163317

C. bromeliacearum  LC09517 MZ595832 MZ664077 MZ799267 MZ664130

C. bromeliacearum  LC13854, LC0951-1 MZ595833 MZ664078 MZ799268 MZ664131

C. camelliae- CGMCC 3.18118,

japonicae LC64167 KX853165 KX893584 MZ799271 KX893576

C. camelliae- CGMCC 3.18117,

japonicae LC6415 KX853164 KX893583 KX893575

C. capsicicola URM 8822T; PC129 OR505852 OR599647 ORb599655 OR599651

C. capsicicola PC159 OR505853 OR599648 OR599656 OR599652

C. catinaense CBS 1424177 KY856400 KY856224 KY856136 KY855971

C. chamaedoreae LC13868, NN052885" MZ595890 MZ664084 MZ799274 MZ664188

C. chamaedoreae LC13869, NN052890 MZ595891 MZ664086 MZ799275 MZ664189

C. citricola CBS 134228; KC293576 KC293736 KC293792 KC293616
CGMCC 3.152277

C. citricola MFLU 14-0129 MG792821 MK165697 MH376395

C. colombiense CBS 1298187 JQ005174  JQ005261  JQO05348  JQO05522

C. colombiense CBS 129817 JQO005173  JQ005260  JQO05347  JQO05521

C. condaoense CBS 1342997 MH229914 MH229920 MH229926

C. constrictum CBS 128504, ICMP JQ005238  JQ005325 JQO05412  JQO05586
129417

C. constrictum CBS 128503, ICMP JQ005237  JQ005324  JQO05411  JQO05585

12936
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Legends to figures

Fig. 1. Phylogenetic tree generated from bayesian inference analysis based on combined
GAPDH, ITS, CHS-1 and ACT sequences of the Colletotrichum boninense species complex.
Isolates obtained in this study are in red. Sequences from type species and the reference
isolates are indicated in bold. Bayesian posterior probabilities (> 0.95) and maximum
likelihood bootstrap (> 70 %) values are shown near nodes. The tree is rooted with

Colletotrichum truncatum (CBS 151.35).

Fig. 2. Colletotrichum pernambucoense URM 8821. A. Colony on MEA after 7 days; B.
Colony on OA after 7 days; C. Colony on PDA after 7 days; D-E. Conidiomata; F. Setae; G-

I. Conidiophore and conidia; J. Conidia. Scale bars: D-F = 50 ym; G-J = 10 um.

Fig. 3. Colletotrichum capsicicola URM 8822. A. Colony on OA after 7 days; B. Colony on
PDA after 7 days; C. Colony on MEA after 7 days; D. Conidiomata;, E. Setae; F-G.

Conidiophores; H. Conidia; 1-J. Appressoria. Scale bars D-E =50 um; F-J = 10 um.

Supplementary data 1. Phylogenetic tree generated from bayesian inference analysis based
on GAPDH sequences of the Colletotrichum boninense species complex. Isolates obtained in
this study are in red. Sequences from type species and the reference isolates are indicated in
bold. Bayesian posterior probabilities (> 0.95) values are shown near nodes. The tree is rooted

with Colletotrichum truncatum (CBS 151.35).
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Abstract

Allophoma brasiliensis J.L.V.R. Carvalho, J.D.P. Bezerra & Souza-Motta is reported for the
first time as endophyte from leaves of Capsicum annuum L. isolated in an agricultural site
from Brazilian Atlantic Forest. For specie determination, morphological characters were
analysed along with a multi-gene analysis performed using the ITS region of the rDNA, the
partial large subunit nuclear ribosomal RNA gene (LSU rRNA), the partial second largest
subunit of the RNA polymerase Il gene subunit (rpb2), and the partial —tubulin gene (tub2).
A key to Allophoma Qian Chen & L. Cai species is provided.

Keywords

Bell pepper, endophytic fungi, multi-gene analysis, Phoma-like, taxonomy
Academic editor: [layout editor will complete]

Citation: [copyeditor will complete]



156

Introduction

The genus Allophoma Qian Chen & L. Cai was originally introduced by Chen et al. (2015) in
a taxonomic review of Phoma-like genera within Didymellaceae to accommodate five species
originally described as “Phoma”: A. labilis (Sacc.) Q. Chen & L. Cai (syn. Phoma labilis), A.
minor (Aveskamp, Gruyter & Verkley) Q. Chen & L. Cai (syn. Phoma minor), A. piperis
(Tassi) Q. Chen & L. Cai (syn. Phoma piperis), A. tropica (R. Schneid. & Boerema) Q. Chen
& L. Cai (syn. Phoma tropica), and A. zantedeschiae (Dippen.) Q. Chen & L. Cai (syn.
Phoma zantedeschiae) and the new species, A. nicaraguensis Q. Chen & L. Cai.

