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RESUMO

MEDEIROS, Peter Soares. Caracterizacdo de fungos associados a vegetacdo de
Mata Atlantica do Estado do Rio de Janeiro e alguns fungos endofiticos

“dark septate” provenientes de Roraima, RR. 2015. 148 p. Dissertacdo (Mestrado
em Fitossanidade e Biotecnologia Aplicada). Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude,
Departamento de Entomologia e Fitopatologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ.

Neste trabalho, foram estudadas 19 espécies de fungos associadas a plantas provenientes,
principalmente da Mata Atlantica no Estado do Rio de Janeiro. Dentre os fungos anamorficos
hifomicéticos foram encontradas uma provavel espécie nova de Cercospora em Tectaria
(Tectariaceae); uma provavel espécie nova de Pseudocercospora em Solanum asperum
(Solanceae); uma provavel espécie nova de Arthrinium em Pennisetum purpureum (Poaceae).
Dentre os celomicetos foram encontrados: uma provavel espécie nova de Neopestalotiopsis em
Inga laurina (Fabaceae); uma provavel espécie nova de Colletotrichum em Solanum
swartzianum (Solanaceae). No grupo dos ascomicetos, foram encontradas uma provavel
espécie nova de Apiospora em Pennisetum purpureum (Poaceae); uma provavel espécie nova
de Asterinella em Eugenia florida (Myrtaceae); uma nova variedade de Meliola, M.
manaosellae var. nov. em Handroanthus ochraceous (Bignoniaceae); uma provavel espécie
nova de Meliola em Olyra sp. (Poaceae); Meliola sorindeiae em Astronium graveolens
(Anacardiaceae); uma provavel espécie nova de Myriagium em Ctenanthe sephora
(Marantaceae); uma provavel especie nova de Perisporiopsis em Erythroxylon pulchrum
(Erythroxylaceae); uma provavel espécie nova de Scolecobonaria em Chlomolaena
maximilliani (Asteraceae); um provavel género novo em Justicia wasshauseniana
(Acanthaceae). Também foram caracterizadas cinco espécies de fungos endofiticos “dark-
septate” isolados de “arroz selvagem” (Oryza glomaepatula) proveniente do Estado de Roraima
e depositados na colecdo da Embrapa Agrobiologia, Seropédica — R.J. das quais, uma provavel
espécie nova de dark-septate (AM 101) de raizes de (Poaceae); uma provavel spécie nova de
Cladosporium (AM 102) um provavel género novo (AM 103) em Lentitheciaceae
(Ascomycota); provavel género novo (AM 104) em Lentitheciaceae (Ascomycota); provavel
género novo (AM 105) em Lentitheciaceae (Ascomycota).

Palavras-chave: fungos endofiticos, fungos dark-septate, anamorficos, hifomicetos,
celomicetos, ascomicetos



ABSTRACT

MEDEIROS, Peter Soares. Fungal characterization associated with the vegetation of the
Atlantic Forest in the State of Rio de Janeiro and some endophytic fungi “dark septate”
from Roraima, RR. RJ. 2015. 148p. Dissertation (Master in Applied Biotechnology and Plant
health). Institute of Biological Sciences and Health, Department of Entomology and Plant
Health, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. Brazil

In this work were studied 19 fungal species associated to plants mainly from Atlantic forest of
State of Rio de Janeiro. Among anamorphic hyphomycetes were found a probable new species
of Cercospora on Tectaria (Tectariaceae); a probable new species of Pseudocercospora on
Solanum asperum (Solanceae); a probable new species of Arthrinium on Pennisetum
purpureum (Poaceae). Among the Coelomycetes, were found: a probable new species of
Neopestalotiopsis on Inga laurina (Fabaceae); a probable new species of Colletotrichum on
Solanum swartzisnum (Solanaceae). In the group of Ascomycetes, it was found a probable new
species of Apiospora on Pennisetum purpureum (Poaceae); a probable new species of
Asterinella on Eugenia florida (Myrtaceae); a probable new variety of Meliola, M. manaosellae
var. nov. on Handroanthus ochraceous (Bignoniaceae); a probable new species of Meliola on
Olyra sp. (Poaceae); Meliola sorindeiae on Astronium graveolens (Anacardiaceae); a probable
new species of Myriagium on Ctenanthe sephora (Marantaceae); a probable new species of
Perisporiopsis on Erythroxylon pulchrum (Erythroxylaceae); a probable new species of
Scolecobonaria on Chlomolaena maximilliani (Asteraceae); a probable new genus on Justicia
wasshauseniana (Acanthaceae). It was also characterized 5 species of endopophytic “dark-
septate” fungi isolated from “wild rice” (Oryza glomaepatula) from the State of Roraima,
depositated in the collection of Embrapa Agrobiologia, Seropédica— R.J. from these: a probable
new species of dark-septate (AM 101) fungus from roots; a probable new species of
Cladosporium (AM 102); a probable new genus (AM 103) in Lentitheciaceae (Ascomycota); a
probable new genus (AM 104) in Lentitheciaceae (Ascomycota); a probable new genus (AM
105) in Lentitheciaceae (Ascomycota).

Keys-word: endophytic fungi, dark-septate fungi, anamorphs, hyphomycetes, coelomycetes,
ascomycetous
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1. INTRODUGCAO GERAL

A Mata Atlantica brasileira representa um dos biomas terrestres mais biodiversos do
planeta, compreendendo um conjunto de formacGes florestais, além de campos naturais,
restingas, manguezais e outros tipos de vegetacdo considerados ecossistemas associados e, ao
mesmo tempo, um dos mais ameagados pela agdo antrépica (Ministério do meio Ambiente,
2015).

Mesmo reduzida a aproximadamente & 22% de sua cobertura original, e distribuida em
milhares de fragmentos, os remanescentes de vegetacdo nativa ainda guardam altos indices de
biodiversidade de fauna e flora e prestam inestiméveis servigos ambientais de protecdo de
mananciais hidricos, de contencdo de encostas e de regulacdo do clima (Ministério do Meio
Ambiente, 2015). Na busca de meios para conservacdo desse bioma, varios estudos sobre a
diversidade de espécies de plantas e animais foram realizados (AMORIM 2012) porém, ainda
ha pouca informac&o acerca dos micro-organismos que compdem esse ambiente.

Conhecer a micobiota de uma regido é de fundamental importancia, uma vez, que sao
um componente importante da biodiversidade global, controlando taxas e processos chave no
ecossistema (PEAY et al., 2008). Os fungos sao considerados 0s mais abundantes no solo em
termos de biomassa e atividade fisiolégica, produzem uma vasta gama de enzimas
extracelulares capazes de quebrar polimeros de complexos organicos em formas mais simples
disponibilizando para outros organismos, atuam na decomposicdo da matéria organica,
armazenamento de carbono e nitrogénio, ciclos biogeoquimicos, estabilizacdo do solo e
parasitismo em plantas (PEAY et al., 2008; BILLS et al., 2004).

Os fungos pela sua estreita relacdo com as plantas, podem ser um dos determinantes
primarios da estrutura das comunidades vegetais e sdo amplamente influenciados por esta
comunidade, sdo 0s mais comuns e importantes patdgenos de plantas causando perdas em
culturas e modificando a estrutura e a composi¢do natural dessas comunidades (PEAY et al.,
2008; MUMMEY et al., 2010).

Hawksworth (1991) em pesquisa realizada nas Ilhas britanicas, estimou a existéncia de
1.500.000 espécies fungicas com base na propor¢do fungo:planta vascular. Segundo
Hawksworth & Rossman (1997), cerca de 70.000 espécies estdo descritas, implicando que
1.430.000 permanecem n&o descritas. Em dados mais recentes Kirk et al., (2008) relatam a
existéncia de aproximadamente 100.000 espécies de fungos descritos. Se as estimativas de
Hawksworth estiverem certas, menos de 5% dos fungos foram descritos (MUELLER &
SCHMIT 2007).

Baseado na proporcdo entre o nimero de fungos detectados por sequénciamento em
grande escala de solo a partir de dois lotes de diferentes partes de uma floresta e 0 nimero de
espécies de plantas em cada local, O’Brien et al., (2005), sugerem uma estimativa global de 3.5
a 5.1 milhdes de fungos. Entretanto, Hawksworth (2012), ressalta a importancia de se manter
prudente, até que haja uma maior certeza da validade das extrapolacfes utilizadas por varios
autores em alcancar suas estimativas, e como ndo se tem evidéncias confiaveis quanto ao
namero em milhdes, seria mais prudente usar a frase: pelo menos 1.5 milhdes a 3 milhdes de
fungos existentes.

O Filo Ascomycota (comumente chamado Ascomycetes) é considerado, de longe, o
maior grupo de fungos taxondmico dentro do Eumycota, onde estima-se a existéncia de mais
de 32.000 espécies descritas. Na décima edicdo do Dictionary of the Fungi (Kirk et al., 2008)
sdo aceitas 64163 espécies. Cabe mencionar a importancia dos trabalhos iniciados por Augusto
Chaves Batista em 1954 no Recife, os quais contribuiram significativamente para o
conhecimento de fungos do Brasil. Os membros de Ascomycota produzem em sua fase
reprodutiva assexuada, esporos enddgenos, denominados ascosporos, delimitados por
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estruturas especializadas denominadas ascos, que, em geral, ficam protegidos dentro de
ascomas, também produzem esporos de reproducdo assexuada, denominados de conidios,
formados geralmente a partir de células conidiogénicas contidas em conidi6foros formados a
partir da diferenciacdo de hifas vegetativas.

Muitos dos micro-organismos que se associam aos vegetais sdo endofitos e auxiliam no
seu desenvolvimento (JUMPPONEN & TRAPPE 1998), fungos endofiticos dark septate
(FEDS) tem sido tratado como benéficos a algumas culturas, como em tomate e arroz, embora
em condic¢des iniciais de desenvolvimento vegetativo ou desenvolvimento generativo,
demonstram alta taxa de colonizacdo e possivelmente favorecem resisténcia a doencas
conduzindo a um melhor desempenho ecoldgico. (LINARES et al., 2011; RIBEIRO et al.
2011).

Os fungos presentes em fragmentos de Mata Atlantica sdo pobremente estudados, e
existe uma grande falta de conhecimento da micobiéta associada a familias inteiras de plantas
(PINHO et al., 2012). Esta pesquisa foi desenvolvida com o objetivo de ampliar o conhecimento
da biodiversidade fangica associada a diferentes familias botanicas representadas no Parque
Natural Municipal Curié de Paracambi (PNMCP), realizar o levantamento de fungos associados
a plantas arbdreas, arbustivas do (PNMCP), assim como, caracterizar morfolégicamente FEDS
depositados na colecdo da Embrapa Agrobiologia isolados a partir de raizes de arroz silvetre da
espécie Oryza glomaepatula.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Divisdo Ascomycota

O Filo Ascomycota (comumente chamado Ascomycetes ou ascomicetos) é considerado,
0 maior grupo taxondmico de fungos dentro do Eumycota, estima-se incluir mais de 32.000
espeécies descritas em 3400 géneros (KIRK et al., 2001). Na décima edicdo do Dictionary of the
Fungi (KIRK et al., 2008) sdo aceitas 15 classes, 68 ordens em 327 familias com 6355 géneros
em 64163 espécies.

O nome Ascomycota é derivado das palavras gregas askos (um saco, bexiga) e mykes
(um fungo), os esporos de origem sexual chamados de “ascosporos”, estdo contidos dentro de
um saco, denominado “asco” e sdo originados ap6s os processos de plasmogamia (unido dos
protoplastos), cariogamia (fusdo de nucleos, formando um zigoto dipléide) e meiose (que reduz
0 numero de cromossomos a condicao haploide) entre organismos compativeis (WEBSTER &
WEBER 2007).

Em sua maioria 0 asco contém oito ascosporos que sdo liberados por varios mecanismos,
sendo um deles por pressdo ou por outros como: deliquescéncia da parede na porcéo apical,
mecanismo “jack-in-the box”, opérculo, entre outros (Ver Eriksson, 1981), mas dependendo do
género pode ocorre uma variagdo no nimero de ascosporos produzidos (LUZ & INACIO,
2009).

Os ascos sdo formados no interior ou sobre estruturas denominadas ascomas ou
ascocarpos também chamados corpos frutiferos, os quais sdo formados pela diferenciacdo das
hifas do sistema vegetativo e apresentam uma conformacao e nomes variados (SCHOCH et al.,
2009). Quando os ascos sdo produzidos dentro de frutificagdes globosas, fechadas
(astomatosas) sdo denominados cleistotécio, quando em forma de frasco ou péra, a mais
comum, o ascoma é denominado peritécio, mas podem ser ovais ou esféricos, ovoides a
globulares, quando em ascomas em forma de taca ou disco sdo denominados apotécio, e se
apresentam de forma aberta com uma camada palicada de ascos chamada de (himénio) expostos
ao ar na maturidade sem nenhuma estrutura envolta, quando num ldculo isolado envolto por
tecido estromético é chamado pseudotécio, mas diferentemente do peritécio, ndo é envolto por
uma parede distinta, quando o ascoma se apresenta na forma de barco ou “canda” é denominado
histerotécio, quando o ascoma se apresenta de forma achatada é denominado tiriotécio, quando
formado por hifas frouxas gimnotécio, quando uma hifa se assemelha a um estipe que suporta
0S ascos e 0s ascosporos ascoforo e por Gltimo os ascomas loculares ou ascostroma onde ao
invés de possuir um peritécio no interior do estroma, desenvolvem uma ou mais cavidades, isto
é, 16culos (SILVEIRA 1995; BUCKLEY, 2008; LUZ & INACIO, 2009).

Os fungos sdo cosmopolitas, ocorrendo em uma gama de habitats em ecossistemas
aerobicos, embora alguns estdo envolvidos em processos fermentativos, os nichos mais comuns
gue abrigam numerosos taxons sdo o ar, a agua e o solo (HASAN & GUPTA, 2012). Eles
colonizam uma vasta gama de substratos e realizam diversas funges (SCHOCH et al., 2009).

Alguns apresentam estilo de vida saprofitico, vivendo sobre dedritos vegetais e
substancias organicas em decomposicgéo, secretam enzimas digestivas que degradam o substrato
organico e se nutrem absorvendo os nutrientes, alguns sdo necrotréficos, matam as células do
tecido da planta hospedeira e se alimentam a partir do tecido morto, outros séo parasitas de
plantas, animais ou seres humanos, (BUCKLEY 2008, PIEPENBRING et al., 2011), muitos
crescem como endofitos em associagOes simbidticas sem gerar sintomas e promovendo troca
de beneficios mutuo com a planta hospedeira como por exemplo, os liquens que compdem cerca
de 40% das espécies descritas de Ascomycetes, 0s fungos micorrizicos arbusculares e os fungos
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endofiticos Dark Septate (WEBSTER & WEBER 2007; USUKI & NARISAWA 2007;
PEREIRA et al., 2011).

Fungos do filo Ascomycota sdo de grande importancia uma vez em que S&o responsaveis
por uma grande serie de maleficios que causam as plantas, seres humanos e aos animais, por
outro lado, sdo essenciais aos processos de degradacdo e reciclagem da matéria organica nos
ecossistemas, muitos séo utilizados de forma benéfica na producéo de alimentos, na medicina
e no controle de pragas como micopesticidas (LUZ & INACIO, 2009).

2.2 Fungos Anamorficos

Muitos fungos apresentam apenas a fase assexuada e séo, por isso, classificados como
anamarficos. Por muito tempo foram colocados dentro de uma classe chamada Deuteromycetes,
sendo também referidos como fungos imperfeitos. Fungos anamdrficos incluem um conjunto
diversificado de fungos que ocupam todos 0s ecossistemas concebiveis dentro da Biosfera.
Existem espécies aquaticas e terrestres; alguns sdo saprofiticos, e alguns sdo patogénicos para
0s seres humanos, animais, plantas, micro-organismos e até mesmo para outros fungos. Seus
muitos tipos de esporos e corpos somaticos levaram a dispersdo e invasdo de ambientes
resultando na evolucdo deste grupo de fungos altamente diversificado (BARNETT &
HUNTER, 1998).

Kirk et al., (2008) na oitava edicdo do Dictionary of the Fungi, optaram por uma
nomenclatura informal para esses fungos, colocando-os no grupo dos Fungos Mitospéricos,
para diferencia-los dos fungos meiosporicos, ou seja, membros do Reino Fungi com esporos de
origem sexual. Em geral os fungos mitospdricos possuem micélio septado e a reproducao
assexual constitui na mais importante fase do seu ciclo vital.

Fungos mitosporicos sdo disseminados por propagulos onde ndo ocorre a meiose. A
maioria desses propagulos sdo referidos como conidios, mas muitos derivam de um micélio
vegetativo ndo especializado (KIRK et al., 2008). Os conidios (Gr. Konidion, diminutivo de
Konis = poeira) (SUTTON, 1986), se desenvolvem a partir de uma célula conidiogénica e
frequentemente a partir de conidiéforos, estes variam de extremamente curtos a longos ou em
complexas ramificacdes, também podem ser produzidos de forma livre sem qualquer
organizacdo evidente a partir de uma hifa somatica comum ou eles também podem ser
organizados em corpos de frutificacdes definidos (ELLIS, 1971).

Os fungos anamorficos sdo representados por trés classes informais importantes,
denominados Hifomicetos, Celomicetos e Agonomicetos (KIRK et al., 2008).

2.3 Hifomicetes

Os Hifomicetos sdo caracterizados por originarem seus conidios de forma livre, ou seja,
a hifa vegetativa em desenvolvimento, se diferencia em uma estrutura de reproducdo
especializada chamada conidioforo, estes suportam células conidiogénicas que produzem os
conidios (SEIFERT et al.,2011). O conidi6foro é uma hifa fértil, podendo ser simples ou
ramificada e as vezes é referida como estruturas reduzidas a células conidiogénicas (KIRK et
al., 2008).

Quando os conididforos se apresentam unidos pela base em direcdo a extremidade
formando um feixe paralelo (fasciculos) é denominado de sinémio (Gr. Prefixo syn = juntos)
(BARNETT & HUNTER, 1995). Entretanto, em muitos ascomycetes os conidioforos
desenvolvem sobre ou dentro de um estroma (Gr. stroma = cama, colchdo), uma agregacéo de
células pseudoparenquimatosas. Quando um numero de conidioforos arranjados como uma
massa de hifas curtas surgem a partir da superficie desse estroma a estrutura € denominada
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esporodoquio (Gr. Spora = semente, doche = recipiente). Os conidi6foros podem ser
constituidos de uma Unica hifa isolada ou um conjunto de hifas, uma coluna alongada, ereta
denominada corémio ou sinémio (CARMICHAEL et al., 1980). Esse grupo de conidiéforos
pode se apresentar de forma determinada, isto €, com uma zona conidiogénica terminal ndo
alongada com cessecdo do crescimento apOs a esporulacdo ter iniciado ou de forma
indeterminada, com uma zona fértil alongada, asvezes cobrindo todo o conidioma, e com
crescimento continuo apés esporulacdo (SEIFERT et al., 2011).

N&o existe um sistema perfeito de classificacdo para os Fungos Anamérficos. Uma obra
classica e indispensavel a micologia sédo os trabalhos publicados por Pier Andrea Saccardo e
seus discipulos entre 1882 ¢ 1931 geralmente designado e citado como “Siolloge fungorum”.
Em seu sistema de classificacdo, Saccardo (1886) havia definido a morfologia do conidioforo
em micronematico quando muito similar a hifa vegetativa, quando morfolégicamente distinto
da hifa vegetativa denominado como macronematico, sendo mononematico o conidioforo livre
ou em tufo (KIRK et al., 2008). Contudo, a casos onde o conidi6foro difere apenas levemente
da hifa vegetativa, sendo considerado semi-macronematico (ELLIS 1971). Carmichael et al.,
(1980) no livro Genera of Hyphomycetes apresenta ilustragcbes primorosas deste grupo de
fungos.

Existem dois tipos principais de desenvolvimento conidial: Bléstica e Talica. O modo
blastico é marcado pelo alargamento inicial do conidio antes da delimitacdo do septo, sendo
subdividido em: Holoblastica, onde ambas as paredes (interna e externa) da célula
conidiogénica participam na formacdo do conidio e Enteroblastica, quando apenas a parede
interna da célula conidiogénica participa na formacao do conidio. Este Gltimo tipo pode ainda
ser dividido em: (a) Trética - quando ha producdo de conidios geralmente solitarios, as vezes
em cadeias acrdpetas (ver glossario), mas por protuséo da parede interna sdo formados um ou
mais canais (poros) apos a liberacdo, (b) Fialidica — quando conidios sdo produzidos
frequentemente em grande nimero em sucessao basipeta através de uma ou varias aberturas na
parede celular, nenhuma parede contribui na formagéo do conidio (ELLIS 1971; MINTER et
al., 1982; 1983).

O termo monobléstica e polibléstica referem-se & célula conidiogénica com um ou
varios pontos ou locais de producdo de conidio (KIRK et al., 2008). As designacdes monotrética
e politrética referem-se, respectivamente a liberacdo do conidio em apenas um ponto, sendo
visualizado um poro na célula conidiogénica, ou em varios pontos, sendo formado varios poros.
Na monofialidica é formada apenas uma fialide por célula conidiogénica e na polifialidica
varias fialides (KIRK et al., 2008).

A disposicéo das células conidiogénicas no conidiéforo é uma importante caracteristica.
Assim, as células sdo classificadas como: Integradas, quando estdo incorporadas no eixo
principal do conidiéforo ou ramificagBes, sendo intercalares ou terminais e evidentes, quando
tem forma distinta (ampuliforme, lageniforme etc...) do conidi6éforo (ELLIS 1971). O termo
esquizolitico é utilizado para caracterizar quando o conidio se separa do conidiéforo pela
ruptura das duas camadas de parede do septo onde as partes ficam tanto no conidio quanto no
conidiéforo. Se aplica o termo rexolitico para a separacdo do conidio onde restos da parede do
conidioforo permanece a ele fixada (KIRK et al., 2008; SEIFERT et al., 2011).

Pela variedade de formas, septacédo e textura (liso, verrucoso, reticulado) os conidios
tem importancia primordial na taxonomia (CARMICHAEL et al., 1980). Podem se apresentar
unicelulares ou catenulados, quando formados em cadeias simples ou ramificadas ou ainda
agrupados, em mucilagem ou secos (ELLIS 1971). Entre os critérios morfolégicos utilizados
por Saccardo (1886) um importante foi a septacdo dos esporos: Amerosporo (asseptados);
Didymospdro (um septo); Fragmosporo (com dois ou mais septos); Dictyospéro (com septos
transversais e longitudinais); Scolecospdro (em forma de agulha, filiforme); Staurésporo (em
forma de estrela); Helicospéro (helicoides).



Quanto as formas podem ser clavados, falcados, filiformes, fusiformes, ovais entre
outros. As vezes, fazendo parte dos conidios encontram-se estruturas como apéndices, apiculos,
sétulas e outras que auxiliam na identificacdo (ELLIS 1971; CARMICHAEL et al., 1980).

2.4 Celomicetes

Os Celomicetes diferentemente dos Hifomicetes, originam seus conidios dentro de
frutificagdes fechadas denominadas conidiomas. Um tipo de conidioma é o acérvulo (Lat.
Acervulus = um monte ou montinho), o qual pode se desenvolver dentro do tecido da planta
hospedeira, subepidermal ou em sua superficie. (SEIFERT et al.,, 2011) O acérvulo
subepidermal desenvolve-se a partir de um estroma psedoparenquimatoso, e quando se torna
maduro rompe a epiderme sobrejacente do hospedeiro para expor conidios formados a partir
das células conidiogénicas localizadas na base do conidioma. Os conidios sdo mantidos juntos
e sao dispersos principalmente pelos respingos da chuva.

Segundo Sutton (1980) conidiomas acervulares e esporodoquiais muitas vezes sao de
dificil diferenciacdo em meio de cultura. Um bom exemplo de fungo acervular é o
Colletotrichum (WEBSTER & WEBER, 2007), algumas espécies de Colletotrichum podem
apresentar estruturas longas, duras, pontiagudas de coloracdo escura que Se parecem com
cerdas, usualmente chamada setas (ALEXOPOULOS, 1962). Como patdgeno de planta,
espécies de Colletotrichum sdo descritos como causadores de antracnose gerando lesdes
necréticas em folhas, caules, flores e frutos em culturas como manga, banana, morango,
berinjela, feijao, milho (CANNON et al., 2012).

Em muitos ascomicetes o conidio se origina dentro de conidiomas que apresentam
formato semelhante a frasco ou bexiga denominados picnidios (Gr. Diminutivo de pyknos =
compacto, embalado, concentrado). O picnidio pode ser superficial ou imerso na planta
hospedeira e apresentam um ostiolo, abertura por onde séo liberados os conidios originados a
partir de células conidiogénicas que revestem a parede interior do conidioma (WEBSTER &
WEBER, 2007).

O conidioma pode se apresentar na forma de um escudo (escutatos) forrados
internamente por um himénio invertido denominado picnotirio ou ainda, os conidios s&o
simplesmente produzidos sobre ou dentro de uma massa de tecido fungico de forma, cor e
textura variadas, uni ou multiloculares denominada estroma.

2.5 Agonomicetes

Este grupo de fungo é conhecido como “micelia sterilia” formas miceliais estéreis, S40
geneticamente incapazes de produzir conidios ou qualquer tipo de célula reprodutiva, ou seja,
ndo sdo conhecidos estados anamdrficos ou teleomorficos, no entanto se reproduzem por
fragmento do micélio e formam estruturas de resisténcia denominadas clamidosporos,
microesclerdcios ou esclerdcios (BARNET & HANTER, 1998).

O micélio vegetativo imerso no substrato ou na superficie é composto por hifas septadas,
filamentos cilindricos com paredes que delimitam um protoplasma multinucleado que
continuamente estabelece novo material no apice de crescimento, ramificacdes podem ocorrer
logo atras do apice ou mais para trés e os septos possuem um poro simples no meio.

Os protoplasmas tendem a migrar para determinada regido da hifa, seja entre os septos
ou para sua extremidade onde vai enchendo, ocorre acimulo de melanina de coloragdo escura
e uma parede rigida originando uma estrutura de resisténcia denominada clamidésporo, as hifas
as vezes comegam a agregar-se formando uma compacta massa de hifas, os esclerécios (ELLIS,
1971). Os agonomycetes incluem géneros importantes fitopatoldgicamente como Sclerotium
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rolfsii e Rhizoctonia solani que sdo normalmente encontrados no solo causando tombamento e
podridao de raizes das plantas hospedeiras (SERRA & SILVA 2005; DIAS et al., 2013). Outro
grupo de fungos com total auséncia de esporulacdo sendo considerado “micelia sterilia” sdo
espécies do género Acephala, os quais sdo isolados de raizes de plantas e suas principais
caracteristicas morfoldgicas € a presenca de hifas escuras e microesclerdcios no cortex das
raizes, atualmente, tais fungos sdo denominados de fungos endofiticos dark septate e tem sido
isolado de raizes de culturas como arroz e tomate (RIBEIRO et al., 2011; PEREIRA et al.,
2011).

2.6 Fungos Endofiticos Dark Septate (FEDS)

A maioria das espécies de plantas se encontra associada a determinados fungos de solo
numa simbiose mutualistica tipo micorrizica (BERBARA et al., 2006). Nesse sentido, 0s
fungos micorrizicos arbusculares tem sido o grupo de maior interesse agronémico (PASCAL,
DUO & GRUNIG 2010; RIBEIRO et al., 2011; ANGELINI et al., 2012; KNAPP et al., 2015).
Entretanto, nos Gltimos anos tém crescido o interesse por parte dos pesquisadores e estudiosos
em relacdo a funcionalidade, comportamento e ecologia de um género de fungo denominado
“Fungos Endofiticos Dark Septate” (FEDS) (SIEBER 2002).

O uso mais comum do termo "endofito” é para organismos cujas infeccdes séo internas
e discretas, e na qual os tecidos do hospedeiro infectados sdo pelo menos transitoriamente,
assintomatico. Endofitos incluem um conjunto de micro-organismos com estratégias de vida
diferente: Aqueles que, ap6s uma fase de crescimento endofitico, crescem saprofiticamente em
tecido morto ou em senescéncia. Estas interacdes parasitarias podem variar de mutualistico a
comensalista a latente patogénico e explorador (SCHULZ & BOYLE 2006).

Os fungos “dark Septate” sdo assim denominados em fungdo de suas hifas serem
septadas e apresentarem coloracdo escura em seu interior devido a presenca de melanina. Sua
presenca em raizes de plantas forma um tipo de associacdo simbidtica, considerada por varios
estudos como mutualistica e cujos beneficios ainda sdo poucos conhecidos (JUPPONEN &
TRAPPE 1998).

Os FEDS podem co-colonizar raizes juntamente com fungos micorrizicos arbusculares,
embora possam ser influenciados por condi¢des abidticas como humidade e comprimento do
dia (LINGFEI et al., 2005; USIKI & NARISAWA 2007). Entretanto, diferentemente dos
fungos micorrizicos arbusculares os FEDS ndo sdo biotroficos obrigatorios, ou seja, ndo
precisam estar colonizando um hospedeiro para completar seu ciclo de vida, o que facilita seu
cultivo e multiplicagdo em meio de cultura, fato que confere facilidade e rapidez ao isolamento
e estruturacdes de colecBes fungicas, assim como o desenvolvimento de inoculantes que visem
a promocdo do crescimento vegetal (PEREIRA et al., 2011; RIBEIRO et al., 2011).

De acordo com Pereira et al. (2011), em experimentos com arroz silvestre em solo de
mata e cerrado, evidenciaram que solos com maior teor de matéria organica e nutrientes (mata)
e plantas em estagio reprodutivo, apresentam maior porcentagem de colonizacdo. Segundo
Yuan et al. (2010), raizes colonizadas por FEDS podem apresentar diferentes respostas em seu
desenvolvimento principalmente em sua morfologia e no desenvolvimento de mudas.

Segundo Japponen & Trappe (1998); Sieber (2002), os FEDS foram inicialmente
descritos como Mycelium radicis atrovirens (MRA), a partir do isolamento de um fungo
pseudomicorrizico apresentando um micélio ndo esporulado, marrom a marrom escuro e
septado associado a raizes de Picea abies e Pinus sylvestris (MELIN 1922;1923), os quais
cresceram a partir de partes velhas de micorrizas em raizes submetidas a crescimento
secundario. Conforme Sieber (2002), os fungos relacionados foram caracterizados por hifas
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intracelulares na epiderme e células corticais, mas nem rede de Hartig nem um manto foi
formado. Segundo O’dell et al. (1993) fungos dark septate, ocasionalmente desenvolvem um
manto com finas camadas de espessura.

Os pesquisadores Wang & Wilcox (1985), deram um importante avango na classificagao
dos MRA ao isolarem fungos com hifas estéreis e marrons a partir de coniferas, representando
trés novas espécies de Hyphomycetes nomeadas como Chloridium paucisporum, Phyalophora
finlandia e Phyalocephala fortinii, tais pesquisadores conseguiram induzir a esporulacdo apos
um prolongado periodo de cultura a reduzida temperatura (5°C) em meio de cultura Melin-
Norkrans modificado (MMN).

Avaliando os niveis de infeccdo micorrizicas em comunidades de plantas em
ecossistemas alpinos, Read & Haselwandter (1981), introduziram o termo hifas “Dark Septate”
(DS), reconhecendo o tipo de infeccdo pela presenca de micro-esclerécios nas células corticais,
diferentemente dos fungos micorrizicos arbusculares que foram reconhecidos pela presenca de
vesiculas e arbusculos.

A presenca de FEDS no solo, madeiras velhas e raizes de espécies hospedeiras que
pertencem a diferentes familias de plantas sugere ndo s6 a presenca ubiqua e falta de
especificidade do hospedeiro, mas também um papel de importancia em ecossistemas naturais
(JUPPONEN & TRAPPE 1998). Sua abundéncia em diferentes habitats e em diferentes
hospedeiros ainda é em grande parte desconhecido. Phialocephala fortinii Wang & Wincox, é
um dos FEDS mais estudados e domina a micobiota endofitica em raizes de coniferas e
membros da familia Ericaceae, florestas e ecossistemas alpinos (WANG & WINCOX 1985).
Um FEDS néo esporulante que difere de P. fortinii por taxas de crescimento mais lento e
escassez de micélio aéreo foi descrito como uma nova espécie: Acephala applanata Grinig &
Sieber (GRUNIG & SIEBER 2005). A applanata é ecoldgica e filogeneticamente intimamente
relacionada com P. fortinii e este grupo de fungos também é designado como Complexo de
espécies P. fortinii - A. applanata (PAC) para facilidade de entendimento (GRUNIG & SIEBER
2005).

Esse grupo esté atribuido em sete espécies de Phialocephala: P. fortinii C.J.K. Wang &
H.E. Wilcox, P. europaea C.R Grinig e T.N Sieber, P. helvética C.R Griinig e T.N Sieber, P.
letzii C.R Grinig e T.N Sieber, P. subalpina C.R. Grlnig e T.N. Sieber, P. turiciensis C.R
Griinig e T.N Sieber, e P. uotolensis C.R. Griinig e T.N. Sieber (GRUNIG et al., 2008). Tem-
se observado sua ocorréncia no leste e oeste da América do Norte, Europa e Japdo, sugerindo
uma distribuicéo global (JUPPONEN & TRAPPE 1998).

Estudos morfol6gicos de raizes colonizadas tém revelado, no entanto, que FEDS
ocasionalmente desenvolve uma parcial rede de Hartig e uma manta fina apenas algumas
camadas celulares de espessura (O' DELL et al., 1993). A caracterizacdo dos FEDS tem sido
baseada em suas caracteristicas fenotipicas comuns como a presenca de hifas septadas,
melanizadas e microesclerdcios localizadas no cortex das raizes das plantas (RIBEIRO et al.,
2011).

Alguns micologistas baseiam-se principalmente em métodos moleculares com
sequenciamento de DNA de fungos desconhecidos comparados com sequéncias de
nucleotideos similares depositadas em Banco de genes (PIRTTILA & FRANK, 2011). Alguns
FEDS esporulam rapidamente em meio de cultura como em espécies de Cadophora e
Phialophora (SIEBER & GRUNIG, 2006), porém, uma total auséncia de esporulagio é comum
em varios FEDS quando submetidos a um prolongado periodo de incubacdo a baixa
temperatura, o que dificulta a identificacdo quando baseada na morfologia (GRUNIG et al.,
2011).

Os FEDS formam um grupo de fungos endofiticos distribuidos em numerosas ordens
do filo Ascomycota, como Capnodiales, Chaetothyriales, Eutiriales, Helotiales, Hypocreales,
Microascales, Pleosporales, Sordariales, Xilariales (JUMPONEM & TRAPPE 1998;
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RODRIGUEZ et al., 2008; KNAPP et al., 2012, 2015). Com o aprimoramento e facilidade das
técnicas moleculares, estas tém sido bastante utilizadas em estudos filogenéticos, os quais tém
revelado numerosos novos géneros e espécies (MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2012b).

Estudos recentes revelam a ordem Pleosporales como uma significativa ordem dentro
da classe Dothideomycetes (ZHANG et al., 2009), em regiBes semiaridas é considerada a ordem
mais representativa dos FEDS (PORRAS-ALFARO et al., 2008). Em estudos mais recentes,
com base em analise multilocos e dados morfologicos, trés novos géneros representantes dos
FEDS provenientes de regido semiarida foram introduzidos na ordem Pleosporales
denominados: Aquilomyces pertencendo a familia Morosphaeriaceae, Flavomyces
representando uma linhagem incertae sedis de Massarinaceae e Darksidea com seis novas
espeécies aliadas a familia Lentitheciaceae (KNAPP et al., 2015).

A andlise molecular baseada na amplificacdo e sequenciamento de regiGes alvos
especificas no DNA é uma ferramenta util para diferenciar grupos estreitamente relacionados e
espécies morfologicamente semelhantes. Entretanto, dados fornecidos a partir de marcadores
moleculares como ITS muitas vezes ndo € suficiente para descriminar espécies, ou seja, a
resolugdo é geralmente muito pobre, resultando em &rvores filogenéticas com estruturas
politbmicas (BENSCH et al., 2012). Muitas pesquisas buscando solucionar a taxonomia de
varios taxas tém mostrado que a partir de uma abordagem multiloco com regides alvo ITS, B-
tubulina, TEF1, actina, calmodulina, entre outras, proporcionaram uma resolugdo muito melhor
e uma distin¢do entre taxas estreitamente relacionados (SCHUBERT et al., 2007; CROUS et
al., 2007; BENSCH et al., 2012; MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014b; LIU et al.,
2015). Fungos endofiticos representam um grande grupo de micro-organismos pouco
investigados que representam uma fonte abundante de potenciais para exploracdo com ampla
variedade de aplicacGes seja na area de alimentacdo, industria, medicina ou agricultura (SELIM
etal., 2011).



3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Ampliar o conhecimento da biodiversidade flngica associada a diferentes familias
boténicas representadas no Parque Natural Municipal Curi6 de Paracambi (PNMCP).

Realizar o levantamento de fungos associados a plantas arboreas, arbustivas do
(PNMCP) e alguns isolados depositados na colecdo da EMBRAPA Agrobiologia.

3.1.1. Objetivos especificos

e Caracterizacdo morfologica e identificacdo taxonémica da maioria dos membros
presentes no PNMCP e representantes de FEDS provenientes do Estado de Roraima
(RR).

e Caracterizacdo molecular de alguns desses membros.

e Descrever e ilustrar potenciais novos taxons.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Area de Estudo

O Parque Natural Municipal Curié de Paracambi (PNMCP), localizado no municipio de
Paracambi — RJ, entre as coordenadas geograficas 22°36°39” S, 43°42°33” W (Figura 1), passou
a ser definido como uma Unidade de Protecéo Integral (UPI) a partir de sua criagéo que ocorreu
através do Decreto n° 1001, de 29 de Janeiro de 2002, sua criacdo derivou da necessidade de
conservagdo do mais importante remanescente florestal do municipio com uma extensdo de
1.100 ha, inserido no bioma Mata atlantica em area considerada prioritaria para a conservacao
desse ecossistema. Regularizada pela Lei Municipal n® 921, de 30 de abril de 2009, atualmente
dispde de novo limite, possuindo 913,961 ha de areas montanhosas (SECRETARIA
MUNICIPAL DE MEIO AMBIENTE E DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL DE
PARACAMBI E INSTITUTO TERRA DE PRESERVACAO AMBIENTAL 2010;
URBANISMO, MEIO AMBIENTE, HABITAQAO 2006).

O PNMCP engloba um dos maiores fragmentos florestais em excelente estado de
conservagdo da Baixada Fluminense, sendo essa area de mata considerada de grande
importancia no Corredor de Biodiversidade Tingua-Bocaina, que busca aumentar a conexao
entre os remanescentes florestais inseridos no Parque Nacional da Serra da Bocaina e na
Reserva Bioldgica Tinguad (ASSOCIACAO PRO-GESTAO DAS AGUAS DA BACIA
HIDROGRAFICA DO RIO PARAIBA DO SUL 2013). Situado junto & divisa com os
municipios de Engenheiro Paulo de Frontin e Mendes, 0o PNMCP esta inteiramente situado na
escarpa de falha da Serra do Mar, mas especificamente no dominio Suite Serra das Araras,
localmente denominado de Serra de Paracambi, possui uma amplitude de relevo de mais de
600m, estando a parte inferior junto a cota de 60m de altitude e seus limites superiores nos
topos das montanhas chegando a mais de 680m de altitude (SEMADES/ITPA 2010).
Entretanto, a maior parte da UPI esta em altitudes entre 100 e 500m, inserido na formacéo
geomorfoldgica Serras e Morros Altos, apresenta relevo forte e ondulado, nas areas de baixada
onde o relevo é menos movimentado, a formacao geomorfoldgica é Planicie Alavio-Coluvionar
devido a influéncia da bacia do Rio Guandu, e as altitudes variam entre 100 e 300m
(PREFEITURA MUNICIPAL DE PARACAMBI 2002; SEMADES/ITPA 2010). A vegetacao
do parque possui alta diversidade bioldgica, tipica da Mata Atlantica, sendo classificada como
Floresta Ombroéfila Densa secundéaria em diferentes estagios de regeneragdo (VELOSO et al.,
1991; IBGE 2012), cobrindo cerca de 70% da drea do PNMCP (AMORIM 2012).

O clima da regido esta enquadrado como Aw segundo a classificacdo de Koppen-Geiger
(PEEL et al., 2007), classificado como tropical tmido com temperatura média anual entre 20°C
e 27°C e elevados indices pluviométricos, cuja média anual véria de 1000 mm a 2300 mm, o
periodo de precipitacdo maxima vai de novembro a marco e o de minima de junho a agosto,
sendo 0 més de julho o mais seco, com precipitacdo média abaixo de 50 mm, e janeiro 0 mais
chuvoso, com média mensal de 300 mm (ASSOCIACAO PRO-GESTAO DAS AGUAS DA
BACIA HIDROGRAFICA DO RIO PARAIBA DO SUL, 2012/2013; SEMADES/ITPA,
2010).

Segundo os dados agroclimatoldgicos observados na Estacdo Experimental de Avelar,
RJ. Localizada segundo as coordenadas (LAT.: 21° 22> S — LONG.: 43° 25 W) e ALT.: 507
metros, o intervalo de variacdo (média das medias mensais) de temperatura do ar para o
Municipio de Paracambi entre os meses de Setembro a Dezembro de 2013 foram: 18,8°C
(setembro) e 23,4°C (dezembro). Em relacdo a umidade relativa do ar a média ficou entre 73,4%
(setembro) e 77,3% (dezembro). O valor total de pluviosidade entre 0s meses de setembro a
dezembro de 2013 foi de 501,6 mm. O més de menor precipitagdo pluviométrica foi o de
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outubro com 90,7mm e o de maior precipitacdo foi o de novembro com 170,6 mm. O intervalo
de variacdo da temperatura do ar entre 0os meses de Janeiro de 2014 a Dezembro de 2014 foram
de 16,3°C (julho) e 24,3°C (janeiro). Em relacdo a umidade relativa do ar a média ficou entre
62,1% (outubro) e 80,2% (julho). O valor total de pluviosidade entre janeiro e dezembro de
2014 foi de 740,3 mm. O més de menor precipitacdo pluviométrica foi o de agosto com 5,6 mm
e 0 de maior precipitacdo foi o de abril com 139,1 mm.

O Parqgue é composto por seis trilhas conhecidas como: Caminho dos Escravos, Trilha
dos Bugios, Trilha do Jequitiba, Trilha da Cachoeira, Trilha do Costa-campinho e Trilha do
Grotdo - Tarietd (SEMADES/ITPA 2010). As trilhas tiveram suas origens vinculadas as suas
atividades historicas, relacionadas a extinta Companhia Téxtil Brasil Industrial, fundada no ano
de 1871 e que funcionou até o ano de 1996. A agua dos mananciais encontrados na area do
Parque era canalizada em direcdo a fabrica para movimentar a central hidrelétrica, para acessar
0s mananciais foram abertas trilhas para a instalacdo das tubulacdes e assim permitir a
drenagem promovida pela instalagéo das tubulagées (AMORIM 2012). A Trilha dos Escravos
e a Trilha dos Bugios continuam sendo as mais utilizadas atualmente e ambas séo consideradas
as maiores trilhas do Parque Curio, com aproximadamente 2000m, e 1630m, respectivamente
(Figura 2) (PREFEITURA MUNICIPAL DE PARACAMBI 2012).
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Municipal Curi6.
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Figura 2: Mapa evidenciando a Trilha dos Bugios em verde e a Trilha dos Escravos em laranja
no Parque Natural Municipal Curié de Paracambi (AMORIM, 2012).