Allophoma is a monophyletic lineage in Didymellaceae (Chen et al. 2015) and
currently comprising fifteen species (Hou et al. 2020a; Wijayawardene et al. 2020), being
Allophoma tropica described as type species of the genus. The asexual morphological features
of Allophoma are represented by one conidiomata pycnidial globose to flask-shaped with
ostioles, pycnidial wall pseudoparenchymatous with 2-5-layered, conidiogenous cells
phialidic ampulliform to doliiform and conidia variable in shape and size, mostly guttulate
(Chen et al. 2015).

Allophoma species have been also isolated from coral (Acropora formosa) (Hou et al.
2020Db), stems (Hou et al. 2020b), twigs (Chen et al. 2015) and leaves (Marin-Felix et al.
2019) of wide host range as saprobes (de Gruyter et al. 1993; Jayasiri et al. 2019) and/or as
causal agents of leaf spot (de Gruyter et al. 1993; Yuan et al. 2021), dieback and canker
diseases (Babaahmadi et al. 2018). The representatives of this genus were also found in other
substrates as air (Chen et al. 2017), and causing human eye lesion (Valenzuela-Lopez et al.
2018).

The Atlantic Forest is one of the richest Neotropical hotspots in terms of diversity,
encompassing 17 Brazilian states. However, only 12.4% of forest remnants and natural areas
of the original vegetation remain (SOS Mata Atlantica 2017). Degraded areas, including by
crop plantations, are remarkable within the heterogeneous ecosystems characteristic of the
biome (Barbosa et al. 2022; Wilson et al. 2021), and several fungal species from cultivated
areas were described in the last years (Oliveira et al. 2016; Silva et al. 2019).

Analyzing the diversity of endophytic fungi in leaves of Capsicum annuum
(Solanaceae), cultivated under the conventional management system, we identified the
isolates PC74 and PC75 as Phoma-like based on its morphological characters. After

combined multi-gene sequence analysis of the ITS, LSU rRNA, tub2 and rpb2, we identify
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Allophoma brasiliensis J.L.V.R. Carvalho, J.D.P. Bezerra & Souza-Motta (Didymellaceae,
Pleosporales) and we highlight the occurrence for the first time as endophyte in leaves of
Capsicum annuum isolated in an agricultural site from Brazilian Atlantic Forest. In addition,

we proposed a key to identification the species of the genus.
Methods

Collecting and isolation. Healthy leaf samples of Capsicum annuum L. were collected in
2021 in an agricultural area of conventional cultivation located in the municipality of Cha
Grande (08°15'18"S, 35°29'47"W), Pernambuco, Brazil (Fig. 1). The agricultural area is
inserted within the Brazilian Atlantic Forest biome and located at an altitude of 488 m.
Endophytic fungi were isolated according to the methodology described by Aradjo et al.
(2002). The leaves were previously washing in running water. After, leaf discs were cut with
a sterile metal cork punch (6 mm diameter) and disinfested with 70 % ethanol for 30 seconds,
in sodium hypochlorite (3 % of active chlorine) for 2 minutes and finally washed three times
in distilled and sterilized water. After isolation and purification, the colonies were kept in

water with glycerol 10 % for further analysis.

Representative isolates were deposited in the culture collection of the Micoteca URM
Profa. Maria Auxiliadora Cavalcanti WCDM 604 at the Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE), Recife, Brazil.

Morphological analysis. Isolates of Allophoma were cultured on potato dextrose agar (PDA)
and malt extract agar (MEA), and incubated up to 15 days at room temperature in a natural (£
28 °C) day-night cycle. The isolates sporulated after 15 days, and general culture
characteristics were observed (colonies were measured and macroscopic features examined),
as well as reproductive structures. Micromorphological characters such as pycnidia (30),
conidiogenous cells (three) and conidia (30) were randomly selected and measured. The
average of the measurements was used to estimate the size of the structures. The colony

colours were analysed according to Rayner’s colour charts (Rayner 1970).