4.2. Amostragem fangica do PNM Curi6

As amostras de material vegetativo arbdreo (folhas, ramos, galhos) foram coletadas ao
longo de toda extensdo da Trilha dos Escravos e Trilha dos Bugios. As amostras foram
excisadas com auxilio de tesoura de poda e acomodadas em sacos plasticos comuns. Ao todo
foram realizadas cinco coletas, entre os periodos de dezembro de 2013 e maio de 2014. O
material foi conduzido ao laboratério do Departamento de Entomologia e Fitopatologia da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). As amostras foram prensadas e secas
em estufa a £ 60°C durante cinco dias e posteriormente preservadas em envelopes. Um total de
67 exsicatas foram analisadas. As plantas hospedeiras foram identificadas pelo Ms. Thiago
Azevedo Amorim, do Departamento de Botanica da UFRRJ.

4.3. Laboratdrio de Fitopatologia e microscopia eletrdnica

A identificagdo preliminar dos fungos foi realizada com a utilizagcdo de microscopio
estereoscOpico e microscopio de luz, observando-se sintomas como manchas e areas
escurecidas e, nelas, sinais do fungo como micélio superficial e frutificacdes diversas, bem
como evidencia de colonizagdo do tecido por fungos e a presenca de fungos hiperparasitas.

Para 0 manuseio do material e a retirada de amostras fungicas, foram utilizados estiletes.
Cortes histologicos foram realizados a mao-livre a fim de determinar a relacdo fungo-planta
através da observacdo da presenca de suas estruturas imersas no tecido hospedeiro e a
morfologia da relacdo dessas com os fungos. Amostras fungicas removidas por estiletes ou
agulhas, como também os cortes, foram montadas em laminas para microscopia utilizando o
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corante azul de algoddo / lactoglicerol, floxina / KOH glicerol e também &gua destilada para
observar as estruturas do fungo em geral.

As laminas foram examinadas em microscépio de luz Olimpus BX41 e as analises
morfométricas foram feitas utilizando ocular com régua micrométrica. A documentacdo
microfotografica foi realizada com camera Cannon - Power Shot Elph 100 HS aproximando-a
as oculares do microscopio de luz e estereoscédpio. Estudos adicionais de caracteriza¢do foram
efetuados com utilizacao de microscopio eletrénico de varredura PHILCO-HITACHI TM 1000,
situado nas dependéncias do Instituto de Biologia (IB) da UFRRJ.

As medidas referentes a cada estrutura fungica foram tomadas com 50 repeticdes e
foram consideradas as dimensdes extremas (maior valor e menor valor). As medidas dispostas
entre parénteses referem-se aos valores extremos ocasionalmente encontrados.

As identificagfes dos fungos foram feitas ou confirmadas com base em chaves
apropriadas contidas em literatura de cada grupo fungico como: Ellis (1971, 1976), Carmichael
et al. (1980), Chupp (1954), Seifert et al. (2011) para hifomicetos; Ainsworth et al. (1973) para
hifomicetos e ascomicetos; Sutton (1980) para celomicetos; Dennis (1981), Sivanesan (1984),
Von Arx & Miller (1973), Miller & Von Arx (1962), para ascomicetos.

A verificacdo de nomes cientificos, nomes de autores, validade e sinonimias foram feitas
em portais on line como: o Index Fungorum (www.indexfungorum.org) do CABI Bioscience
Database, elaborado  por  Paul Kirk e colaboradores, o  Cyberliber
(http://www.cybertruffle.org.uk/cyberliber/) mantido por David W. Minter, o portal do
United State Department of Agriculture (http://nt.ars-
grin.gov/fungaldatabases/fungushost/fungushost.cfm) sob a responsabilidade de Farr &
Rossman, e o banco de dados da colecdo micologica da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia (http://pragawall.cernagen.embrapa.br/aigweb/michtml/fgbanco01.asp).

Alguns taxons e ocorréncias inéditas referente a tipo de hospedeira e local ja foram
publicados em forma de resumo em Congressos Nacionais e Internacionais.

4.4. Amostras de material vegetativo provenientes de outros locais

Durante o presente trabalho algumas amostras vegetais foram coletadas de locais
distintos do PNMCP, sendo quatro da Floresta Nacional, Seropédica, RJ (FLONA):
Handroanthus ochraceus (Bignoniaceae), Solanum asperum (Solanaceae), Erythroxylum
pulchrum (Erythroxylaceae) e Eugenia florida (Myrtaceae), uma amostra Inga laurina
(Fabaceae) proveniente do Viveiro guapuruvi - Empresa GWA. Empreendimentos Florestais.
UFRRJ (Empresa incubada) e cinco fungos endofiticos dark septate provenientes da Colecéo
de Fungos Micorrizicos da Embrapa Agrobiologia (COFMEA), Seropédica, RJ.
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4.5. Fungos da colegdo COFMEA Dark Septate
4.5.1. Tratamentos

Para as analises morfologicas e moleculares dos DSE, foram usadas cinco extirpes
denominadas AM 101, AM 102, AM 103, AM 104 e AM 105 depositadas na Colecdo de
Fungos Micorrizicos da Embrapa Agrobiologia (COFMEA) — Seropédica, RJ.

Para avaliar a esporulacdo e o crescimento micelial, foram feitos trés tratamentos
utilizando cinco meios de cultura: 1°) (BDA - batata-dextrose agar e AM - &gar-malte) a
temperatura de 30 °C e fotoperiodo de 12 h claro/12 h escuro. 2°) (EAM — Extrato de Arroz
Moido - bloco e EA — Extrato de Aveia — bloco; EAM - extrato de arroz moido e EFM - extrato
de farinha de mandioca) a temperatura de 28 °C e fotoperiodo de 12 h claro/12 h escuro com
umidade a 45% em BOD, no décimo primeiro dia de incubacéo o regime de luz foi modificado
para luz negra 24 h, e no décimo sétimo dia de incubacdo a temperatura foi reduzida para 15
°C. 3°) (extrato de mandioca) a temperatura de 29 °C (dia) e 24 °C (noite) com fotoperiodo de
12 h e umidade de 72% em Fitotron.

Durante o periodo de incubacdo (12 dias) as colénias foram mensuradas de quatro em
quatro dias, com auxilio de paquimetro determinando-se o diametro, totalizando trés medicdes,
concomitantemente, foi realizado uma caracterizacdo em relagdo a textura e coloracdo das
colbnias. Apods a terceira medicdo, amostras fungicas removidas por estilete foram montadas
em laminas para microscopia utilizando o corante azul de algod&o, floxina e 4gua destilada para
observar as estruturas do fungo em geral. Referente ao 2° tratamento, passados 10 dias de
incubagdo com reducédo de temperatura para 15 °C foram confeccionadas novas laminas.

As analises morfométricas e a documentacdo microfotografica foi realizada utilizando
0 microscopio AxioPlan — (Zeiss) com AzioCam MRc. As laminas foram examinadas a partir
das fotos tiradas utilizando o programa Axion Vision Release 4.6.

4.6. Extragéo do DNA gendmico
4.6.1. Género Neopestalotiopsis (isolado da planta hospedeira Inga laurina)

Para a extracdo do DNA fungico foi adaptado um método utilizando-se o kit para
extracdo Wizard® Genomic DNA Purification, Promega. O micélio de cada isolado fungico foi
crescido em meio agar batata dextrose (PDA) por aproximadamente 8 dias. Ap6s esse periodo,
4 a 6 discos de miceélio foram retirados da placa com auxilio de ponteira (1mL) esterilizada e
colocados em microtubos com capacidade de 2,0 mL contendo 0,2 g de Pérolas de vidro 106
microns (Sigma), o qual foi preparado pipetando-se 1 mL de agua Milli-Q esterilizada, agitacao
em (Vortex T Genie 2) por 1 minuto em rotacdo vigorosa, centrifugagdo por 1,5 minutos a
13000 rpm, com posterior descarte do sobrenadante e devidamente autoclavado.

Como adaptagéo ao protocolo de extragcdo de DNA do fabricante, optou-se em adicionar
aos discos de micélio 600 pL de solucdo de lise celular, e realizar a maceracdo do micélio com
auxilio de pistilo esterilizados, seguindo-se de agitacdo vigorosa em Vortex por 2 minutos.
Acrescentou-se, entdo, 600 pL de solucédo de lise nucleica, seguindo-se agitagdo por 10 minutos
em Vortex, posteriormente, realizou-se trés ciclos de aquecimento/resfriamento (95 °C/ Gelo)
por 10 minutos. Posteriormente, acrescentou-se 400 pL da solucdo de precipitagdo proteica e
apos agitacdo em Vortex por 20 segundos seguiu-se, incubacdo no gelo por 5 minutos e
centrifugagcdo 13000 rpm por 3min. Apos essa etapa, 600 pL do sobrenadante foram retirados
e transferidos para novo microtubo contendo 600 pL de isopropanol. Seguiu-se por breve
inversdo dos microtubos e centrifugacdo a 13000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi
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descartado e 600 pL de etanol 70% foram adicionados para lavagem do pellet. O material foi
novamente centrifugado por 3 minutos, apds o descarte do sobrenadante, foi seco em Speed
vacuum CENTRIVAP CONCENTRATOR (LabConco) por 10 minutos e ressuspendido em
100 pL da solucéo de reidratacdo de DNA com posterior incubagdo a 65 °C por 30 minutos em
termomix. Apds a extracdo, as amostras foram armazenadas em freezer a -20 °C.

3.5.2. Extracdo do DNA genémico do provavel género novo

A extracdo do DNA gendmico do fungo considerado como provavel género novo
seguiu-se 0 mesmo padrdo de procedimento realizado com o fungo representante do género
Neopestalotiopsis, apresentando modificacdo apenas no que diz respeito ao numero de ciclos
(Termomix 95°C/Gelo) 10 minutos cada, que ao inves de trés foram seis.

3.5.3. Extracdo do DNA genémico dos FEDS

A extragdo do DNA gendmico dos fungos DSE seguiu-se 0 mesmo padrdo de
procedimento realizado com o fungo representante do género Neopestalotiopsis, apresentando
modificacdo apenas no que diz respeito ao nimero de ciclos (Termomix 95°C/Gelo) 10 minutos
cada, que ao invés de trés foram cinco, e também, os isolados AM 101, AM 102 e AM 103
foram agitados em rotagdo mediana e os isolados AM 104 e AM 105 agitados em rotagao
vigorosa.

4.7. Caracterizacdo molecular

Para a analise molecular do fungo Neopestalotiopsis e dos representantes do DSE foram
realizadas reacdes de PCR utilizando os iniciadores ITS1 e ITS4 que amplificam as regides
espacadoras internas 1 e 2 do rDNA além do 5.8S rDNA (ITS1-5.8-1TS2), os iniciadores NS3
e YM951r que amplifica a regido 18S, os iniciadores BT2A e BT2B que amplificam a regido
parcial B-tubulina e os iniciadores EF1-526F e EF1-1567R que amplificam a regido parcial fator
alfa-1 de translacéo e elongacdo, ja para o fungo considerado como provavel género novo,
foram utilizados apenas os iniciadores ITS1/1TS4 e NS3/YM951 (Tabela 2).

Os reagentes usados na preparagdo do Mix para reacdes da PCR com seus respectivos
volumes finais, assim como as condi¢cdes de amplificacdo estdo descritas na (Tabela 1). O
tamanho do fragmento amplificado e sua qualidade foram determinados por eletroforese com
5ul do produto em gel de agarose preparada a 1% utilizando-se 0,3 g de agarose em 30 mL de
tampdo TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1x. Para migracdo dos fragmentos de DNA, a corrente
elétrica foi usada em uma faixa de 90 V com duracdo de 60 minutos. A reacdo de
sequenciamento dos fragmentos amplificados foi realizada a partir de 100 ng de DNA; 1,5 uL
de tampdo para sequenciamento 5x (Applied Biosystems Cat 4336697); 1 pL de Big Dye
Terminator v3.1 (Applied Biosystems Cat 4336917) e 1 uL de iniciador direto e reverso na
concentracdo de 5uM. A reacdo foi realizada partindo de 96 °C por 1 minuto, seguida por 35
ciclos, envolvendo uma desnaturacdo a 96 °C por 15 segundos, anelamento a 50 °C por 15
segundos e extensdo de 60 °C por 4 minutos. O equipamento 3500 Applied Biosystems foi
utilizado para obtencdo das sequéncias.

4.8. Analise filogenética

Foi realizado inicialmente uma busca de sequéncias através da ferramenta Basic
Alignment serch Tool — BLAST — visando comparagdo com as sequéncias depositadas no
National Center for Biotechnology Information NCBI. Posteriormente realizou-se alinhamento
multiplo para analise filogenética das sequéncias através da ferramenta “muscle” com auxilio
do programa MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2011). A construcgéo da arvore foi realizada através
do método “Neighbor-joining” com célculo da distancia pelo modelo “Kimura’s 2-parameter”
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com analise de “bootstrap” com mil repeti¢bes utilizando também o programa MEGA 6.0
(TAMURA et al., 2013).
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Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados nas amplificagdes das regides ITS, 18S, B-tubulina e Fator alfa-1 de translacédo e elongacao,

otimizacdo da condicdo da PCR e volume final da reagdo de 25 pL para cada amostra.

Para 25 uL de reacéo foram utilizados

REGIAO PRIMER SEQUENCIA CONDIGOES DE PCR
ITS1F (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG- 3°) .
ITS* Agua 14,63 pL;
ITS4R (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC- 3%) Buffer 1,00 X;
97°C por 7 min, 35 ciclos, MgCl22,50 mM;
NS3 F (5°-CGCCCGCCGCGCGCG- 37) Desnaturagdo a 94°C por 1 min; dNTP 0,25 mM;
Anelamento a 55°C por 1 min; 1TS1 0,20 pM;
Alongamento a 72°C por 1 min; Final ITS4 0,20 pM;
185** 72 por 10 min. NS3 0,20 uM;
YM951 R (5-TTGGCAAATGCTTTCGC- 3°) YM951r 0,20 UM;
Taqg DNA polimerase 1,25 U
BT2AF (5°-AACATGCGTGAGATTGTAAGT- 3°) 96°C por 2 min, 35 ciclos, . )
Parcial - Desnaturacdo a 94°C por 45sec; Agua 14,63 “L_'
tubulina Anelamento a 45°C por 45 sec; Buffer 1,00 X; -
(TUB) *** BT2BR (5’-TCTGGATGTTGTTGGGAATCC- 3") Alongamento a 72° C por 2 min. Final MgCl>2,50 mM;
72° por 10 min. dNTP 0,25 mM;
BT2A 0.2 pM;
Parcial Fator ~ EF1-526 F (5>-GTCGTYGTYATYGGHCAYGT- 37) 96°C por 2 min, 35 ciclos BT2B 0.2 pM;
~ ot ’ EF1-526 0.2 uM;
alfa-1 de Desnaturagdo a 94°C por 45 sec; .
x . ’ EF1-1567 0.2 uM;
translacéo e Anelamento a 49°C por 45 sec; Tag DNA polimerase 1.25 U
elongacéo EF1-1567 R (5>-ACHGTRCCRATACCACCRATCTT- 3°) Alongamento a 72°C por 2 min. Final aq polimerase 1,
(TEF) **** 72°C por 10 min.

* White et al. (1990); ** Wuyts et al. (2002); Haruta et al. (2006); *** O’Donnell & Cigelnik (1997); **** Rehner (2001)
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Tabela 2. Lista de fungos trabalhados neste estudo.

5. RESULTADOS

FUNGO HOSPEDEIRO FAMILIA DATA DA COLETA AMOSTRA LOCAL
Apiospora sp. nov. Peninisetum purpureum Poaceae 06/03/2014 A4 (3°) PNMC
Arthrinium sp. nov. Peninisetum purpureum Poaceae 06/03/2014 A4 (3°) PNMC

Colletotrichum sp. nov. Solanum swartzianum Solanaceae 19/03/2014 Al4 (4°) PNMC
Cercospora sp. nov. Tectaria sp. Tectariaceae 19/03/2014 A5 (4°) PNMC
Provavel género novo Justicia wasshauseniana Acanthaceae 02/05/2014 A (5°) PNMC
Scolecobonaria sp. nov. Chromolaena maximilliani Asteraceae 07/12/2013 A2 (1°) PNMC
Meliola sorindeiae Astronium graveolens Anacardiaceae 07/12/2013 Al10 (1°) PNMC
Meliola sp. nov. Olyra sp. Poaceae 19/12/2013 A6 (2°) PNMC
Myriangium sp. nov. Ctenanthe sefora Marantaceae 07/12/2013 A5 (1°) PNMC
Neopestalotiopsis sp. nov Inga laurina Fabaceae Jun. 2014 - 2VIVEIRO
AM 101 sp. nov Oriza glumaepatula Poaceae Set. 2009/Mar. 2010 - 3COFMEA
AM 102 sp. nov. Oriza glumaepatula Poaceae Set. 2009/Mar. 2010 - COFMEA
AM 103 prov. gén. novo Oriza glumaepatula Poaceae Set. 2009/Mar. 2010 - COFMEA
AM 104 prov. gén. novo Oriza glumaepatula Poaceae Set. 2009/Mar. 2010 - COFMEA
AM 105 prov. gén. novo Oriza glumaepatula Poaceae Set. 2009/Mar. 2010 - COFMEA
Meliola manaosellae var. nov. Handroanthus ochraceus Bignoniaceae Jul. 2013 Al8 ‘FLONA
Pseudocercospora sp. nov. Solanum asperum Solanaceae Jul. 2013 A5 FLONA
Perisporiopsis sp. nov. Erythroxylum pulchrum  Erythroxylaceae Jul. 2013 Al10 FLONA
Asterinella sp. nov. Eugenia florida Myrtaceae Jul. 2013 Ald FLONA

!nstituto de Biologia (UFRRJ); 2Viveiro Guapuruvi- Empresa GWA, Empreendimentos Florestais, UFRRJ (Empresa incubada); *COFMEA — Colecdo de Fungos

Micorrizicos da Embrapa agrobiologia; “FLONA- Floresta Nacional, Seropédica-R.J.



6. CAPITULO I

HIFOMICETOS ASSOCIADOS A VEG ETACAO ARBOREA NO
PARQUE NATURAL MUNICIPAL CURIO DE PARACAMBI, RJ. E NA
FLORESTA NACIONAL

Os hifomicetos descritos, discutidos e ilustrados neste capitulo pertencem ao género
Arthrinium, Cercospora e Pseudocercospora.

Arthrinium Kunze, in Kunze & Schmidt, Mykologische helfe (Leipzig) 1: 9 (1817)
Espécie-tipo: A. caricicola Kunze & J.C Schmidt, Mykologische hefte
(Leipzig) 1: 9 (1817)
Teleomorfo: Apiospora Sacc. Atti Soc. Veneto- Trent. Sci. nat., Padova,
Sér. 4 4: 85 (1875)

O género Arthrinium pertence ao grupo dos Fungos Anamarficos e tem como espécie-tipo A.
caricicola Kunze & J.C. Schmidt (1917) (CROUS & GROENEWALD 2013), e como fase
sexuada o fungo Apiospora Sacc. (1875), caracterizando-se por ser um hifomiceto formador
de condio6foros reduzidos, ramificados ou ndo, marrons e com células conididiogénicas
blasticas e basauxicas e conidios amerosporicos, marrons, solitarios e com uma fenda
germinativa (ELLIS 1971, 1976; SEIFERT et al.; 2011; CARMICHAEL et al., 1980). O fungo
é cosmopolita, podendo ser saprofita em poéceas e também em folhas, hastes e raizes de
diferentes plantas hospedeiras tendo sido reportado como patdgeno causando queimas em
graos de cevada e tombamentos em trigo, bem como endofitos em tecidos de plantas (CROUS
& GROENEWALD 2013; SEIFERT et al., 2011).

Cercospora Fresen., Beitr. Mycol. 3: 91 (1963).
Espécie-tipo: Cercospora penicillata (Ces.) Fresen Beitrage Zur
Mykologie 3:93 1863 [= C. depazeoides (Desm.) Sacc.].

As espécies do género Cercospora Fresen. sdo representadas por fungos fitoparasitas,
polifagos e cosmopolitas, causando manchas foliares, manchas em frutos e perdas em
diferentes culturas no mundo. Estes fungos pertencem a um dos mais abundantes grupos na
natureza, ou seja, 0s Fungos Anamérficos e sdo caracterizados por serem hifomicetos que na
maioria das vezes encontram-se associados como sua fase sexuada, ou seja, fungos
previamente colocados no género Mycosphaerella (Capnodiales, Mycosphaerellaceae)
(STEWART et al.1999, CROUS et al. 2000; GROENEWALD et al. 2013). Cabe mencionar que
0 género Mycosphaerella foi recentemente tratado como polifilético e foi dividido em varios
géneros, como exemplo Davidiella Crous & Braun (2003) (Davidiellaceae C.L. Schoch,
Spatafora, Crous, Shoemaker, 2007), verificou-se também que o género Cercospora agora é
considerado um género holomorfico ou seja, o nome é Unico para todas as formas do fungo
seja anamorfica ou teleomorfica (micosfaerelaceo) e que o género Mycosphaerella Johanson
(1884) agora é restrito aos anamorfos de Ramularia (1883), onde segundo as regras do Cédigo
de Nomenclatura Internacional para Algas, Fungos e Plantas (CNI), 0 nome mais antigo que
prevalece sobre 0 mais recente.

Essas novas modifica¢cBes na nomenclatura sdo baseadas na mudanca do artigo 59 do
Cadigo de Nomenclatura Internacional para Algas, Fungos e Plantas (CNI), também chamado
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(Caodigo Melbourne) que trata dos fungos com ciclo de vida pleomérfico, mudancas adotadas
durante o XVIII Congresso Boténico Internacional realizado em Melbourne, Austrélia, em
julho de 2011. O sistema de nomeacéao dos fungos que apresentam pleomorfismo em seu ciclo
de vida tem sido bastante discutido e a necessidade de um sistema nomeclatural que visa um
unico nome para todos os fungos é reconhecido (HAWKSWORTH et al., 2011; TAYLOR et al.,
2011). Cabe mencionar que analises moleculares tém dado suporte a essa ideia, uma vez que,
uma Unica sequéncia de DNA comparada com sequéncias depositadas em banco de genes estdo
ligadas a dois nomes, isto é, 0 mesmo fungo com sequéncias depositadas para o0 nome
teleomorfo e outra para o nome anamorfo (BRAUN & CROUS 2007; TAYLOR et al., 2011).
Chupp’s (1954) em sua monografia propos um amplo conceito para o género Cercospora
baseado-se nas hilas, (cicatrizes visiveis ou ndo, formadas pelo acumulo de células apos
secessdo do conidio, podendo ser visiveis tanto na célula conidiogénica quanto na parte basal
do préprio conidio) se elas eram espessas ou ndo, e se 0s conidios eram pigmentados, Unicos
ou ocorrendo em cadeias. Desde entdo, uma combinagdo de carateristicas morfolégicas como
estruturas conidiomaticas, micélio, conidiéforos, células conidiogénicas e conidios, que sao
usadas para diferenciar o género (GROENEWALD et al., 2013). Espécies do género
Cercospora formam células conidiogénicas geniculadas, desenvolvimento simpodial, com loco
conidiogénico conspicuos, evidenciando cicatrizes laterais ou no apice das células
conidiogénicas, ou seja, os conidios sdo liberados tanto lateralmente quanto a partir da
extremidade de onde esta localizado o loco conidiogénico. Os conidi6foros estdo presos a
células estromaticas que culminam na formacéo de fasciculos de conidioforos.

Pseudocercospora Speg., Anal. Mus. Nac. B. Aires, Ser. 3 13: 437 (1911).
Espécie-tipo: Pseudocercospora vitis (Lev.) Speg. Anal. Mus. B. aires,
Ser. 3 13: 438 (1911)

O género Pseudocercospora foi estabelecido por Spegazzini (1910) baseado na espécie-
tipo de P. vitis, causando manchas foliares em Vitis vinifera. O género tem sido reportado como
patdgeno em varias espécies de plantas em diferentes locais e culturas (EL GHOLL etal., 1993;
SINGH et al., 1996; BRAUN et al., 2013), causando perdas significativas nestes hospedeiros
(DEWDNEY & TIMMER 2009; DAGNEW et al., 2014), podendo ser também utilizado para
controle biolégico de plantas daninhas (FARR & ROSSMAN, 2015; MENDES & URBEN,
2015; PEREIRA & BARRETO, 2006). Como o género Cercospora, o fungo tem sido encontrado
associado com sua fase sexuada o género Mycosphaerella, onde hoje o nome do holomorfo é
dado para o anamorfo ou seja, Pseudocercospora, tais que as consideragfes sobre o0s
micosfaerelaceos ja encontram-se discutidas neste capitulo. Cabe mencionar que, o género
Pseudocercospora hoje é aceito para acomodar fungos sineméticos analogos de Cercospora
como Phaeoisariopsis Ferraris (1909) e para fungos com estruturas conidiogénicas
pigmentadas e conidios com hilos ndo engrossados e ndo escurecidos (DEIGHTON 1976,
CROUS & BRAUN 1995).

6.1 Arthrinium provavel espécie nova no. 1

Descrigao:

Corpos de frutificagdo 582-1.081(1.410) x 169-319 um, escuros, irrompentes, subepidermais,
fusiformes, cinza-escuros (Fig 3. A, B e C) Conidiomas 441-552 x 58-120 um, esporodoquiais
(Fig. 3. D). Células da parede 4-9 um de diametro, textura angularis, marrons (Fig. 3. E).
Conididforos 29-86 x 4-6 um, inicialmente hialino tornando-se marrom pélido, septados,
verruculosos, macronematosos, mononematosos, crescimento basauxico (Fig 3. F). Conidios
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21-29 x 13-23 (24) um, lenticulares em vista lateral, com fenda equatorial palida (Fig. 3. G) e
marrons para marrom-escuros, lisos, globosos para elipsoides, asseptados 23-26 um de
diametro (Fig. 3. H).

Espécime examinado: Brasil: Rio de Janeiro, Paracambi, PNMCP. 6 Mar. 2014. Em espécie
de Pennisetum purpureum (Poaceae). Leg. P.S. Medeiros. 9; (UFRRJ 298).

Discussao:

O género Arthrinium Kunze, o qual esta inserido na familia Apiosporaceae Hyde et al., (1998),
foi introduzido em 1817, tendo como espécie tipo A. caricicola Kunze & J. C. Schmidt (1817).
Conforme ilustrado por Ellis (1971), A. caricicola forma colbnias compactas, pulvinadas,
castanho-escuras a escuras, conidiéforos eretos ou ascendente, simples, flexuosos, conidios
fusiformes ou forma de cigarro quando visto de frente, em parte frequentemente marrom escuro
e o reso de coloracdo palida com um distinto aro hialino. Cabe mencionar que a espécie foi
encontrada em varias espécies do género Carex L. (Cyperaceae).

Algumas espécies do género, encontradas em Poaceae, principalmente provenientes da
América do Sul, estdo listados na Tabela 3. Verificando a tabela, pode se notar que, A.
phaeospermum (Corda) M. B. Ellis (1965), A. saccharicola F. Stevens (1917), A spegazzini
Subram. (1956) e Arthrinium sachari (Speg.) M.B. Ellis (1965), reportadas da América do Sul,
sdo distintas da espécie encontrada na Mata Atlantica nas dimensdes estruturais como conidios
e conididros, bem como foram encontradas em hospedeiros distintos. A espécie mais proxima
foi A. sphaerospermum Fuckel (1874), proveniente da Suica que forma conidiomas e
conidiéforos de mesmo comprimento (500 um; 10-80 wm respectivamente), porém o didmetro
dos conidios (7-9 um) e conidiéforos (2-3 um) é bem inferior ao da espécie encontrada, bem
como foi reportada em hospedeiro distinto ou seja Phleum pratense L. Baseado no exposto, o
espécime encontrado no Parque Natural Municipal do Curi6, Paracambi — R.J., trata-se
provavelmente de uma nova espécie a ser publicada de acordo com as regras do CIN.
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Tabela 3. Comparacédo de algumas espécies de Arthrinium encontradas em diferentes plantas hospedeiras de Poaceae de diferentes locais com a

encontrada na Mata Atlantica.

ESPECIES DE PLANTA FAMILIA DA LOCAL CONIDIOMA CONIDIOFORO CONIDOS
Arthrinium HOSPEDEIRA PLANTA (um) (um) (nm)
HOSPEDEIRA
A. sacchari? Saccharum Poaceae Argentina, - 40-130 x 1-1,5 6-8 (7) x 3-4 (3,8)
officinarum, Venezuela
SHyparrhenia hirta, “H.
rufa

A. sphaerospermum? Phleum pratense Poaceae Suica 500 comp. 10-80 x 2-3 7-9 diam.

A. saccharicola: 25 Saccharum Poaceae Venezuela - 25-130 x 2-4 7-1009)x4-6(5,1)
A. spegazzini®? Saccharum officinarum Poaceae Argentina - 15-140 x 3-4,5 5-89(6,5)x3-6(4)
A. phaeospermum?®2 Bambu Poaceae - 2000-3000 x 500 5-65x1-15 8-12(9,9) x5-7(5,9)
Arthrinium sp. Pennisetum purpurem Poaceae Brasil 441-552 x 58-120 29-86 x 4-6 21-29 x 13-23 (24)

*Ellis (1976); 2Ellis (1965); *Urtiaga (2004); “Urtiaga (1986); *Dennis (1970)
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Figura 3: A-H. Arthrinium (provével espécie nova no 1) em hastes de Peninisetum purpureum.
A. Corpos de frutificacdo. B. Detalhe das colénias com conidios. C. Detalhe da col6nia vista
em (MEV). D. Conidioma acervular em corte transverso vertical. E. Células da parede. F.
Conidioforos dando origem a conidios. G. Conidios lenticulares em vista lateral. H. Conidio.
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6.2 Cercospora provavel espécie nova no. 2

Descricao:

LesBes até 10 mm de diametro, anfigenas, maioria epifilas, esparsas, as vezes coalescentes,
circulares a irregular, coloracdo marrom-avermelhada para marrom tornando-se marrom claro
no centro (Fig. 4. A). Coldnias anfigenas, maioria hipéfilas, marrom-claras a marrom-escuras,
cespitosas (Fig. 4. B). Micélio interno, palido para marrom-palido, alcancando o mesofilo. Hifas
1-4 um de largura, palidas para marrom-palido, septadas, ramificadas. Estromas 14-48 x 22-53
um, marrons, irregulares, imersos (Fig. 4. D). Conidiéforos 67-106 x 3-4 um, macronematicos,
mononematicos, numerosos, marrons, lisos, densamente cespitosos, surgindo a partir do
estroma, 2-11 septos, retos ou ligeiramente sinuosos. Células conidiogénicas integradas,
poliblasticas, maioria monoblasticas e comumente terminais, simpodial, geniculadas e loco
conidiogénico conspicuo (Fig. 4. E). Conidios 35-80 x 3-4 um, solitérios, 2-10 septos, Sinuosos
para curvados, raramente reto, subcilindrico para obclavados, lisos, palidos, sub-hialinos para
palido-olivaceos, atenuado no &pice, truncado na base, cicatrizado (Fig. 4. F).

Espécime examinado: Brasil: Rio de Janeiro, Paracambi, PNMCP. Em folhas de Tectaria sp.
(Tectariaceae). Mar. 2014; Leg. P. S. Medeiros 19; (UFRRJ 278).

Discussao:

O género Cercospora Fresen. foi introduzido por Fresenius (1863), baseado na espécie tipo C.
apii Fresen. associada a aipo ( Apium graveolens L. — Apiaceae), a qual forma conidi6foros
geniculados, coloridos, em fasciculos, retos ou curvados, com ou sem septos, dando origem a
um ou mais esporos lateralmente ou no apice, conidios retos ou curvados, obclavados,
multiseptados, hialinos (CHUPP 1954). Conforme ilustrado na (Tabela 3), as espécies C.
adiantigena U. Braum & Crous (2003) encontrada em Adiantum philippense L. (Pteridaceae)
e C. athyrii J. M. Mend. encontrada em Athyrium esculentum (Retz.) Copel. (Athyriaceae)
atualmente sinbnimo de Diplazium esculentum (Retz.) Sw. morfométricamente estas espécies
estdo proximas a espécie encontrada na Mata atlantica, contudo diferencas sdo observadas,
onde, a espécie C. adiantigena forma conidioéforos (25 - 150 x 4 -10 um) mais longos e mais
largos, conidios (10 - 90 x 5 - 8 um) pouco mais longos e pouco mais largos, quando
comparados com a espécie em estudo, os conidios formados pela espécie C. adiantigena
apresentam de (1) 3 - 6 (8) septos, diferenciando da espécie encontrada na Mata atlantica cujos
conidios apresentam de 2 - 10 septos. A espécie C. athyrii, diferencia-se da espécie em estudo
por formar conidios (20 - 90 um) mais longos (tabela 4). Ainda nédo verificou-se a ocorréncia
de Cercospora em Tectaria e apesar das espécies C. adiantigena e C. athyrii serem as mais
proximas do espécime em estudo, ocorrem em hospedeiras de familias distintas ou seja,
Pteridaceae e Athyriaceae respectivamente (ver Tabela 4), provavelmente, o fungo encontrado
na Mata Atlantica, trata-se de uma provavel espécie nova, sendo também considerado como o
primeiro relato de Cercospora associada a folhas da espécie Tectaria.
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Tabela 4 - Comparacéo entre espécies de Cercosporas encontradas em samambaias a partir de diferentes paises.

ESPECIES DE Cercospora PLANTA HOSPEDEIRA LOCAL ESTROMA CONIDIOFORO CONIDIO
(Hm) (um) (um)
- Abacopteris urophylla . 15-120x4-5 60-400x%x2-4
1
C. abacopteridis (Thelypteridaceae) Singapura Ausente 1 - 5 septos 1 - 35 septos
C. adianticola * Adiantum venustum india Ausente ou pouco 70-140%x3-6 50-100x2-4
' (Pteridaceae) desenvolvido septado 3 - 11 septos
N Adiantum philippense A . 25-150%4-10 40-90x%[4]5-8
1 -
C. adiantigena (Pteridaceae) Tanzénia 10 - 50 diam. [1] 3 - 6 [8] septos
C. asplenii ! Asplenium trichomanes Crodcia Até 75 diam 20-120x4-5.5 20-120x2-4
(Aspleniaceae) pluriseptado pluriseptado
- Diplazium (= Athyrium) o 30-105x35-5 20-90x 3-5
C. athyrii esculentum Filipinas Pequeno luri d uri d
(Athyriaceae) pluriseptado pluriseptado
C. camptosori ! Asplenium radicans USA 20 - 50 diam. 20-60x4-20 30-125x15-35
(Aspleniaceae) septado Indistintamente pluriseptado
. . Aleuritopteris farinosa - . 30-165%3-55 10-130%x15-3
1 -
C. cheilanthis (Pteridaceae) India 15 - 45 diam. 2 - 6 septos 1- 19 septos
C. cyclosori ! Cyclosurus sp Taiwan Ausente ou pequeno 25-160x4 -5 S0 - 1103 - 4
' (Thelypteridaceae) 0 - 4 septos Indistintamente pluriseptado
A 1 Diplazium esculentum - ) . 40-190x4-6.5 40-155[230] x 3-5[6]
C. diplaziicola (Woodsiaceae, Athyriaceae) India 15 - 25 diam. 2 - 8 septos 3 - 20 septos
P 2 Diplazium esculentum P . - 40-76x4-6 52-156 x3 -4
C. diplaziicola (Woodsiaceae, Athyriaceae) Tailandia 15 - 25 diam. 2 - 4 septos 3 - 18 septos
Tectaria sp. . . 67-106x3-4 35-80%x3-4
Cercospora sp. (Tectariaceae) Brasil 22 - 53 diam 2 - 11 septos 2 — 10 septos
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Tabela 4 - continuacao

ESPECIES DE PLANTA HOSPEDEIRA LOCAL ESTROMA CONIDIOFORO CONIDIO
Cercospora (um) (um) (um)
- Dryopteris polypodioidis . 40-150[210] x4 -6 95-250x%3.7-4.8
3
C. dryopteridis (Dryopteridaceae) China Ausente 1 - 5 septos pluriseptado
C. filicum 4 Nephrodium sp. Brasil B _ 30-60 x5
(Dryopteridaceae)
Lo Lygodium japonicum . Ausente ou 15-50x4-5 25-130x3-4
C. lygodiicola : . India Continuo ou &s vezes - .
(Lygodiaceae/ Schizaeaceae) pequeno septados Indistintamente plurisepatado
. 1 Marsilea quadrifolia oo . 50-130%35-5 45-225%x3-55
C. marsileae - India Bem desenvolvido
(Marsileaceae) 1 - 3 septos 4 - 26 septos
C. platycerii * Platycerium sp. USA Ausente ou 30-200%x3-5 40-150%x25-5
' (Polypodiaceae) pequeno pluriseptado pluriseptado
C. selaginellarum ! Selaginella dinticulata Frangae 15 - 40 diam. 150 -400 x 4.5 -6 Até 300 um de comp.
(Selaginellaceae) pluriseptado
Tectaria sp. . . 67-106 x3-4 35-80%x3-4
Cercospora sp. (Tectariaceae) Brasil 22 - 53 diam 2 - 11 septos 2 - 10 septos

!Braun et al., (2013); 2Phengsintham et al., (2013); 3Guo et al., (1997); “Hennings (1902).
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Figura 4: A-F. Cercospora (provavel espécie nova no. 2) em folhas de Tectaria sp. A. Folha
de Tectaria sp. com sintomas de manchas foliares. B. Col6nias anfigenas esparsas. C. Detalhe
dos conidiéforos visto em microscopia eletrénica (MEV). D. Corte transverso vertical
mostrando os conidiéforos originando-se a partir do estroma. E. Conidiéforo originando
conidio. F. Conidios.
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6.3 Pseudocercospora provavel espécie nova no. 3

Descricao:

LesBes até 20 mm de didmetro, anfigenas, maioria epifilas, esparsas, as vezes confluentes,
circulares com irregularidade, amarelada tornando-se marrom-avermelhado, centro marrom-
claro tornando-se necrosado de coloracdo marrom-escuro e centro acinzentado. Colbnias
anfigenas, maioria hipofilas, cespitosa, esparsas (Fig. 5. C-D). Micélio interno, palido para
marrom-palido, alcancando o mesofilo. Hifas 2-4 um de largura, palidas para marrom-palido,
septadas, ramificadas. Estromas 30-80 um de largura, marrons, subepidermais, irrompentes
(Fig. 5. F-G). Coniditforos 20-60 (70) x 1-4 um, numerosos, macronematicos, mononematicos,
marrons, lisos, densamente cespitosos, surgindo a partir do estroma no lado superior da folha
ou a partir do micélio no lado inferior, 2-7 septos, retos ou ligeiramente sinuosos, s vezes
curtos (Fig. 5. F-G). Células conidiogénicas integradas, poliblasticas, maioria monoblasticas,
comumente terminais, simpodial, geniculadas, loco conidiogénico inconspicuo (foto MEV)
(Fig. 5. E). Conidios 20-140 (217) x 2-6 um, 1-16 septos, sinuosos para curvados, raramente
reto, subcilindrico para obclavados, lisos, péalidos, sub-hialinos para olivaceo-palidos,
atenuados no apice, truncados na base, ndo cicatrizados (Fig 5. H).

Espécime examinado: Brasil: Rio de Janeiro, FLONA. 29 de Jul. 2014. Em folhas de Solanum
asperum (Solanaceae). Leg. E. S. Barbosa 10; (UFRRJ 286).

Discussao:

O género Pseudocercospora Speg. foi introduzido por Spegazzini (1910) baseado na
espécie tipo P. vitis (Lév.) Speg. isolada como patdgeno de videira (CROUS et al., 2013)
caracteristicas da espécie sdo: estromas presentes ou ausentes, conidioforos bem desenvolvidos,
curtos ou longos, simples ou ramificados, continuos ou septados, agregados em fasciculos que
saem do estroma qual forma conidios pluriseptados, catenulados, conidiéforos longos e
distintos (SACCARDO & TROTTER 19444d).

Existe apenas uma espécie de Pseudocercospora em Solanum asperum, tal que o
material-tipo, ndo foi estudado neste trabalho mas, nota-se que a espécie reportada por Deighton
(1976) e Crous & Braun (2003) forma conidios (34 - 72 x 3 — 4 um) e e conidioforos (26 x
4um) menores que o espécime encontrado na Mata Atlantica e bem como os conidios sdo pouco
septados [3 - 7 (3)] e a reportada por Chupp (1954) & Baker & Dale (1951) forma conidios (30
- 80 x 3 — 4 um) menores e pouco septados (3-11) (tabela 5). Cabe mencionar que, ambas
descri¢cdes mencionam que o fungo forma frutificagdes somente hipofilas, o que difere do fungo
em estudo que que forma coldnias contendo frutificagdo anfigenas, principalmente hipofilas.
Comparando com a espécie tipo P. vitis, isolada de folhas de videira, o espécime encontrado na
Mata Atlantica forma conidi6foros mais curtos, conidios mais longos e com maior nimero de
septos.

Baseado nas diferencas apresentadas, conclui-se que o espécime encontrado no Estado
do Rio de Janeiro, trata-se provavelmente de uma nova espécie a ter sua publicacdo efetiva
efetuada.
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Tabela 5. Comparacdo entre as espécies de Pseudocercospora solani asperi provenientes do Brasil e Trinidade e o espécime encontrado em

Solanum asperum.

- - N° DE
Especies de LOCAL PLANTA ESTROMA  oNIDIGFORO CONIDIO SEPTO DO SINTOMAS
Pseudocercospora HOSPEDEIRA (um) (um) b
CONIDIO
sI:,)oSIea undio;eré:;)isEora. Trinidade & Solanum Manchas foliares indistintas, areas amareladas
Cercos opra so_lani- Tobago? ? asperum - 26 x4 34-72%x3-4 3-7][3] irregulares, caespitosas, frutificagdes hipofilas,
asperi P Brasil? (Solanaceae) efusas, olivacea palidas, visivelmente escassas.
Pseudocercospora. Auséncia de manchas foliares ou indistintas,
solani asperi = Trinidade & Solanum areas amareladas irregulares epifilas
. 34 asperum - 10-60%x3-5 30-80x3-4 3-11 e~ o .
Cercospora solani- Tobago * frutificacdes hypofilas, em areas olivaceas,
. (Solanaceae)
asperi efusas, escassas.
i Europa®,
India, Japéo,
- Malasia, Vitis . . .
P. vitis Paquistio, (Vitaceae) Até 500 pm 35-95x6-8 5-14 Coldnias anfigenas
América do
Norte
Manchas foliares indistintas, circulares ou
Solanum 30-80 irregulares, amarelas para marrom-
Pseudocercospora sp. Brasil asperum . 20-60[70]x1-4 20-140[217]%x2-6 1-16 9 X asp .
diam. avermelhadas, coldnias anfigenas,

(Solanaceae)

principalmente hipdfilas, escassas.