DNA extraction, PCR amplification, and sequencing. Fungal biomass was obtained from
colonies grown on PDA plates at room temperature for up to 15 days. Genomic DNA

extraction was performed, with the material previously ground, as described by Oliveira et al.
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(2016). The primers ITS1/1TS4 (White et al. 1990), LROR/LRS (Vilgalys and Hester 1990;
Vilgalys and Sun 1994), fRPB2-5F2/fRPB2-7cR (Liu et al. 1999; Sung et al. 2007) and
Bt2a/Bt2b (Glass and Donaldson 1995), were used to amplify the ITS region of the rRNA
(ITS), the partial large subunit nuclear ribosomal RNA gene (LSU rRNA), the partial second
largest subunit of the RNA polymerase 11 gene (rpb2) subunit, and the partial f—tubulin gene
(tub2), respectively. The PCR conditions for ITS and LSU rRNA were: an initial denaturation
at 95 °C for 3 min, followed by 39 cycles of denaturation at 94 °C for 45 s, annealing at 58 °C
for 1 min and extension at 72 °C for 1 min, with a final extension step at 72 °C for 7 min. The
PCR conditions for rpb2 was: an initial denaturation at 95 °C for 5 min, followed by 40 cycles
of denaturation at 95 °C for 1 min, annealing at 57 °C for 2 min and extension at 72 °C for 90
s, with a final extension step at 72 °C for 10 min. The PCR conditions for tub2 was: an initial
denaturation at 94 °C for 5 min, followed by 35 cycles of denaturation at 94 °C for 45 s,
annealing at 55 °C for 45 s and extension at 72 °C for 1 min, with a final extension step at 72
°C for 7 min. The amplification reactionswere carried out in a final volume of 25 pl. All
products obtained from the amplification were purified using the enzyme Exonuclease |
(Thermo Fisher Scientific) and Shrimp Alkaline Phosphatase (Cellco), and sequenced on the

Multiuser Platform for Sequencing and Gene Expression of the UFPE, Centro de Biociéncias.

Sequence alignment and phylogenetic analysis. For the final molecular characterization of
the species of Allophoma, were used four different markers: ITS, LSU rRNA, rpb2 and
tub2.The dataset was constructed with the sequences of our isolates together with sequences
of type material and representative isolates, totaling 28 sequences of the 15 accepted species
of Allophoma. Stagonosporopsis loticola (CBS 562.81) was used as the outgroup. The
GenBank accession numbers of all sequences used in this study and the newly obtained
sequences are shown in Table S1 (Supplemental data). Sequences were aligned using the
online tool MAFFT v.7 (Katoh and Standley 2013) and manually edited with the MEGA v.7

software (Kumar et al. 2016).

The concatenated four-locus datasets were analyzed by maximum likelihood (ML) and
bayesian inference (Bl) using the RAXML HPC BlackBox v. 8.2.12 (Stamatakis 2014) and
MrBayes v 3.2.7a on XSEDE (Ronquist et al. 2012), respectively, at the online server of the
Cipres Science gateway portal (Miller et al. 2010). ML analyzes were performed with 1000
bootstrap replications using default parameters and the GTR + G + | model test. For Bl

analyses, the best nucleotide substitution model was estimated by MrModelTest v.2.3
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(Nylander 2004) for each gene region separately (ITS = HKY + I, LSU =GTR + I, rpb2 =
SYM + G and tub2 = GTR + G). Bl analyzes were performed with two Markov Chain Monte
Carlo (MCMC), 1 x 107 generations with a burn value of 25 %, and trees were sampled every
1000 generations. In the nodes, BI posterior probability (BPP) and ML bootstrap (ML-BS)
values equal to or greater than 0.95 and 70 %, respectively, are presented. The ultimate
phylogenetic tree was visualized in FigTree v. 1.4.3 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).
The concatenated alignment was deposited in the TreeBASE (study 1D 29859).

Results

Allophoma brasiliensis J.L.V.R. Carvalho, J.D.P. Bezerra & Souza-Motta, 2022;

Brazilian Journal of Microbiology, emend. Figure 2A-J

Material examined. BRAZIL — Pernambuco « Cha Grande, Rancho Bela Vista; 08°15'18"S,
35°29'47"W; 488 m alt; 29.1.2021; T.G.L. Oliveira leg.; as endophytic fungi in leaves of
Capsicum annuum; URM 8563 « ibid.; URM 8564.

Distribution. The new record was found as endophyte in leaves of Capsicum annuum in an

agricultural area inserted in Brazilian Atlantic Forest.

Identification (colony characters, 28 °C, 15 days). PDA: colony regular and white margins,
greenish olivaceous, black pycnidia forming a concentric ring, aerial mycelium sparse and
whitish; opaque to greenish olivaceous reverse, white near margins. MEA: colony opaque to
greenish olivaceous, covered by whitish flaky aerial mycelium, irregular margin, light brown

to white near the colony margin; opaque to greenish olivaceous reverse.
Colony diameters, 15 days, in cm. PDA 28 °C 5.8; MEA 28 °C 5.8.