!Deighton (1976); 2Crous & Braun (2003); *Chupp (1954); “Baker & Dale (1951); °Ellis (1971).
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Figura 5: A-H. Pseudocercospora (provavel espécie nova n° 3) em folhas de Solanum
asperum. A-B. Folhas de Solanum asperum com sintomas de mancha foliar. C-D. Corpos de
frutificacdo anfigenos. E. Detalhe do estroma visto microscopia eletrénica (MEV). F-G.

Estroma em corte transverso vertical com conidi6foros. H. Conidio.
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7. CAPITULO 11

CELOMICETOS ASSOCIADOS A VEGETACAO ARBOREA DO
PARQUE NATURAL MUNICIPAL CURIO DE PARACAMBI, RJE
UMA ESPECIE DO VIVEIRO FLORESTAL LOCALIZADO NA UFRRJ

Os celomicetos descritos, discutidos e ilustrados neste capitulo referem-se a uma espécie
de Colletotrichum e Pestalotiopsis inserido no novo género Neopestalotiopsis proposto por
Maharachchikumbura et al. (2014).

Colletotrichum Corda, Deutschl. Fl., 3 Abt. (Pilz. Deutsch.) 3 (12): 41, tab. 21 (1831).
Espécie-tipo: Colletotrichum lineola Corda (1831)
Teleomorfo: Glomerella Spaud. & Schrenk, Science, N.Y. 17: 751
(1903)

O género Colletotrichum foi descrito por Corda (1831) como fungos que cresciam sobre
ramos mortos, formando acérvulos escuros, imersos, irrompentes a superficiais com setas
escuras e conidios unicelulares, fusiformes e recurvados. Na época foi colocado junto com os
Melanconiales de Saccardo (1884), onde se caracterizavam por formarem acérvulos rasos,
imersos no substrato, escuros, setosos, com conidios unicelulares, incolores (VON ARX 1957).
Sutton (1980) descreve o género como formando micélio imerso, ramificado, septado, hialino,
marrom-claro ou escuro. Conidiomas acervulares, subcuticulares, epidermais, subepidermais
ou peridermais, isolado ou confluentes; compostos de uma parede fina ou grossa, hialina a
marrom-escura, com textura angularis e deiscéncia irregular. Células conidiogéncias
enteroblasticas fialidicas, hialina, lisa, determinada, cilindrica, integrada ou discreta.
Conidios hialinos a asseptados, estreitos ou falcados, lisos, parede fina, as vezes gutulados.

Nota-se que este género & cosmopolita e tem provocado perdas significativas em
diversas culturas de valor econémico (FREIRE et al., 2002; FARR et al., 2006; TOZZE et al.,
2009; HYDE et al., 2009; RAMPERSAD, 2011; FREITAS et al., 2013; CANNON et al., 2012;
DANN et al., 2012; MENDES & URBEN, 2015)

Pestalotiopsis Stey., Bull. Jard. Bot. Brux. 19: 300 (1949).
Espécie-tipo: Pestalotiopsis guepinii (Desm.) Steyaert
Teleomorfo: Pestalosphaeria M.E. Barr, Mycologia 67(1): 188 (1975)

O género Pestalotiopsis Steyaert (1949), sdo celomicetos que pertencem a familia
Amphisphaeriaceae G. Winter (1885) a qual compreende 32 géneros (+ 47 sin.) em 499
espécies (Kirk et al., 2008), e estudos baseados em analises moleculares tem demonstrado ser
um grupo monofilético (Jeewon et al., 2003a). Atualmente, existem 295 espécies descritas
(Index Fungorum). Nas Gltimas décadas, a importéncia dos caracteres morfolégicos que sdo
usados como marcadores de identificacéo entre as espécies de Pestalotiopsis tem sido assunto
bastante discutido entre os taxonomistas (STEYAERT 1949; GUBA 1961; JEEWON et al.
2003b; YANG et al. 2012; MAHARACHCHIKUMBURA et al. 2012a, b; 2014a, b).

Segundo Sutton (1980), seu micélio é imerso, ramificado, septado, hialino a marrom
claro. Conidioma acervular, epidermal a subepidermal formado por células de textura
angularis, delgadas e marrons. Seus conididforos sdo hialinos, ramificados e septados,
cilindricos a lageniformes, formados a partir de células do pseudoparénquima. As células
conidiogénicas sdo holoblasticas, anelidicas, indeterminadas, integradas, cilindricas, hialinas
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e lisas com varias proliferacdes percorrentes. Os conidios sdo fusiformes, retos ou ligeiramente
curvados, apresentando 4 septos, célula basal hialina, truncada com um apéndice end6geno,
unicelular, simples ou raramente ramificado. Célula apical conica, hialina, com dois ou mais
apéndices, simples ou ramificados, espatulados ou ndo espatulados. Células medianas
marrons, as vezes versicoradas, de parede grossa, lisa ou verrugosa. Cabe mencionar que,
Sutton (1980), tem revisto 0 género Pestalotia e sua relagcdo com os géneros Pestalotiopsis e
Truncatella, e ele também descreveu o género Pestalotia, o qual forma conidiomas
eustromaticos, cupulados, separados ou confluentes, inicialmente imersos tornando-se
irrompentes, os conidios sdo formados por 6 células; ja o género Truncatella forma conidiomas
acervulares, epidermais a subepidermais, separados ou confluentes, formados por células de
paredes finas, marrons de textura angularis semelhante a Pestalotiopsis, porém difere dos 2
ultimos na septacdo do conidio, ou seja os conidios sdo 3-septados, onde o nimero de
apéndices geralmente é 1 ou poucos, diferindo dos outros que formam conidios de 2 ou mais
apéndices.

Em fungos do género Pestalotiopsis estdo amplamente distribuidos tanto em regides
tropicais como temperadas, sendo isolados a partir do solo, casca de arvore, galhos, ramos,
sementes, folhas mortas e frutos, causando uma variedade de doengas como podriddo, manchas
foliares, clorose severa, cancro reduzindo a produgéo e levando a perdas econdmicas (KEITH
et al., 2005; TURKKAN et al., 2011; ERPER & CELIK, 2011; SONG et al., 2013; GENG et
al., 2013; MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2012a, 2014a;). Atualmente, além da ja
conhecida capacidade fitopatogénica de muitas espécies de Pestalotiopsis, espécies endofiticas
tem sido estudas em funcdo de sua capacidade em produzir metabolitos secundarios, com
aplicacdo na medicina e na agricultura, sendo relatado mais de 130 compostos que apresentam
bioatividades antifngicas, antimicrobianas e antitumorais (XU et al., 2010; YANG et al.,
2012).

Muitos séo isolados como endofiticos (HU et al., 2007; Watanabe et al., 2010), ou
ocorrem como saprdéfitas (Maharachchikumbura et al., 2012b). Algumas espécies tém sido
associadas a infeccGes em animais e seres humanos assim como algumas espécies tem sido
isolada como parasimbiontes e de ambientes extremos (SU et al., 2002).

A partir de uma revisao a respeito de Pestalotia De Not. (1839), Steyaert (1949) dividiu
0 género em trés grupos principais com base na forma dos conidios, por esse critério,
introduziu dois novos géneros sendo Truncatella cujos conidios possuem 4-células,
Pestalotiopsis para acomodar os conidiosaqueles cujos apresentam 5-células em sua
morfologia e Pestalotia permanecendo com conidios apresentando 6-células. Pestalotia foi
considerado ser um género monofilético e Steyaert (1949) sugeriu que a espécie tipo
Pestalotiopsis guepinii, poderia ser distinguida de Pestalotiopsis por ela ter conidioma
cupulado e células medianas distoseptadas.

Steyaert (1949) também dividiu o género Pestalotiopsis em diferentes secGes com base
no numero de apéndices apicais que os conidios apresentavam: Monosetulado, Bisetulado,
Trisetulado, e Multisetulado para espécies tendo 1, 2, 3, e mais de 3 apéndices apicais,
respectivamente. Os conidios com trés ou possuindo em média trés apéndices foram
classificados como Trisetulados, que foram mais tarde divididos em conidios concorados ou
versicorados, fusiformes ou claviformes, apresentando apéndices espatulados ou néo
espatulados.

De uma forma geral, o género Pestalotiopsis € facilmente distinguivel por suas
caracteristicas Unicas, sendo o conidio geralmente fusiforme, reto ou ligeiramente curvado
com 3-4 euseptos. As trés células medianas possuem coloracéo concolor ou seja (conidios que
possuem pigmentacdo homogénea em suas células medianas) ou versicolor (conidios que
possuem as duas células medianas superiores mais escuras do que a célula mediana inferior),
os apéndices apicais sao filiformes, maioria de 2-3, ramificados ou néo, surgindo a partir do
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apice da célula apical, apéndice basal normalmente presente surgindo a partir da célula basal
(STEYAERT 1949).

Por sua vez, Guba (1961) agrupou especies de Pestalotiopsis levando em consideracéo
a pigmentacao das células medianas em trés grupos principais: Concorados (para aqueles que
possuem células medianas igualmente coloridas), Versicorados: ambar olivaceas (duas células
medianas superiores ambar e célula mediana inferior amarelo-marrom), Versicorados:
olivacea fuliginosa (duas células medianas superiores fuliginosas, geralmente opacas,
frequentemente inchada com uma faixa central escura, e célula mediana inferior castanho-
clara).

Em sua monografia, um total de 258 espécies foram descritas sendo, 40 espécies
inseridas no grupo versicolor ambar-olivacea e o grupo versicolor olivacea-fuliginosa
compreendendo 56 espécies. Segundo Maharachchikumbura et al. (2014b), os dois grupos
versicolores foram diferenciados de acordo com a intensidade da pigmentacdo das células
medianas, uma vez em que as dimens@es dos conidios foram similares.

A classificacdo do género é baseada na morfologia dos conidios como principal
caractere na distingdo entre espécies estreitamente relacionadas, assim, baseado no tamanho
do conidio a maioria das espécies sdo divididas em diferentes grupos
(MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2011; YANG et al.,, 2012). Morfologicamente, o
comprimento e a largura séo marcadores taxonémicos essenciais para o género, sendo o
comprimento dos apéndices apicais e 0 niumero de apéndices caracteres amplamente utilizados
na identificacdo das espécies, podendo surgir a partir do apice, do meio ou de diferentes
posicdes na célula hialina apical e alguns podem ser ramificados, a presenca ou auséncia de
apéndice basal também é um importante caractere de identificacdo, além das dimensdes
morfométricas, a pigmentacao das células medianas tem sido bastante estudada e utilizada
como marcador taxonémico a nivel de espécie e género (MAHARACHCHIKUMBURA et al.,
2011, 2014b).

Em estudos realizados, Jeewon et al. (2003b), ressaltam a importancia da evolucéo e
do entendimento dos caracteres morfologicos como marcadores na identificacdo taxonémica
do género Pestalotiopsis e propdem seu delineamento com fins taxondémicos baseando-se em
primeiro lugar no grau de pigmentacdo das células medianas (concoradas ou versicoradas),
em segundo na morfologia da extremidade dos apéndices (se espatulado ou ndo espatulado),
em terceiro no comprimento do apéndice apical e em quarto no comprimento dos conidios.

Em estudos filogenéticos, baseado nos dados de sequenciamento utilizando uma andlise
conjunta das regides /7S, f-tubulina e TEF-1, Jeewon, Liew & Hide (2003a); Liu et al. (2010);
Maharachchikumbura et al. (2011, 2012b) revelaram Pestalotiopsis em trés clados bem
suportados com valores de bootstrap, correspondendo a trés tipos de conidios com base na
pigmentacdo das células medianas: concoradas (com coloracdo marrom-palida ou olivacea),
concolores (com coloracéo escura) e versicoradas. Liu et al. (2010) e Maharachchikumbura
et al. (2011), baseado em analise de sequenciamento de DNA multilocos, concluiram que a
diviséo do grupo versicorados proposto por Guba (1961) baseado na intensidade de coloracao
da pigmentacdo das trés células medianas ndo seria um marcador taxondémico confiavel.

Baseado no alinhamento das sequéncias mediante a concatenagéo das regioes ITS, [-
tubulina e TEF-1 Maharachchikumbura et al. (2014b), reporta dois bens suportados clados
com alto valores de bootstrap, os quais dois novos géneros sdo criados Neopestalotiopsis e
Pseudopestalotiopsis, ambos segregados a partir de Pestalotiopsis. Pseudopestalotiopsis se
revelou como um grupo irmdo de Pestalotiopsis e agrupado como um clado irméao basal de
Neopestalotiopsis.

Segundo Maharachchikumbura et al. (2014b), as espécies apresentando células
medianas versicoradas formariam um clado monofilético parecendo ter evoluido a partir da
linhagem de Pseudopestalotiopsis, membros o0s quais apresentam células medianas concolores,
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baseado-se nos dados das andlises filogenéticas e morfoldgicas, ao inves de usar dois grupos
para conidios que apresentam pigmentagdo versicorada, como proposto por Guba (1961),
Neopestalotiopsis é proposto como um novo género para o grupo de conidios versicolores,
pertencente a familia Amphisphaeriaceae.

De acordo com o Index fungorum existem 24 espécies de Neopestalotiopsis validadas
atualmente, todas isoladas e identificadas a partir de diferentes paises e plantas hospedeiras.
Analises de sequenciamento da regido ITS e 5.8S tem demonstrado alto suporte de bootstrap
na relacdo filogenética entre espécies que possuem células medianas concoradas e espécies
que sdo caracterizadas com células medianas versicoradas (JEEWON et al., 2003b).

7.1 Coletotrichum provével espécie nova no. 4
Descricao:

LesbGes até 10 mm de didametro, epifilas, centro marrom a marrom claro, bordas escuras,
irregulares, isoladas ou confluentes (Fig. 6. A). Corpos de frutificacdo 106-154 x 72-106 um,
epifilos, agrupados ou dispersos, escuros, setosos, as vezes com presenca de cirro conidial (Fig.
6. B e C). Conidiomas 36-72 x 60-198 um, acervulares, subcuticulares, irrompentes (Fig. 6. D).
Setas 24-67 x 4-7(10) um, marrons, retas ou ligeiramente curvadas, 2-3 septos, as vezes
sinuosas, apice truncado ou atenuado (Fig. 6. E). Células da parede 3-7 um de didmetro, textura
angularis, marrons (Fig. 6. F). Células conidiogénicas 6-11 x 3-5 um, cilindricas, hialinas (Fig.
6. G e H). Conidios 12-18 x 4-6 um, cilindricos para oblongo-cilindricos, hialinos, retos ou
falcados, asseptados (Fig. 6. I).

Espécime examinado: Brasil: Rio de Janeiro, Paracambi, PNMCP. 19 de Mar. 2014. Em folhas
de Solanum swartzianum (Solanaceae). Leg. P.S. Medeiros 19; (UFRRJ 281).

Discussao:

Baseado nas informacBes contidas na Tabela 6 (abaixo), nota-se que a espécie C.
gloeosporioides que normalmente é encontrada associada & diversos hospedeiros, mostrou-se
préxima da encontrada, porém exibe algumas diferencas morfoldgicas. Neste trabalho, ndo foi
possivel o cultivo deste fungo em em meio de cultura, impedindo desta forma caracterizacfes
complentares, tais como a cultura de apressorios (SUTTON 1980) e analise molecular
(CANNON et al., 2012). Ainda ndo houve relato de uma espécie de Colletotrichum neste
hospedeiro, e 0 espécime encontrada na Mata Atlantica, trata-se possivelmente de espécie ainda
a ser publicada de acordo com o C.I.N.
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Tabela 6. Comparacao entre espécies de Colletotrichum e o espécime encontrado em folhas de Solanum swartzianum.

- ‘ CELULA
ESPECIES DE PLANTA HOSPEDEIRA LOcAL CONIDIOMA = CONIDIO 5 106ENICA SETA
Colletotrichum (diam.) (um) (um) (um)
N Citrus : - - ) i
C. gloeosporioides (Rutacea) Padua 9-24x3-45
= C. mutinensi? Humuli lupuli i 400 - 700 14-18 x 3
(Cannabaceae)
= C. montemartinii® Rohdea japonicae - 80 - 120 15-18x3.5-4 - -
(Asparagaceae)
= C. catechu* - Filipinas 100 - 400 10-18x35-5 10-20 50-80x4-5
= Gloesporium syringae® Syringa alba Munique 6-15x3-6 - -
(Oleaceae)
= Gloesporium vanillae® Vanilla Antidquia 18-25x5-6 - -
(Orchidaceae)
Colletotrichum sp. Solanum swartzianum Brasil 60 - 198 12-18x4-6 5-11x2-6 24.-67 x 4-7[10]

(Solanaceae)

1Sutton (1980); 2Saccardo (1902); *Traverso (1913); “Sydow & Sydow (1913); SAllescher (1895); éCooke (1886)
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A. Folhas de S. swartzianum com sintdmas de manchas foliares. B. Col6nias na parte adaxial
das folhas. C. Detalhe do conidioma acervular visto em (MEV). D. Conidioma em corte
transverso vertical. E. Seta. F. Células da parede. G. Grupo de células conidiogénicas com
presenca de setas. H. Detalhe da célula conidiogénica mostrando a conidiogénese
enterobléstica. I. Conidios.
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7.2 Neopestalotiopsis provavel espécie nova no. 5

Descricao:

Manchas foliares, at¢é 40 mm de diametro, marrom-avermelhadas para palidas, circulares,
maioria irregulares, anfigenas (Fig. 7. A). Colbnias 192-288 um de diametro, anfigenas,
conidiomas circular escuros (Fig. 7. B). Conidioma 24-85 x 65-193 um, em corte transverso
vertical, acervular, sub-epidermal, as vezes parcialmente irrompentes (Fig. 7. C). Conidi6foros
correspondem a células conidiogénicas com origem no interior do acérvulo. Células
conidiogénicas 4.8-7.7 x 1-1.9 (2.9) um, lageniformes, discretas, hialinas, parede lisa (Fig. 7.
D e E). Conidio 20-23 x (5) 6-8 um, fusdides, retos para ligeiramente curvados, 4 septos (Fig.
7. F). Trés Células medianas (11.5) 12-14 x 5-9 um, versicolor, marrom-escuro, septo entre a
3° e 4° mais escuro e largo em relacdo ao resto da célula (Fig. 8. A a G). Segunda célula a partir
da base 4-6 x (4) 5-7 um, marrom-palido (Fig. 8. A a G). Terceira célula a partir da base 4-7
x (5) 6-9 um, marrom-escuro (Fig. 8. A a G). Quarta célula a partir da base 4-6 (7) x 4-8 um,
marrom-escuro para olivaceo (Fig. 8. A a G). Célula apical 4-5 um comprimento, hialina,
obconica, 2-4 apéndices (maioria 3), parede fina e lisa (Fig. 8. B a G). Apéndices apical 10-24
um de comprimento, surgindo a partir do apice apical, ndo espatulado, ndo ramificado, tubular
(Fig. 8. B a G). Célula basal 3-5 um de comprimento, cnica, hialina, parede fina e lisa (Fig. 8.
B a G). Apéndice basal 3-6 um de comprimento, filiforme, Gnico, céntrico, ndo ramificado (Fig.
8.BaG).

Espécime examinado: Brasil: Rio de Janeiro, Seropédica. Viveiro Guapuruvu. BR 465, Km
07. UFRRJ. Em folhas de Inga laurina (Fabaceae). Leg. G.W. Abaurre; 1 (UFRRJ 280).

Discussao:

As arvores filogenéticas foram construidas individualmente para cada um dos genes
ITS, TUB e TEF e também considerando-se as trés sequéncias concatenadas. Nas analises
foram incluidas as 24 espécies de Neopestalotiopsis atualmente validadas (Tabela 7) juntamente
com as espécies tipo N. protearum usada como base do género Neopestalotiopsis, a espécie tipo
Pseudopestalotiopsis theae do género Pseudopestalotiopsis e 0 espécime em estudo.

De acordo com a analise filogenética com base nos dados de sequenciamento da regido
ITS, o isolado agrupou juntamente com 21 espécies de Neopestalotiopsis com alto valor de
bootstraps, indicando que o mesmo pertence ao género Neopestalotiopsis proposto por
(MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014b) (Fig. 9). Como observado por estes autores
apenas a regido ITS ndo é apropriado para separacao das espécies de Neopestalotiopsis, uma
vez que espécies distintas apresentam a mesma sequéncia do ITS.

Dados de sequénciamento com regido alvo ITS sdo relativamente pobres de informacdes
para espécies de Pestalotiopsis, embora seja um marcador filogenético universal para fungos
(SCHOCH et al., 2012; MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2012b, 2014b). Apenas pela
sequéncia da regido ITS as espécies N. cubana e N. saprophytica sdo idénticas, mas a partir de
uma arvore concatenada com os marcadores ITS, TUB e TEF eles sdo bem separados (Figura
10), indicando que o isolado possa ser uma possivel nova espécie.

O uso da regido alvo ITS, TEF e pB-tubulina como marcadores moleculares séo bastante
usados e relatos evidenciando resultados robustos na resolucdo de espécies de Pestalotiopsis,
tem sido reportado. Além disso, analises de sequéncias concatenadas do ITS, B-tubulinae TEF
ou ITS, B-tubulina tem demonstrado melhor resolucdo entre espécies filogeneticamente
préximas (HU et al., 2007; LIU et al., 2010; MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2012b,
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2014b). Conforme ilustrado na (Fig.10), baseado no resultado do alinhamento concatenado das
regides ITS, B-tubulina e TEF, observa-se que o isolado se agrupou no mesmo clado juntamente
com N. saprophytica, embora, valor de bootstrap menor que 70%.

A espécime encontrada no Estado do Rio de Janeiro, Brasil estava associada a manchas
foliares em I. laurina. De acordo com os dados das analises moleculares nota-se que as espécies
mais proximas foram: N. cubana; N. clavispora e N. saprophytica, onde a espécie aqui descrita
difere da primeira por formar células conidiogénicas [4.8- 7.7 x 1-1.9(2.9) um] mais curtas,
conidios [20-23 x (5)6-8 um] um pouco mais curtos e estreitos e célula basal lisa. Difere de N.
clavispora por formar células conidiogénicas [4.8- 7.7 x 1-1.9(2.9) um] mais curtas, conidios
[20-23 x (5)6-8 um] mais curtos, célula apical (4-5 um) de comprimento, mais longa, apéndice
apical (10-24 pum) de comprimento, mais curto e célula basal lisa e finalmente difere de N.
saprophytica por apresentar conidios [20-23 x (5)6-8 um] um pouco mais largos e curtos, célula
basal (3-5 um) de comprimento, mais curta e apéndices apical e basal (10-24 um) de
comprimento, (3-6 um) de comprimento, mais curtos, respectivamente.

Embora filogeneticamente relacionados com N. saprophytica, morfologicamente o
espécime isolado apresenta diferencas dimensionais, sendo proposta como uma possivel nova
espécie dentro do género Neopestalotiopsis (Tabela 8). Vale destacar que, considerada a
distancia filogenética, a nova espécie possui aproximadamente 2% de diferenca na similaridade
com N. saprophytica, sendo uma distancia maior do que as que possuem N. honoluluana e N.
zimbabwana, e entre outras também.
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Tabela 7. Espécies de Neopestalotiopsis validadas pelo Index fungorum e o espécime encontrado na Mata Atlantica.

ESPECIES DE CONIDIOMA CELULA CONIDIO CELULA TRES CELULAS SEGUNDA TERCEIRA QUARTA CELULA APENDICES APENDICES
> (EMPDA)  cONIDIOGENICA BASAL  MEDIANAS  CELULA CELULA CELULA  APICAL APICAL BASAL
Neopestalotiopsis (um)
(um) (um) (um) (kum) (um) (kum) (um) (um) (um) (um)
200-450 diam. 5-20 x 2-10 [19.5] 21-28 [29] x[6] 4-6.5  [13] 14-18 [18.5] 4-65 3.5-55comp. [3]5-12[13]
N. aotearoa Picnidial Apice 2-5 diam. 6.5-8.5 [9] 4septos; comp. comp. 4-6 comp. 3.5-7 comp. comp. comp. 1.5-4
2-3 taa;
. 100-500 diam. 5-12 x 2-7 [19] 21-17 [28] x[7] 3.5-5.5  (13) 14-18 (18.5)  3.5-6.5 3-6 comp. [19] 21-32
N. australis Picnidial Apice 1-2 diam. 7.5-9 [9.5] 4septos; comp. comp. comp. 4-1 comp. 565 [34] comp. 3-7 comp.
3-4 taa;
Acima de 250 [19] 20-25 [27] X [7.5] [13.5] 14-16.5 4.5-6.5 4-55 4-5 comp. [19] 21-27
N. cubana diam. Picnidial S-12x2-4 8-9.5 [10] 4septos; 3-5 comp. [17.5] comp. 4.5-6 comp. comp. comp. [28] comp. 4-7 comp.
2-4 taa;
. 100-400 diam.  3-10 x 2-8 abertura 2-6 [22] 23-30 [31] x [9] [15.5] 16- 19.5 4575 45-7.5comp.  [20] 32-55
N. eucalypticola Picnidial diam. 7.5-9 [9.5] 4septos; 5-7 comp. [20] comp. 5-7 comp. comp. 5-7 comp. [66] comp. 6-11 comp.
taa 1-2;
N. formicarum  200-500 diam.  3-10x2-5 Apex1-3  [20] 21-28 [29] >.<7.5- 456 [14]15-165[17] , .. comp. 46 comp. 4565 455 comp. [20]23-33 o comp.
Picnidial diam. 9.5 4septos; comp. comp. comp. 2-3 taa; [36] comp.
100-400 diam. 5-20 x 2-6 abertura 1-3 [21] 24-34 [35] x[7] ~ 4.5-7  [14.5] 15-20 [21] 45-7 55-75 4-7.5comp.  [22] 23-40
N. honoluluana Picnidial diam. 7.5-9.5 [10] 4septos;  comp. comp. comp. 4-6.5 comp. comp. 3 taa; [47] comp; 2:5-10 comp.
Acima de 250 5-25x3-10 [24] 25-30 [31] x[6.5] 4.5-6.5 [14.5] 15-18.5 5.5-75 3.5-55comp. 2-10 [18]
N. javaensis . S 5-7 comp. 5-7 comp. 2-4 comp.
diam. Picnidial . . 7-8.5 [9] 4septos; comp. [19] comp. comp. 1-3 taa; comp.
Apice 2-4 diam.
. Acima de 250 [20] 26-32 [34] x[7]  6-7.5  [17] 17.5-20 [21] 55-7.5 6.5-7.5 4.5-6comp. [25] 28-38
N. mesopotamica diam. Picnidial 8-20x2-7 7.5-9 [9.5] 4septos; comp. comp. 5-7.5 comp. comp. comp. 3-4 tag; [41] comp. 4-6.5 comp.
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Tabela 7. Continuacao

N. foedans
. 19-24 x 5.7-6.9 3-2x4-5 4-5 comp.
(hotype) Discreta, Aseptos; comp. 12.5-14.6 comp. 4.3-5.7  4.7-6 comp. 4.5-5 2.3 taa: 6-18 comp. 3-5
N. foedans (epitype .2-23. .6- .
(epitype) 24 19.2-234 %567 4 5 5 comp. 127-153comp. 4152 4753comp. 4957 SO AACOMD g comp. 3.6
4septos; 2-3 taa;
. Discreta ou 22-30 x 5-6 4-5 comp.
N. saprophytica integrala; Aseptos; 4-7 comp. 14-20 comp. 45-7 4-5 4-6 comp. 2.4 taa: 23-35 comp. 4-7 comp.
N. umbrinospora Discretaou — 19-25x6:8 5 , comp.  12-14 comp. 3-45 355 3.5-45 $45comp. ) 5 comp. 5-7
integrada; 4septos; 1-3 tag;
200-400 diam. [40] 42-46 [47]
Picnidial i -33. 5-11. 5- - . - -
N. magna 3.8 x 2-6 « [9] 9.5-12 8.5-9 comp. [30] 31-33.5[34] 9.5-11.5 9.5-11 comp. 10.5-12 5-8 comp [10] 16-26 [30] 11-15
] comp. comp. comp. 2-4 tag; comp. comp.
4septos;
. [25] 27-34
N.steyaertii 00000 dRM oo oa x7.95[10]  68comp. L1 oo me 79 6-9 6-8 comp.  [17]20-31(34] , ¢ .
Picnidial ) comp. 1-5 taa; comp.
4septos;
No hospedeiro L
N orotearuy 11001195240 [4] 55:6.5 [g] E"E;gfggzam [B5]56[75] [11617[8] []555 oo 4155607 [3][3:’;'2"5"_2 [[g]] * [15] 26-32 [43] [2] 4.5-6
P [400] picnidial x [2] 4-5 [6] ' x 4-45[6]  x[6.5] 8-9[10] [6] comp. ) comp. [9]
4septos; 2-4 taa;
para acervular.
N. protearum Blipsoidal para ) o 1 [1451 16179 o0 oo o 1555 (7] [3514-45 151 11511547 [22] [213-35
(in vitro) obovoide, x 445 [5] x [6] 7-7.5 [8] [7] com com [4.5] 5-5.5 [6] 3.5-4 [5] com 5]
4septos; ' comp. - P 2-4 taa; P
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Tabela 7. Continuacao

. piceana 100-300 diam.
P Picnidial
N, rosae 100-300 diam.
' Picnidial
N. surinamensis Acima de 350
' diam. Picnidial
N. zimbabwana 150-.4 0(.) (.j|am.
Picnidial
N. asiatica
N. chrysea
N. lavispora o 50 diam
(holotype)

N. clavispora (epitype)

4-12 x 2-10 Apice 2-5 diam.

5-20 x 2-8

4-10 x 2-6 Apice 1-2 diam.

5-15 x 3-8 Apice 2-5 diam.

3-12 comp..

Discreta ou integrada,

4-10 comp.

[19] 19.5-25 [26]  [6]
7.5-9[9.5] 4septos; 3555 comp.
[20] 22-37 [29] x [7]
7595 [105] dseptos; o 0 O
[23] 24-28 [29] x [7]
7.5-9[9.5] 4septos; 575 long
[22] 23-29[30] x [6.5]
7-8.5 [9] 4septos; 3555 long
20-26 x 5-7 4septos;  3-5 long.
20-24 x 5.5-7 4septos;  3-5 long.
18-26 x 6.5-8.5 45 1ong
4septos;
20-24 x 6-8 4septos;  3-5 long.

[13]135-16[165] 4-6 comp. 4.5-6.5 comp. 6-7 comp.
comp.
14]145-18[185] 45-65
4 (18] 5-7comp.  5-7 comp.
comp. comp.
[145]15-17[175] 55-6.5 5.6,5 comp.
comp. comp. comp.
[15] 15.5-17.5[18] 4.5-6.5 4565 comp. 57 comp.
comp. comp.
4.5-5.
13-15.5 comp. 555 4-5comp.  4-5comp.
comp.
14-16 comp. 4-5 4-5 4-5
13.7-15.3comp.  4.3-53 5.5-6.4 4558
13-15 comp.
4-5 45 4-5

3-6 comp.
3taa;

3.5-5.5 comp.

3-5 taa;
4-5.5 comp.
2-3 tag,;
4-6.5 comp.
2-3 tag,;

3.5-5 comp.
2-4 tag;

3.5-4.5 comp.

3taa;

3.3-4.2 comp.

2-3 tag;
3-5 comp.
2-3 taa;

[19] 21-31 [33] comp. 6-23 comp.

[22] 24-31[33] comp. 3-8 comp.

[15] 18-27 [28] comp. 5-7 comp.

3-95

[18] 23-35 [41] comp. omp.
20-30 comp. 4-8 comp.
22-30 comp. 3-6 comp.
presente;
19:30 comp- i orme

22-32 comp. 3-5.5
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Tabela 7. Continuacao

N.
samarangensis

N. ellipsospora

N. natalensis

Espécime
encontrado

Acervular
80-150 x 100 -350

50-150 diam. Picnidial

Acervular
96-288 pum diam. no hosp.
Em corte 24-85 x 65-193 um

Discreta

4-10 x 3-9

5-8 x 1-2 [3]

18-21 x 6,5-7,5
4 septos

19-25 x 5-6,5
4 septos

23-29 x 8-10

4 septos

20-23 6-9
4 septos

3,5-4,8
comp.

45
comp.

4-7

comp.

3-5
comp.

12,8-13,8
comp.

13-15
comp.

16-19
comp.

12-14 x 5-9

4,3-5,3
comp.

5,5-8
comp.

4-6 x 5-7
comp.

3,7-5

comp. 4,5-5,3
4-5 4-5
5,5-8 5-7
comp. comp.

4-7 x 6-9 4-6 x 48
comp. comp.

2,5-4,6 comp. 3 taa

3-4 comp. 1-3 taa

4-6,5 comp. 3-5 taa

4-5 comp. 2-4 taa

12-18

comp.

5-12

comp.

18-32

comp.

10-24

comp.

3,5-5,2
comp.

3-4
comp.

2-8

comp.

3-6
comp.

Maharachchikumbura et al. (2014b).
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Tabela 8. Comparacdo entre espécies de Neopestalotiopsis e 0 espécime encontrado baseado nos resultados das anélises filogenéticas.

ESPECIES DE CELULAS coniblo CELULA  CELULAS  SEGUNDA  TERCEIRA  QUARTA CELULA APICAL BASAL

Neopestalotiopsis  CONIDIOGENICAS BASAL MEDIANAS  CELULA CELULA CELULA APICAL APENDICES APENDICES
19] 20-25
5-12 x 2-4 ym ou 3-8 x [ [13.5] 14-16.5
N. cubanal 1-4 ampulliforme p/ [27] x [7.5] 3-5um [17.5] um 4.5-6 pum 4.5-6.5 um 4-5.5 um 4-5 um comp. [19] 21-27 [28] 4-7 um comp.
. 8-9.5[10] comp. comp. comp. comp. 2-4 taa; pHm comp.
lageniforme um comp.

N. clavispora 2 20-24 x 6-8 3-5 um 13-15 pm 3-5 um comp.
(epitype) 4-10 pm long. um comp. comp. 4-5 pm 4-5 um 4-5 um 2-3 taa: 22-32 pm comp. 3-5.5 um
N. clavispora ? 18-26 x 6.5- 4-5pum 13.7-15.3 pm . ) : 3.3-4.2 um }
(holotype) 8.5 um comp. comp. 4.3-5.3 um 5.5-6.4 um 4.5-5.8 pm comp. 2-3 taa; 19-30 pm comp. Presente
N. saprophytica 2 Discreta ou integrada; 22-30 x 5-6 4-7 pm 14-20 um . ) ) 4-5 um comp. } i
(saprophyta) lageniforme pm comp. comp. 4.5-7um 4-5pm 4-6 um comp. 2-4 taa; 23-35 pm comp. . 4-7 pm comp.
Espécime i i [19] 20-23 x 3-5um [15]12-14x  4-6x[4]5-  4-7x[5]6-9 4-6 [7] x4-8  4-5 pum comp. i i
encontrado 4.8-7.7x1-1.9[2.9] um [5] 6-8 um comp. 5-9 pm 7 um pm pm 2-4 taa; 10-24 pm comp. 3-6 m comp.

!Maharachchikumbura et al. (2014b); 2Maharachchikumbura et al. (2012b).
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10 um

Figura 7: A-F. Neopestalotiopsis (provavel espécie nova n°5) em folhas de Inga laurina. A.
Lesdes em folha de I. laurina. B. Coldnias anfigenas. C. Conidioma acervular em corete
transverso vertical. D. Células conidiogénicas em corte transverso vertical. E. Células
conidiogénicas em maceragdo dando origem a conidios. F. Conidios.
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L 30 um

Figura 8: A-G. Conidios versicorados. H-1. Colénia de Neopestalotiopsis sp. em BDA.
Vista de cima. I. Vista de baixo.

4

H.
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IN. saprophytica NN047136 JX398982
N. aotearoa QM 381 KM199369

N. samarangensis MFLUCC 12-0233 JQ968609
N. javaensis CBS 257.31 KM199357
N. eucalypticola BBA 5300 KM199376
N. clavispora NN043133 JX398979
N. asiatica NN0476380 JX398983
N. australis STE-U 3017 KM199348
N. cubana INIFAT C96/44-4 KM199347
N. formicarum CBS 362.72 KM199358
N. protearum STE-U 1765 JN712498
— N. foedans CGMCC 3.9123 JX398987
N. surinamensis CBS 450.74 KM199351
N. chrysea NN042855 JX398985
N. ellipsospora MFLUCC 12-0283 JX398980
N. honoluluana STE-U 2076 KM199364
N. rosae CBS 101057 KM199359
N. umbrinospora NN042986 JX398984
N. zimbabwana STE-U 1777 JX556231

_{N. piceana CBS 394.48 KM199368
5

60

94

98

Neopestalotiopsis sp.|

1 — N. mesopotamica CBS 336.86 KM199362

N. magna ICMP 20011 KF582795
N. natalensis CBS 138.41 KM199377

—— N. steyaertii IMI 192475 KF582796

Pseudopstalotiopsis theae CPC 20281 JQ683727

P. jesteri MONT 6M-B-3 KM199380

100

0.005

Figura 9: Arvore filogenética baseada na regifo 1TS do rDNA do isolado Pestalotiopsis através
do método “Neighbor-joining” com célculo de distancia pelo modelo “Kimura’s 2-parameter”
com andlise de Bootstrap com 1000 repeticGes, usando o programa MEGA 6.0. A barra
representa 0,5 substitui¢do a cada 100 nucleotideos.
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s N. chrysea NN042855
100/'N. umbrinospora NN042986
58 N. asiatica NN0476380
N. protearum STE-U 1765
8L_N. surinamensis CBS 450.74
— N. australis STE-U 3017
N. foedans CGMCC 3.9123
»|— N. mesopotamica CBS 336.86
72| N. javaensis CBS 257.31
®IN. rosae CBS 101057

N. zimbabwana STE-U 1777

N. eucalypticola BBA 5300
N. magna ICMP 20011
N. formicarum CBS 362.72
N. clavispora NN043133
N. ellipsospora MFLUCC 12-0283
N. samarangensis MFLUCC 12-0233
8| N. aotearoa QM 381
% "% N. piceana CBS 394.48
— N. cubana INIFAT C96/44-4

N. saprophytica NN047136
7tﬂ:l Neopestalotiopsis sp.|

N. steyaertii IMI 192475

& N. natalensis CBS 138.41
Pseudopstalotiopsis theae CPC 20281
P. jesteri MONT 6M-B-3

{0_0[ N. honoluluana STE-U 2076

100

56

—
0.02

Figura 10: Arvore filogenética baseada na regido ITS, B-tubulina e TEF do rDNA do isolado
Pestalotiopsis através do método “Neighbor-joining” com calculo de distancia pelo modelo
“Kimura’s 2-parameter” com analise de Bootstrap com 1000 repetigdes, usando o programa
MEGA 6.0. A barra representa 2 substitui¢cGes a cada 100 nucleotideos.
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8. CAPITULO III

ASCOMICETOS ASSOCIADOS A VEGETAGAO ARBOREA DO
PARQUE NATURAL MUNICIPAL CURIO DE PARACAMBI, RJ

Os ascomicetos descritos, discutidos e ilustrados neste capitulo pertencem a um género novo
(provavel Diatrypaceae), algumas espécies do género Apiospora, Meliola, Perisporiopsis,
Asterinella, Scolecobonaria, Myriangium.

Género novo (provavel Diatrypaceae)

A familia Diatrypaceae Nischke, pertence a subclasse Xylariomycetidae, ordem
Xylariales dentro do Filo (ou Divisdo) Ascomycota (Kirk et al., 2008; Hibbet et al., 2007).
Nesta familia, estdo contidos 13 géneros (+ 20 sin.) distribuidos em 229 espécies. Os principais
representantes sao Cryptosphaeria (Ces. & de Not), Cryptovalsa (Ces. & de Not.), Diatrype
Fr., Diatrypella (Ces. & De Not) De Not.; Eutypa Tul & C. Tull.; Eutypella (Nitschke) Sacc.;
Quartenaria.

Morfologicamente, membros da familia Diatrypaceae sé@o caracterizados por formarem
ascomas periteciais, imersos em um pseudo ou euestroma, frequentemente com pescoco longo,
com ostiolos sulcados, perifisados, aparecendo as vezes como pontuagfes na superficie do
estroma. Tecido interascal composto por paréfises cilindricas. Ascos com pedicelos longos,
apice mais ou menos truncado, e frequentemente corando-se de azul com adi¢do de iodo J+.
Ascosporos marrom-claros, alantdides (GLAWE & ROGERS 1984). Fungos conhecidos por
também formarem ascdsporos alantdides estdo inseridos na familia Nitschkiaceae como
observado na (Tabela 6) (SACCARDO 1944).

Baseado nos dados da literatura, os géneros inseridos na familia Diatrypaceae sdo
conhecidos por formarem seus estromas na superficie de ramos, galhos, hastes e troncos
mortos (VIEGAS, 1944; SACCARDO, 1944a). Algumas espécies tém sido associadas a
podriddes da haste da videira (TROUILLAS et al., 2010; ALFONSO et al., 2015). De acordo
com Chacon et al. (2013), Eutypella semicircularis foi isolado a partir da superficie de galhos
mortos de Alnus acuminata com cerca de 50 ou mais de 100 peritécios por estroma e apresenta
ascosporos alantoides para semicirculares, quase circulares, marrons avermelhados, assim
como a espécie Eutypella cryptovalsoidea isolada a partir de cascas da madeira de Ficus
carica com peritécios em grandes grupos e ascosporos alantdides para sub-alantéides,
amarelados (TROUILLAS et al., 2011).

Apiospora Sacc., Atti Soc. Veneto-Trent. Aci. Nat., Padova, Sér. 4 4: 85 (1875).
Espécie-tipo: Apiospora montagnei Sacc., in: Nuovo Giorn. Bot. Ital. 7:
306 (1875).
Anamorfo: Arthrinium Kunze, in Kunze & Schmidt, Mycologische
Hefte (Leipzig) 1: 9 (1817).
Anamorfo: Cordella Speg., Anal. Soc. cient. argent. 22 (4): 210 (1886)

Estromas imersos na epiderme em colmos de gramineas, formando manchas
acinzentadas na superficie o qual se abrem longitudinalmente, contendo peritécios abaixo.
Ascos cilindrico-clavados, curto pedicelados; ascosporos elipsoidais, hialinos com um septo
perto da porcéo terminal.
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Asterinella Theiss., Anns mycol. 10 (2): 160 (1912).
Espécie-tipo: Asterinella puiggarii (Speg.) Theiss., Brotéria, sér. bot.
10 (2): 116 (1912).
Anamorfo: Asterostomula Theiss., Annls mycol. 14(3/4): 270 (1916).

O género Asterinella se caracteriza por englobar fungos foliicolas, de ampla ocorréncia nos
trépicos, formando ascomas escutelares superficiais, com um poro lisigeno arredondado;
formando micélio superficial sem apressorio (anteriormente hifopddio ver: Mibey &
Hawksworth, 1995); ascos geralmente clavados, bitunicados; ascdsporos em sua maioria
marrons, elipsoides.

Meliola Fr., Syst. orb. veg. (Lundae) 1: 111 (1825)
Espécie-tipo: Meliola nidulans (Schwein.) Cooke, Grevillea 11(no. 57):
37 (1882)
Anamorfo: desconhecido

Séo fungos foliicolas, superficiais, formando micélio com setas e apressoriado; apressorio
geralmente 2 tipos, 1 captado e outro mucronado ou fialidico; ascomas globosos superficiais,
forma ascos evanescentes, unitunicados, contendo ascésporos com Vvarios septos (4-5),
marrons.