Micromorphology (28 °C, 15 days). PDA: Conidiomata pycnidial, produced on the agar
surface or semi-immersed, mostly isolated, some grouped, globose or subglobose to flask-
shaped, pale brown, some dark brown, thin-walled, glabrous, ostiolate, (60—)108-192(-216) x
(60-)120-180(-192) um. Ostiole single, slightly papillate. Conidiogenous cells phialidic,
hyaline, globose to ampulliform, smooth, slightly papillate, 3.5-5.02(-6.31) x 2.2-3.67(—
5.21) um. Conidia oblong with both ends rounded, smooth- and thin-walled, hyaline, aseptate,
without guttules, 3.1-4.7(-6.6) x 1.3-2.2 um. Conidial matrix cream. Chlamydospores

multicellular, mostly intercalary in chain, smooth, dark brown.

Comments. According to phylogenetic analyses, isolates URM 8563 and URM 8564 were
grouped into the same highly supported clade (BPP = 0.95 and ML-BS = 100) together with


http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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A. brasiliensis ex-type strain (URM 8453) and A. brasiliensis URM 8454, isolated from bat
flies (Trichobius sp.) in Catimbau National Park, Brazil (Fig. 3). Morphological similarities
between the endophytes URM 8563 and URM 8564 isolated from leaves of C. annuum were
analyzed and compared with A. brasiliensis ex-type strain (URM 8453) which is characterized
by presenting conidiomata pycnidial globose to subglobose, with a single ostiole [65-75(120)
% (49)61-65(82) um], conidiogenous cells ampulliform (10.5-15 x 10-11 um), and conidia
oblong with apices rounded [(1.8)3-3.5(4.5) x 1-2 um] (Carvalho et al. 2022). Therefore, A.
brasiliensis (URM 8563 and URM 8564) is reported for the first time as an endophytic

fungus.

KEY TO THE Allophoma SPECIES

la. Conidiomata pycnidial (sub-)globose to elipsoidal or flask-shaped............c..ccceeiieiinnnan, 2
1b. Conidiomata pycnidial OVOId ..........ccoeiiiiiiiiiiiiieee e 3
2a. Conidiomata pycnidial up t0 300 M 1ONG......c.ciiveiieiicie e 4
2b. Conidiomata pycnidial from 301 t0 635 uM 10NG........oiiriiiiiiiieiic e 5
3a. Conidiomata pycnidial 120210 X 90—140..........ccccervimiirieieieiene s A. cylindrispora
3b. Conidiomata pycnidial 70-90 um high X 68—85..........cccceriririniniiiriceee, A. siamensis
4a. Ostiole 1 single slightly papillate, papillate or non-papillate............c.ccccoovveveiiieie i, 6
4b. Ostioles 1-3 slightly papillate, papillate or sometimes non-papillate............cccccccvvveiiennnen, 7
5a. Ostioles 1-3 slightly papillate, papillate or non-papillate.............ccooeveieiiiiiiiee 8
5b. Ostioles 1-5 slightly papillate, papillate or non-papillate............ccoccooviiiiineniniiiiiis 9
6a. Conidia oblong to ellipsoidal, hyaline, aseptate, with polar guttules...............cccccvevveiennen, 10
6b. Conidia oval, oblong or ellipsoidal, hyaline, aseptate, equttulate...............cccccovevvveiiieeinnnns 11

7a. Conidia oblong to cylindrical, hyaline, aseptate, with minutes guttules......... A. thunbergiae

7b. Conidia oblong to ellipsoidal, hyaline to pale brown, 0—1-septate, majority 1-septate,

O TU LU0 ] L OSSP A. hayatii
8a. Conidia oblong, hyaline, aseptate, with 1-2 medium polar guttules...................... A. anatiae
8b. Conidia oblong, hyaline, aseptate, with 2 large polar guttules.............ccccoceiiriinnnnnn. A. alba

8c. Conidia oblong to cylindrical, hyaline, aseptate, with 2 distinct pale green polar

QUELUIES. ..ttt et e e e e e saeeae e e nnes A. oligotrophica
9a. Conidia ellipsoidal to ovoid or slightly allantoid, hyaline, aseptate, (0—)1-3(—4) minute