Myriangium Mont. & Berk., in: Berkeley, London J. Bot. 4: 72 (1845)
Espécie-tipo: Myriangium duriaei Mont. & Berk., in: Berkeley, London
J. Bot. 4: 73 (1845)

Fungos saprofiticos ou parasiticos, frequentemente associados a cochonilhas. Ascomas
pulvinados ou esféericos, contendo ascos em cavidades monoascais em 2 ou mais fileiras. Ascos
amplamente clavados ou arredondados, bitunicados, aparafisados, contendo ascdsporos
hialinos, dictioseptados.

Perisporiopsis Henn., Hedwigia 43: 83 (1904)
Espécie-tipo: Perisporiopsis struthanthi Henn., Hedwigia 43: 83 (1904)
Anamorfo: Septoidium G. Arnaud, Annls Epiphyt. 7: 106 (1921)

Fungos superficiais, foliicolas, formando ascomas arredondados, marrons, sobre micélio
superficial com estomatopddio; ascos clavados ou amplamente clavados, parafisados,
bitunicados; ascosporos 1-3-septados, frequentemente fusiformes ou elipsoidais.

Scolecobonaria Bat., in: Batista & Ciferri, Beih. Sydowia 3: 97 (1962)
Espécie-tipo: Scolecobonaria filiformis (W. Yamam.) Bat., in: Batista &
Ciferri, Beih. Sydowia 3: 97 (1962)

Micélio superficial, com hifas ramificadas. Ascomas cobertos por um manto hifalico, nédo

setoso; ascos clavados, pedicelados, bitunicados; ascosporos fragmoseptados, hialinos,
alongados-fusiformes.
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8.1 Provavel género novo no. 1 (e possivel espécie nova no. 6)

Descrigéo:

Colbnias 0,2-0,4 mm de diametro, crustosas, escuras, hipofilas, a parte superior apresenta
determinadas fissuras dispostas verticalmente e crescimento estromatico irregular, localizada
sobre as nervuras das folhas (Fig. 12. B e C; Fig. 10. C e D). Ascomas 168-576 x 240-648 (672)
um, escuro, abrindo-se na porcao superior por fissuras lisigenas (Fig. 11. F e G). Células da
parede 8-16 um de didmetro, grossa, escura, com textura angularis (Fig. 11. H). Ascos 14-23
x 4-5 um, numerossissimos, clavados, octosporicos, pedicelo ndo muito longo, parede muito
fina apresentando dificuldade de visualizacdo sob microcépio, quando em massa apresentam
coloragdo de tonalidade marrom-palido a marrom escuro-amarelado (Fig. 11. I e J). AscGsporos
5-6 x 1-2 um, alantoides, lisos, hialinos, envolto em mucilagem, escuros quando em massa
dentro dos ascos (Fig. 11. K).

Espécime examinado: Brasil: Rio de Janeiro, Paracambi, PNMCP, 19 Dez. 2013. Em folhas
de Justicia wasshauseniana (Acanthaceae). Leg. P.S. Medeiros. 19; (UFRRJ 298).

Discusséo:

Baseado em dados de sequenciamento da regido ITS, uma arvore filogenética foi
construida (Fig. 13) e o especime em estudo ficou préximo do clado o qual esté incluido as
espécies Eutypella cryptovalsoidea e Eutypella semicircularis ambos pertencem a familia
Diatrypaceae.

O espécime em estudo diferencia-se dos demais géneros que apresentam ascosporos
alantoides, por caracterizar-se em formar seus estromas estritamente na regido inferior do limbo
foliar e localizados sobre as nervuras das folhas e ndo em cascas, ramos ou galhos em
decomposigéo.

Outra caracteristica do espécime em estudo € que um grande nimero de ascos Sao
observados em laminas microscopicas e conforme ilustrado na (Tabela 9), diferencia-se
morfometricamente em certas estruturas, onde, E. semicircularis e E. cryptovalsoidea
apresentam ascos mais compridos e mais largos [20 - 30 (35) x 10 - 15 um] e (60 - 120 x 15 -
20 um) respectivamente em compara¢do com 0 espécime estudado que possui dimensdes
menores [14 - 23 x 4 - 5 um], os ascdsporos sdo ligeiramente mais curtos [ 5-6 x 1 - 2 um]
guando comparado a E. semicircularis [4.5-7 (11) x 1.5 - 2 (2.5) um] e bem mais curto quando
comparado com E. cryptovalsoidea que apresenta [8 - 12 (13.5) x 2 - 3 um].

A partir da comparagdo com sequéncias depositadas no banco de dados do Centro
Nacional de Informacgdes Biotecnoldgicas (NCBI), foi possivel observar que a familia
Diatrypaceae comparada a outras estd muito longe de estar resolvida baseada em técnicas
moleculares e caracteristicas morfologicas sdo usadas para esclarecer relagcdes filogenéticas
dentro do género (ACERO et al., 2004; CARMARAN et al., 2006; TROUILLAS et al., 2011)
e muitas espécies tipo ndo estdo depositadas o que dificulta uma analise mais apurada.
Entretanto, com base na analise filogenética e nos resultados morfoldgicos observados foi
possivel constatar que o fungo encontrado, trata-se de um género distinto de outros membros
de Ascomycota com ascésporos alantdides (ex. Diatrypaceae; Nitschkiaceae) (Fig. 13; Tabela
9).

Nota-se pela tabela que, os fungos mais proximos ora comparados foram:
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Diatrypella (Ces. & De Not.) De Not. e Eutypella (Nitschke) Sacc., formam ascomas
imersos em estromas bem desenvolvidos e ascos contendo ascosporos alantoides, similar ao
fungo aqui estudado. Porém, ambos ocorrem em cascas de material lenhoso morto, diferindo
do fungo encontrado em J. wasshauseniana; cabe salientar que Diatrypella forma ascos com
um numero superior de ascdsporos ou seja polispéricos (Miller & Arx, 1973) e Eutypella com
ascos longo-pedicelados.

Fracchiaea Sacc., também forma ascos numerosos e com ascésporos alantdides,
também numerosos, porém difere por formar ascomas somente crustosos, que apesar de lembrar
o fungo aqui em estudo, possuem poros atipicos na parede do ascoma, denominados de “Munk
Pores”, caracteristica tipica de membros de Nitschkiaceae Nannf., diferindo também por
apresentar habito saprofitico e alguns liquenicolas e nao foliicola como o fungo encontrado na
Mata Atlantica.

Coletas de amostras de J. wasshauseniana ocorreram ao longo de dois anos e ndo foram
observadas lesdes ou sinais de danos a planta, 0 que sugere uma provavel interacdo benéfica
entre fungo-hospedeiro, dois testes de patogenecidade foram realizados, uma vez que o fungo
pode ser um possivel endofito. Entretanto ndo foi observado o crescimento do mesmo nas
folhas. Estudos adicionais visando comprovar esta hipétese serdo efetuados no futuro. Porém,
baseado nos dados obtidos neste trabalho o fungo encontrado, trata-se seguramente de um novo
género que tera sua publicacdo efetiva de acordo com as regras do CIN. Conclui-se que o
espécime encontrado na mata Atlantica se trata de um provavel género novo associado a folhas
de J. wasshaseniana, sendo possivelmente da familia Diatrypaceae.
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Tabela 9. Comparacdo entre membros de Ascomycota que apresentam ascosporos alantdides e o espécime estudado.

FUNGOS PLANTA HOSPEDEIRA HABITAT ASCOMA ASCO ASCOSPORO
(um) (um) (um)
. . . i~ 80-85x10-11
1 - - -
Diatrypella exigua Salix sp. RAMOS 350 - 400 diam. Clavados, longos, 6-8x15-2

(Diatrypaceae)

Quaternaria carpinicola?
(Diatrypaceae)

Dothideovalsa tucumanensis®

(Diatrypaceae)

Eutypella prunastri®
(Diatrypaceae)

Eutypella gleditschiae®
(Diatrypaceae)

Eutypella stenocalicys®
(Diatrypaceae)

Eutypella chilensis®
(Diatrypaceae)

Provavel Género novo

(Salicaceae)

Fagus sp.
(Fagaceae)

Beloperone sp.
Justicia sp.
(Acanthaceae)

Crataegi oxyacanthae
(Rosaceae)

Gleditschiae triacanthy
(Fabaceae)

“Stenocalicys brasiliensis "

Eugenia multiflorae
(Myrtaceae)

Justicia wasshauseniana

Troncos mortos

Hastes vivas/Hastes

Ramos

Ramos

Ramos

Ramos

Nervura das folhas

Carbonéaceos, agrupados

430 - 630 diam.
Escuros

Carbonéceos, globosos,
glabrosos

Globoso, ovoéide

Subgloboso

120 - 150 diam.
Subgloboso

240 - 648 [672] diam.
Carbonaceos, alongados,
solitarios

pedicelados, multispéricos

37-50%x35-6
Cilindricos ou clavados

18-20x3-4
Longos, pedicelados,
8 esporos

30-40%x5-7

35-40%x6-8
Clavados

20-30x4-6
Fusoides

40x7-8
Clavados, aparafisados

14-23%x4-5
N&o muito longos,
pedicelados, 8 esporos

Alantoides, pardos

7,5[6,5] - 10 [12,5] -2 - 2,5
Alantéides, acastanhado

4-6x1
Botuliformes, hialinos/
coloridos, lisos

10-12x2,5-3

10-12x2
Alantéides, amarelo-
esverdeado palido

6-8x2
Alantoides, obtusos,
fusoides

10-12x2,25-2,50
Cilindrico, curvado, obtuso
em ambos os lados

5-6x1-2
Alantéides, hialinos, lisos
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Tabela 9. Continuacao

FUNGOS PLANTA HOSPEDEIRA HABITAT ASCOMA ASCO ASCOSPORO
(m) (um) (um)
Eutypella citricola3 Citri aurantii 30-35x4-5 6-8x2
- Ramos - Fusoides, .
(Diatrypaceae) (Rutaceae) o Alantdides, obtuso em ambos os lados
octosporicos
Eutipella murrayae® Murrayae exoticae Ramos Subaloboso. peduUeno 20-30%x5-6 5-7x2
iatrypaceae utaceae usoides, octospdricos antdides, obtuso, uniseriado
(Di ) R ) g10b0s0. peq Fus6id ori Alantdides, ob iseriad
. Cordiae umbraculiferae 30-35x4-6
3 - -
ordiaceae = amos valado-globoso usoides, octosporicos x2-21/2
Eutypella cordiae (Cord R Ovalado-alob Fusoid 6-8

(Diatrypaceae)

Eutypella cocos®
(Diatrypaceae)

Eutypella longiana®
(Diatrypaceae)

Eutipella semicircularis®
(Diatrypaceae)

Eutipella cryptovalsoidea*
(Diatrypaceae)

Provavel Género novo

Boraginaceae)

Cocos nuciferae
(Palmae)

Alnus acuminata
(Betulaceae)

Ficus carica
(Moraceae)

Justicia wasshauseniana
(Acanthaceae)

Superficie da casca
do coco

Ramos

Galhos mortos

Casca da madeira

Nervura das folhas

200 - 300 diam.
Oblongo, sub-globoso ou
ligeiramente achatados

600 - 900 [1100] x 380 - 550
Globoso, forma de frasco
Pescoco 500 - 800 [1000]
comp.

240 - 648 [672] diam.
Carbonéceos, alongados,
solitarios

18-24x35-45
Geralmente clavados, J-
25-6
Fusiformes, longe stipitatis,
octosporicos

20-30[35] x10-15
Claviformes, octosporicos

65-120 x 15-20
Clavados a forma de fuso,

pedicelo longo, polispdricos

14-23%x4-5
N&ao muito longos,
pedicelados, 8 esporos

Alantéides, obtuso em ambos os lados

4-5x1
Alantoides, hialinos

8-10x2-25
Alantoides, curvados

45-7[11]x 15-2[2.5]

Alantdides para semicirculares, quase circular,

marrom-avermelhados

8-12[135]x2-3

Alantoéides a sub-alantéides, amarelados

5-6x1-2
Alantoides, hialinos, lisos
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Tabela 9. Continuacao

PLANTA ASCOMA ASCO ASCOSPORO
FUNGOS HOSPEDEIRA HABITAT “m) () (um)
Fracchiaea affinis® . 200 - 350 diam. _20-32x9-11 5-8x%1-52
. . Kisantu Casca Pedicelados, myriosporicos, S -
(Nitschkiaceae) Globoso - Cilindricos, retos, hialinos
aparafisados, clavados
- . 100-110x10- 16
Fracchiaea coniferarum? . i - S 6-8x1-5
(Nitschkiaceae) Pinorum Casca 350 - 500 diam. Pseudoparafises, polisporicos Alantides, retos, hialinos
Fracchiaea romeliana® Rosae Casca - 80-90x15-18 Alantf?ic;ei >(hizalinos
(Nitschkiaceae) Clavados, sésseis, polisporicos ' '
NUMErosos
Schizolobium sp. a
Fracchiaea heterogeneal (Fabaceae) Superficie do tronco Carggr?ééggso d:grt?dsos Clava dgg Ic?r? 2514 (; dziiela dos 7-11x15-2
(Nitschkiaceae) Persea americana da madeira 05 9 ' » 10Ng0S, p ' Alantoides, hialinos
cespitosos multispéricos
(Lauraceae)
- 240 - 648 [672] diam.
. . Justicia Carbonéaceos 14-23x4-5 5-6x1-2
Provavel Género novo wasshauseniana Nervura das folhas ' N&o muito longos, i, T .
alongados, . Alantéides, hialinos, lisos
(Acanthaceae) solitarios pedicelados, 8 esporos

Viegas (1944); 2Vasilyeva (2011); 3Saccardo (1944a); “Trouillas et al. (2011); °Chacdn et al. (2013); *Hospedeiro ndo encontrado
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10 um a

Figura 11: A-K. (Provavel género novo no. 1 e provavel espécie nova no. 6) associado a folhas
de Justicia wasshaseniana. A. Florescéncia de J. wasshaseniana. B. Col6nias na parte adaxial
da folha. C. Detalhe do corpo de frutificacdo sobre a nervura da folha. D. Ascoma. E. Ascoma
visto em (MEV). F-G. Ascoma em corte transverso vertical. H. Células da parede. 1. Ascos. J.
Asco em detalhe. K. AscOsporos.
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Fig 12: A-F. (Provavel género novo no.1 e provavel espécie nova no. 6) associado a folhas de
J. wasshauseniana. A. Folhas de J. wasshauseniana no PNMCP. B. Florescéncia de J.
wasshauseniana. C-D. Corpo de frutificacdo sobre nervura da folha. E. Frutificacdo em corte

vertical. F. Frutificagdo em corte horizontal.
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50 Eutypa consobrina EU552125
69| ' Eutypa laevata KF453548

L Eutypa petrakii HM164735

—— Eutypella prunastri AJ302464

o7 Eutypa crustata AJ302448

57 Eutypa maura DQ006926

96 r Diatrypella frostii AJ302441
Diatrypella quercina AJ302444
Diatrype palmicola KP753949

Diatrypella favacea JN689955
Diatrype undulata AJ302436
9 Diatrypella prominens AJ302442

56 Diatrype disciformis AJ302437
Diatrype flavovirens AJ302428
**I Diatrype stigma AJ302435

100 — Eutypella semicircularis JQ517314

—
0.02

— Cryptosphaeria subcutanea JQ781795

— Cryptosphaeria pullmanensis GQ293967
4‘£:ryptosphaeria ligniota AJ302418
Cryptovalsa ampelina AY920391

Eutypella caricae JX241652
450[— Eutypa leptoplaca AY684236
r Eutypa astroidea AY787698
70 Eutypa lata AY462563
| Cryptovalsa ampelina GQ293901
1% Cryptovalsa rabenhorstii HQ692619
| Cryptovalsa ampelina KJ767718

Eutypella cerviculata JF340269
] Diatrypella pulvinata AJ302443

o - Diatrypella vulgaris HQ692590
ELL‘ETtrype spilomea AJ302433

sz | Diatrypella iranensis KM245033
Eutypa armeniacae DQ006948

68 Diatrypella verruciformis JX144788

e Diatrype bullata AJ302422
Eutypella parasitica DQ118966
57 Gen. novo|
— Eutypellacryptovalsoidea HQ692574

Figura 13: Arvore filogenética do espécime em estudo baseada na regido ITS do rDNA através
do método “Neighbor-joining” com célculo de distancia pelo modelo “Kimura’s 2-parameter”
com andlise de Bootstrap com 1000 repeti¢cGes, usando o programa MEGA 6.0. A barra

representa 2 substituicfes a cada 100 nucleotideos.
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8.2 Apiospora sp. provavel espécie nova no. 7
Descrigao:

Estromas 893-940 um de comprimento, oblongos, fusiformes, arranjados de forma unisseriada
ou irregularmente, &s vezes confluentes, escuros, associado a manchas escuras e abrindo-s por
fissura longitudinal dispostos na superficie da haste (Fig. 14. A e B). Ascomas 72-188 x 77-193
um, subcuticulares, globosos, pireformes, as vezes achatados na base, 5-13 I6culos, parede fina,
ostiolo parafisado (Fig. 14. C e D). Células da parede, textura angularis, marrons (Fig. 14. E).
Fiélides 2-3 um de didmetro, hialinas, filiformes, retas ou flexuosas, septadas (Fig. 14. F).
Ascos 58-108 x 14-24 um, clavados, cilindricos para cilindrico-clavados, unitunicados, 8
esporos (Fig. 14. G). Ascosporos 24-41 x 7-10 um, obovoides, elipséides, hialinos, obtuso no
apice, ligeiramente curvado proximo a base, 1-septo proximo a curvatura da base, dispostos de
forma unisseriada ou bisseriada (Fig. 14. H).

Espécime examinado: Brasil: Rio de Janeiro, Paracambi, PNMCP. 06 Mar. 2014. Em espécie
de Pennisetum purpureum (Poaceae). Leg. P.S. Medeiros. 9; (UFRRJ 298).

Discussao:

O fungo estudado pertence a familia Apiosporaceae cujos membros formam ascomas
agregados, lineares, imersos no substrato, enegrecidos, ostiolos parifisados. Ascos clavados,
ndo fissitunicados, sem nenhuma estrutura apical distinta, com 8 ascdsporos de coloracéao
hialina e apresentando 1 septo proximo a base (CANNON & KIRK 2007. Este fungo, é bastante
comum na familia Poaceae e tem sido reportado em varias partes do mundo, conforme
observado na (Tabela 10), nota-se que a espécie tipo A. montagnei Sacc. € a mais distribuida
ocorrendo em uma grande variedade de plantas hospedeiras ultrapassando mais de 40 espécies
distribuidas em 23 paises, seguida das espécies A. camptospora Penz. & Sacc. e A. shiraiana
(P. Syd.) Hara, ambas ocorrendo em 11 espécies de hospedeiras, sendo a primeira distribuida
em 12 paises diferentes e a segunda em 1, e uma espécie desconhecida de Apiospora sp. Sacc.
ocorrendo em 10 espécies de hospedeiras distintas distribuidas em 10 paises (FARR &
ROSSMAN 2015).

Na América do Sul destaca-se as espécies A. camptospora Penz & Sacc. em plantas
hospedeiras Cynodon nlemfuensis Vanderyst, C. plectostachyus (K. Schum.) Pilg., Paspalum
virgatum L. e Saccharum officinarum L. todos na Venezuela. A. chilensis Speg. ocorrendo em
Chusquea cumingii Nees. no Chile. A. montagnei Sacc. ocorrendo em Bambusa vulgaris
Schrad. na Venezuela e Chusquea sp. Kunth. na Colémbia. A. phomatopsis Speg. em
hospedeira Zea mays L. na Argentina. A. platensis Speg. em Pennisetum tristachyum (Kunth.)
Spreng. na Argentina e Apiospora sp. ocorrendo em hospedeiras Oriza latifolia Desv.,
Pennisetum setaceum (Forssk.) Chiov. (= Paspalum rupellii Stendel) e Sporobolus indicus (L.)
R. Br., todas provenientes da Venezuela (FARR & ROSSMAN 2015).

Conforme ilustrado na (Tabela 13), atualmente, existem dois relatos de Apiospora
ocorrendo em P. purpureum: A. camptospora Penz & Sacc. proveniente do Quénia e A.
montagnei Sacc. proveniente de Hong Kong, Argélia, Estados Unidos e india (SACCARDO
1875; NATTRASS 1961; FARR & ROSSMAN 2015).

No Brasil, foram reportadas somente 2 espécies: A. pachyspora Rehm. (1901) em folhas
de Mikania sp. e Apiospora paulliniae Rehm (Rehm, 1901) = Anisomyces nectrioides (Rehm)
Petr. (Petrak, 1947), reportada por Batista, Peres & Poroca (1966) em folhas de Machaerium sp.
Pers. (Fabaceae) (MENDES et al., 2015), tal que observando a ilustragéo original, verifica-se
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que Gltima trata-se claramente de outro fungo. A. pachyspora Rehm. (1901) foi reportada em
folhas de Mikania sp. (Asteraceae) ou seja de familia distinta e forma ascomas (250-300 um de
didmetro) maiores, enquanto os ascos (60 - 70 x 15 um) e ascosporos (15 - 17 x 7 um) sdo mais
curtos e menos largos e fidlides (2 um) mais estreitas. Cabe mencionar que A. montagnei por
sua vez forma ascos (70 - 90 um) e ascosporos (25 um) mais curtos. A. camptospora também
foi reportada em outros hospedeiros em paises como Venezuela, Java, Paquistdo, Cuba, Quénia,
Nova Guing, Filipinas, Malasia, Nova Caled6nia, Myanmar, Republica Dominicana e Brunei
em varios hospedeiros (Tabela 11) e difere da espécie encontrada, por formar ascos menores
(ver Tabela 10). Mediante o exposto acima, fica claro se tratar provavelmente de uma nova
espécie no género Apiospora, sendo o primeiro relato do género neste hospedeiro no Brasil.
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Tabela 10. Espécies de Apiospora comparadas com espécie encontrada na Mata Atlantica.