01U L0 ] SRR A. minor

9b. Conidia ellipsoidal to ovoid or oblong, hyaline, aseptate, 1-2 guttules...........c.ccccccvruennee. 12
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10a. Conidial matrix whitish to pale luteous or 0ChraCeouUS.............ccovveieiierveieiiee e 13
10b. Conidial matrix NOt rECOIUEM.........ocuiiiiieiieieiee e A. piperis
11a. Conidial matrix greyish and presence of chlamydospores in the

10)Y7e7=] 10 PSSR A. zantedeschiae

11b. Conidial matrix cream and presence of chlamydospores in the mycelium....A. brasiliensis

12a. Conidial matrix White-yelloOWIiSh...........cccoiiiiiiiiii e A. tropica
12b. Conidial MAtriX CrEAM.......cviieierierie e A. pterospermicola
13a. Negative NaOH spot-test on oatmeal agar...........cocceeveveiveeieeseciesee, A. nicaraguensis
13b. Positive NaOH spot-test on oatmeal agar............cccooveiiieiie s A. labilis
Discussion

Studying the diversity of endophytic fungi present in bell pepper leaves, we isolated the
endophytes PC74 and PC75, whose morphological characteristics belonged to the Phoma-like
group. Based on combined multi-gene sequence analysis of the ITS, LSU rRNA, rpb2 and
tub2, the phylogenetic analyses indicated Allophoma brasiliensis, being reported for the first

time as endophyte.

Other species of the genus Allophoma has been reported as endophyte of plant in
different environments, being found in stem and wilted leaves of Ageratina adenophora in
Yunnan Province, Southwest China (Fang et al. 2019), as well as in leaves of Rhizophora
apiculata in Phetchaburi Province, Thailand (Doilom et al. 2017). Members of Allophoma are
characterized by aseptate conidia that vary both in shape and size, being hyaline and mostly

guttulate, and their pycnidia globose and ostiolate (Chen et al. 2015).

The endophytic isolates obtained in this study (URM 8563 and URM 8564) are similar
to the description of Allophoma brasiliensis culture ex-type URM 8453 proposed by Carvalho
et al. (2022), isolated from bat flies (Trichobius sp.) on Catimbau National Park, located in
the Caatinga domain, encompassing parts of the municipalities of Buique, Tupanatinga, and
Ibimirim in the state of Pernambuco. The authors used macromorphological characters from
colonies in OA, PDA and MEA cultivated at 27° C for 7 days in the dark and
micromorphological characters such as conidiomata pycnidial, conidiomatal wall,
conidiogenous cells and conidia for identification and confirmation of the species. Multi-gene
analysis (ITS, LSU rRNA, rpb2 and tub2) demonstrated high identity and phylogenetic

relationship with our isolates (Fig. 3).
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However, we have observed chlamydospores in our specimens, this was not reported
by Carvalho et al. (2022). These authors also have found guttulated conidia, but this structure
was not observed in our analysis. The pycnidia found in our isolates were larger than the
observed by Carvalho et al. (2022), while the conidiogenous cells from URM 8563 e URM

8564 are smaller than those in the original species description.

Allophoma brasiliensis (URM 8563 e URM 8564), was found in an agricultural area in
the municipality of Cha Grande as endophyte from healthy leaves of bell pepper (Capsicum
annuum). This species is reported here for the first time in an agricultural site in Brazilian
Atlantic Forest. In view of the new occurrence, the results of this study are relevant for global
fungal diversity, indicating a new geographical distribution, in a different biome, and a new

ecological lifestyle for this species.
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Supplemental Data

Table S1. Isolates used in this study, including the different markers with respective NCBI
GenBank accessions numbers, and the culture code. GenBank accessions numbers in bold

were generated in this work.
Figure Legends

Figure 1. New occurrence of Allophoma brasiliensis URM 8563.

Figure 2. Allophoma brasiliensis URM 8563. A. Detail of colony on PDA after 15 days. B.
Detail of colony on MEA after 15 days. C-D. Conidiomata pycnidial. E-G. Conidiogenous
cells and conidia. H-I. Conidia. J. Chlamydospores. Scale bars: C, D = 100 um; E-J =10

jm.

Figure 3. Phylogenetic tree generated from Bayesian inference analysis based on combined
tub2, rpb2, ITS, and LSU rRNA sequences. Sequences from type species and the reference
isolates are indicated in bold. The sequence obtained in this study is annotated in red.
Bayesian posterior probabilities (above 0.95) and maximum likelihood bootstrap (above 70%)

values are shown near nodes. The tree is rooted with Stagonosporopsis loticola (CBS 562.81).
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