ESPECIES DE PLANTA LOCAL ASCOMA ASCO ASCOSPORO  FIALIDES
Apiospora HOSPEDEIRA (um) (um) (um) (um)

A. camptosporal Saccharum officinarum Java 180-200 75-80 x 15-17 35-38 x 9 -
(Poaceae)

A. montagnei? Arundlna_maurltanla Hong I/(Qng,, E_UA, ) 70 - 90 x 20 25 x 10 i

(Orquidaceae) Argélia, India
Mikania sp. . 60 - 70 x 15
3 - -
A. pachyspora (Asteraceae) Brasil 250 - 300 8 esporos 15-17x7 2
- - 3 - - _ _

A_. paulliniae Michaerium sp. Brasil 210 - 370 x190 - 510 50-60x7-11 8-11x4-5 1-15

(= Anysomyces) (Fabaceae) 8 esporos

Apiospora sp. Pennisetum purpureum Brasil 72-188x77-193  20°108x14-24 o) 41x7.10  2-3

(Poaceae)

8 esporos

1Sacccardo (1944c); 2Sacccardo (1944b); Rehm (1901); ®Batista, Peres & Poroca, (1966)

61



Tabela 11. Espécies de Apiospora em Poaceae no mundo.

ESPECIES DE

A. camptospora

Bambusa vulgaris
Cymbopogon citratus
Cynodon nlemfuensis
Cynodon plectostachyus
Panicum maximum
Paspalum virgatum
Pennisetum purpureum
Saccharum officinarum

- PLANTA HOSPEDEIRA PAIS
Apiospora

A. aberrans Bambusa spinosa Filipinas

A. apiospora Bambusa vulgaris Filipinas

A. apiospora var. minor Bambusa spinosa Filipinas
Arundinaria sp. Inglaterra, Reino Unido
Bambusa mitis Portugal

A. bambusae Bambusa simonii Portugal
Bambusa sp. Franca
Phyllostachys sp. Reino Unido, USSR
Arundo donax Paquistdo

Hong Kong, Nova Caleddnia
Maléasia

Venezuela

Venezuela

Cuba

Venezuela

Quénia

Republica Dominicana, Myanmar

Chusquea sp.

Cinna arundinacea
Cortaderia argentea
Cortaderia selloana (em
folhas mortas)

Cynodon dactylon (em
folhas mortas

Elymus australis
Elymus virginicus (em
folhas mortas)

Papua Nova Guiné, Filipinas, Venezuela
Zea mays Brunei Darussalam

A. carbonacea Schizostachyum sp. Filipinas

A. chilensis Chusquea cumingii Chile
Cymbopogon nardus Nova Caleddnia

A. curvisporica Phyllostachys sp. Franca

' Saccharum officinarum Porto Rico, llhas Virgens

Saccharum spontaneum Paquistdo

A. indica Bambusa sp. india

A. luzonensis Bambusa sp. Filipinas
Andropogon glomeratus Georgia (EUA)
Andropogon scoparius Georgia (EUA)
Andropogon sp. (em colmos) Florida, Georgia (EUA)
Andropogon virginicus (em colmos) | Gedrgia (EUA)
Aristida lanosa Geodrgia (EUA)
Aristida purpurascens Geodrgia (EUA)
Arundinaria gigantea (em colmos) Alabama, Louisiana, Mississippi
Arundinaria sp. Geodrgia (EUA), India, Reino Unido
Arundinaria tecta (em colmos) Alabama, Georgia, Louisiana
Arundo donax Geodrgia (EUA), ltalia, Sicilia,
Bambusa sp. Portugal
Bambusa vulgaris Hong kong, india, Myanmar

A. montagnei Brunei Darussalam, Cuba

Venezuela

Coldmbia, Panama
Georgia (EUA)

Hawaii

Hawaii, Carolina do Sul

Georgia (EUA)

Geodrgia (EUA)
Geodrgia (EUA)
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Tabela 11. Continuagéo.

ESPECIES DE PLANTA HOSPEDEIRA PAIS
Apiospora

Erianthus alopecuroides Georgia (EUA)
Erianthus brevibarbis Georgia (EUA)
Gymnopogon ambiguus Geodrgia (EUA)
Holcus halepensis Georgia (EUA)
Leptoloma cognatum Gedrgia (EUA)
Miscanthus floridulus Hong Kong
Miscanthus sp. Hong Kong
Nastus borbonicus Italia, Sicilia
Ochlandra travancorica india
Oxytenanthera sp. india
Panicum aciculare Gebrgia (EUA)
Panicumclandestinum Georgia (EUA)
Paspglum giganteum Gedrgia (EUA)
Pennisetum purpureum Hong Kong
Penniset_um sp. Hong Kong

A. montagnei Phragmites australis Hong Kong, Italia,
Phragmites karka S;C'L';téo
Phyllostachys sp. Nocila Zelandia
Sasa senanensis USSR
Sorghastrum nutans Gebrgia (EUA)
Sporobolus clandestinus . gl
Stipa gigantea Georgia (EUA)
Themeda anathera Portu.ga~l
Thysanolaena maxima Paquistdo
Tridens flavus Myanmar
Tripsacum dactyloides Georgia (EUA)
Uniola latifolia Georgia (EUA)
Uniola laxa Georgia, Oklahoma

Georgia (EUA)

A muroiana Phyllostachys bambusoides Japéo
Arctagrostis latifolia Alaska

A. parallela Calamagrostis sp. Suécia

A. phomatopsis Zea mays Argentina
Phyllostachys bambusoides Japéo

A. phillostachidicola Phyllostachys makinoi Japéo

A. platensis Pennisetum tristachyum Argentina
Gynerium argenteum Portugal

A. punctum Molinia caerulea Italia
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Tabela 11. Continuacéo.

ESPECIES DE

- PLANTA HOSPEDEIRA PAIS
Apiospora

A. setosa Bambusa sp. Nova Zelandia
Bambusa sp. Japéo
Dendrocalamus latiflorus Japéo
Phyllostachys aurea Japdo
Phyllostachysbambusoides Japdo
Phyllostachys heterocycla f. pubescens Japdo

A. shiraiana Phyllostachys makinoi Japdo
Phyllostachys nigra f. punctata Japdo
Phyllostachys sp. Japdo
Pleioblastus simoni Japéo
Semiarundinaria okuboi Japéo
Sinobambusa tootsik Japéo

Bambusa sp. (em colmos mortos)
Bambuseae (em colmos mortos)
Guadua latifolia

Florida, Geo6rgia, Hong Kong,
Malésia
Florida, Geobrgia

ol Venezuela
Oryza latifolia
- . Venezuela
Apiospora s Panicum maximum Austrélia
piosp P: Paspalum rupellii
. . Venezuela
Phragmites australis
. Hong Kong
Phragmites sp.
. Hong Kong
Phyllostachys bambusoides (colmos mortos) ; L
2 Florida, Geobrgia
Sporobolus indicus
Venezuela
A. spinulosa Panicum sp. Hawaii
A. striola Arundo donax Portugal

A. tintinnabula

Bambusa sp.

Nova Zelandia

Farr & Rossman (2015)
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Figura 14: A-H. Apiospora (prdzlével sp. nov. no. 7) em hastes de Pennisetum purpureum. A.
Sintoma geral com corpos de frutificacdo na superficie da haste. B. Ascoma em maior detalhe.
C. Ascoma em corte transverso vertical. D. Corte transverso do ascoma em maior detalhe. E.

Células da parede. F. Paréfises. G. Ascos. H. Ascdsporo.
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8.3 Asterinella provavel espécie nova no. 8
Descricao:

Colbnias até 10 mm de diametro, epifilas, circulares escuras (Fig. 15. A). Micélio escuro,
emaranhado, ndo setoso, ndo hifopodiado (Fig. 15. B). Corpos de frutificacdo 141-282 um de
diametro, localizados na parte adaxial da folha, escuros, superficiais, dispersos ou em grupos,
interligados por micélio superficial marrom claro a marrom escuro (Fig. 15. B). Hifas 4-5 um
de diametro, marrons, sem apressorio, septadas, flexuosas (Fig. 15. D). Ascomas 14-48 x 133-
268 um em corte transveso vertical, marrom-escuros para escuros, escudado-dimidiados,
ostiolado, textura radiata (Fig. 15. C e E). Parafises 1-2 um de diametro, de coloracao hialina,
septadas, ramificadas (Fig. 15. F). Ascos 56-80 x 24-34 um, bitunicados, clavados, com 8
ascosporos, parafisados (Fig. 15. G). Ascosporos 20-31 x 9-12 um, inicialmente de coloragéo
hialina tornando-se marrom-claro para marrom com a maturidade, célula superior subglobosa
e célula inferior condide, oblongo, 1-septo (Fig. 15. He I).

Espécime examinada: Brasil: Rio de Janeiro, FLONA. 29 Jul. 2013. Em folhas de Eugenia
florida (Myrtaceae). Leg. E.S. Barbosa. 10; (UFRRJ 285).

Discussao:

Os membros de Asterinaceae, bem como Parmulariaceae sdo fungos biotréficos e
aparentemente possuem a mesma origem evolucionaria (CANNON & KIRK, 2007; INACIO
& CANNON, 2008), a morfologia somente, ainda é a forma confiavel para o estudo destes
fungos. Andlises complementares, como o uso da Biologia Molecular, certamente auxiliam na
elucidacdo de grande parte das duvidas taxonémicas existentes no grupo, porém ainda € muito
incipiente devido principalmente a algumas dificuldades tais como: por se tratarem de fungos
biotroficos, ou seja, de dificil cultivo em meio de cultura axénico ou muitas vezes a escassez de
material fresco ou material de herbario abundante, dificultam a extracdo de acidos nucleicos o
que facilitaria certamente a implementacao destas analises. Cabe salientar que, por se tratarem
de organismos biotroficos, um dos argumentos utilizados para comparacéo € a especificidade
de hospedeiro (HOUSAGOUDAR & CHANDRAPRABHA 2009; SIVANESAN & SHIVAS
2002; INACIO & CANNON 2008) a qual, foi utilizado, para compararacio das espécies
estudadas neste trabalho.

Conforme ilustrado na (Tabela 11), a espécie A. caaguaensis possui ascomas (150 - 350
um de didmetro) maiores, ascos (76 - 90 um) mais longos e ascosporos (28 - 35 um), pouco
mais compridos quando comparadas com a espécie da Mata Atlantica. J& a espécie A.
cylindrotheca (= Prillieuxina) forma ascomas (135 - 200 um didm.) menores, ascos (19 - 21
um) mais estreitos e ascosporos (17.5 - 19 x 7.5 - 9 um) menores.

A espécie tipo do género, A. puiggarii (Speg.) Theiss, foi muito bem ilustrada por
Batista & Peres (1961): apresentando ascomas aplanados, isolados ou confluentes e parede
superior formada por células radialmente dispostas, ascos clavados parafisados e ascosporos
marrons-claros, oblongos, caracteristicas estas observadas no fungo encontrado em folhas de
Eugenia florida, confirmando a identidade do espécime. Contudo, o espécime em estudo ndo
se trata de A. puiggari, uma vez que esta espécie forma ascos com 4 ascOsporos e o fungo em
estudo forma ascos com 8 ascdsporos, além de que, a espécie tipo possui ascomas maiores com
até (350 um) de didmetro, ascos bem mais compridos (105 - 116 pum) e ascOsporos maiores (27
- 45 x 11 - 16 um), quando em comparagao com a espécie em estudo que forma ascomas (com
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até 268 um didm.) menores, ascos mais curtos (56 - 80 um), porém mais largos (24 - 34 um) e
ascosporos menores (20 - 31 x 9 - 12 um).

Espécies do género Asterinella estdo associados a uma variedade de familias de plantas
e sdo biotréfico em folhas, embora haja poucos estudos relacionados a nutricdo, o fungo
raramente causa danos na planta hospedeira (CANNON & KIRK 2007). Espécies foram
reportadas em outras familias de plantas hospedeiras no Brasil, como A. leptotheca (Speg.)
Theiss. em Nectandra sp. Routtb. (Lauraceae), A. protiicola Bat. em Protium heptaphyllum
March. (Burseraceae), Asterinella sp. em Salacia crassifolia Pittier (Celastraceae). Assim
como, espécies reportadas em outros paises da América do Sul, como por exemplo, as espécies
A. antioquensis Toro em Miconia ciliata (Rich.) DC. (Melastomataceae) na Colombia, A.
phoradendri Henn. em Phoradendron sp. Nutt. (Santalaceae) na Venezuela e A. drymidis
(Lév.) Speg. em Drimydis winteri J.R. Forst & G. Forst (Winteraceae) no Chile (FARR &
ROSSMAN, 2015).

A espécie Asterinella sublibera (Berk.) Theiss. encontrada sobre folhas de Eugenia
bimarginata DC. no Brasil (MENDES & URBEN, 2015) cujo nome atualmente valido é
Asterina sublibera Berk. (KIRK, 2015) apesar de género distinto, forma ascomas e ascos com
dimensbes semelhantes, porém seus ascésporos sdo mais curtos (20 - 29 um) (PEREIRA-
CARVALHO 2004); Batista & Peres (1961) reportaram a mesma espécie em Calyptranthes
SW. na Jamaica que difere do espécime em estudo por formar ascomas (até 348 um de
didmetro) mais largos, ascos (67 — 95 um) mais longos porém, mais estreitos (17 - 23 um) e
ascosporos (25 - 27 um) um pouco mais curtos quando comparados com o espécime em estudo
(Tabela 11). Esta espécie foi reportada pela primeira vez neste hospedeiro (ERNANDES et al.,
2014) ou seja E. florida e baseado nas diferencas aqui apresentadas, conclui-se que o espécime
encontrado se trata-se provavelmente de uma nova espécie.
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Tabela 12. Comparacéo entre as espécies de Asterinella encontradas em Myrtaceae em diferentes paises.

. : PLANTA ASCOMA ASCO ASCOSPORO PARAFISES
ESPECIES DE Asterinella LOCAL HOSPEDEIRA (um) (um) (um) (um)
) ] 76-90x23-34
A. caaguaensis! Brasil Myrtaceae 150 - 350 8 esporos 28-35x9-15 1
_ o _ Eugenia apiculata 50-80x19-21
A. cylindrotheca (= Prillieuxina )* Chile (Myrtaceae) 135-200 8 esporos 175-19%x75-9 15-25
105-116 x19-24
A. puiggariit Zurich N&o determinado 250 - 350 4 esporos 27-45x11-16 15-25
Calvotranth 67 -95x17-23
A. sublibera (= Asterina)! Jamaica aypLrantnes sp. 240 - 348 4 esporos 25-27x9-10 1-15
(Myrtaceae)
. _ - . Eugenia bimarginata 184 - 270 (196) x 47 - 74 (58) x 17 -
3 - - -
A. sublibera (= Asterina) Brasil (Myrtaceae) 32-59 (42) 27 (22) 20-29 (25)x5-12(7) 1-2(2)
Eugenia punicaefolia
A. puiggarii? Venezuela (Myrtaceae) e outra _ - 27-35%x9-16 _
Myrtaceae
50-70x9-15
A. puiggarii var. minor? Brasil Myrtaceae 190 - 285 8 esporos 11-14x25-45 _
Asterinella sp. Brasil Eugenia florida 133 - 268 56 - 80 x 24 - 34 20-31%x9-12 1-2

(Myrtaceae)

!Batista & Peres (1961); 2Dennis (1970); *Carvalho (2004)
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Figura 15: A-I. Asterinella (provavel sp. nov. no. 8) em folhas de Eugenia florida. A. Coldnias
na parte adaxial da folha. B. Corpos de frutificacdo. C. Tiriotécio. D. Hifas. E. Ascoma em
corte transverso vertical. F. Parafises. G. Asco bitunicado. H. Ascosporos imaturos. 1.

Ascosporos.
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8.4 Meliola manaosellae provavel variedade nova no. 1
Descricao:

Colbnias até 10 mm de diametro, escura, variavel, irregular para circular, na parte adaxial das
folhas, primeiro isoladas e dispersas, tornando-se as vezes confluentes (Fig. 16. A). Ascomas
94-141 um de diametro, epifilos, escuro, globosos, apresentando uma certa concavidade,
agrupados, as vezes isolados (Fig. 16. B e C). Células da parede 9-12 um de diametro, textura
angularis (Fig. 16. D). Micélio livre, setoso, escuro (Fig. 16. E). Hifas 5-7 um de diametro,
marrons, septadas, de ramificagdes irregulares ou opostas (Fig. 16. E). Apressorio 14-20 x 9-
12 um, capitado, alternos e unilaterais, nunca opostos (Fig. 16. F). Apressorio 12-18 x 6-9 um,
mucronado, opostos e unilaterais (Fig. 11. G). Setas 72-289 x 5-10 um, estreito, as vezes
ligeiramente curvado, septadas, truncada no apice (Fig. 16. H). Ascos bisporos, evanescentes
(Fig. 16. I). Ascosporos 30-38 x 10-18 um, marrons, oblongos, oblongo-cilindricos, lisos, 4
septos (Fig. 16. J).

Espécime examinado: Brasil: Rio de Janeiro, FLONA, 29 Jul. 2013. Em folhas de
Handroanthus ochraceus (Bignoniaceae). Leg. E.S. Barbosa. 10; (UFRRJ 290 ).

Preambulo: “O género Meliola formam um grupo de ascomicetos que pertence a familia
Meliolaceae, a qual pertence a ordem Meliolales, a familia possui 22 géneros (+ 12 sinbnimos)
e 1980 espécies (KIRK et al., 2008), distinguidas essencialmente pela planta hospedeira e suas
caracteristicas morfologicas (AINSWORTH et al., 1973). A ordem esta inserida dentro da
classe Pyrenomycetes a qual é usada em varios sensos ou sentidos, mas a maioria para fungos
com ascomas peritecidides com ontogenia ascohimenial e ascos unitunicados, frequentemente
com um dnulo apical, o termo “pyrenomycete” pode ser usado de maneira informal para
designar grupos de ascomycetos que apresentam ascomas na forma tipo vaso ou moringa
(KIRK et al., 2008). O género compreende numerosissimas espécies de habitos quase
exclusivamente tropical, sdo fungos que, via de regra, exigem para seu completo
desenvolvimento temperatura elevada, alta percentagem de radiacdo solar, agua e umidade,
no geral sua ocorréncia é frequente em arbustos e arvores de parques abertos, limitando sua
incidéncia, nas densas florestas tropicais, as folhas das copas mais elevadas (BATISTA et al.,
1960; AINSWORTH et al., 1973). Quanto ao modo de vida, a ordem Meliolales é considerada
um grande grupo de fungos foliculos e fitoparasitas ocorrendo em fragmento de Mata Atlantica
(PINHO et al., 2013), alguns fortes outros de poucos efeitos apreciaveis, atacando geralmente
as folhas, mas podendo estender sua acdo parasitaria ao peciolo foliar e ramos verdes
(BATISTA et al., 1960). Segundo Ainsworth et al. (1973), 0 género apresenta como principais
caracteristicas um micélio enegrecido, o qual forma um manto de paredes espessas,
regularmente ramificado, hifas septadas com presenca de hifopddios ou apressorios,
originando-se a partir de uma célula curta lateral, seus ascomas se dispdem de forma
superficial sobre o micélio, suportados como um ramo lateral ou inchaco, esféricos ou
achatados, com um peridio escuro composto por parede espessa, sdo astomatosos ou
frequentemente, com um ostiolo rudimentar, os quais sao glabros ou setosos. Os ascos possuem
uma fina membrana evanescente, apresentando de dois a quatro ou muito raramente oito
ascosporos na maturidade. Os ascosporos sdo marrons escuros de parede espessa, lisos,
maioria sao cinco células, parafises séo frequentemente presentes. ”
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Discussao:

O material em estudo pertence claramente ao género Meliola Fr. (Meliolaceae), por ser um
parasita das células epidérmicas de folhas, formando uma manta micelial setosa de coloracdo
enegrecida, caracteristica dos chamados mildios pretos, seu micélio superficial forma dois tipos
de hifopddios e possuem peritécio globoso, ascos evanescentes e ascosporos com cinco células,
marrons, o micélio quando visualizados em laminas sob microscopia Optica em laminas
confeccionadas o miceélio apresenta coloragdo marrom a marrom escuro.

Comparando-se 0 material encontrado com outras espécies de hospedeiras pertencentes a
familia Bignoniaceae de diversos paises, inclusive Brasil (Tabela 13), nota-se que o espécime
em estudo se mostrou préximo a algumas espécies: M. arrabidae var. irregulares, M.
manaosellae e o0 espécime em estudo apresenta ascosporos maiores e mais largos (30 - 38 x 10
- 18 pm) quando comparado com a espécie M. arrabidae var. irregulares (27 - 33 x 8 — 9,5
pum). Apesar de formar ascomas (94-141 um), apressorio captado (14 - 20 x 9 — 12 ) e
mucronado (12 - 18 x 6 - 91) de tamanho préximo a M. crescentia, difere por formar ascosporos
(30-38 x10-18 pum) pouco maiores e setas mais longas (72-289 um). A espécie de M.
manaosellae reportada em folhas de Manaosellae platydactylae proveniente do Brasil
(HANSFORD, 1956), também se mostrou muito préxima da espécie encontrada em Mata
Atlantica, porém difere por formar apressorios capitados pouco mais longos (14 - 20 um) e foi
reportada em hospedeiro distinto.

Neste estudo a espécie encontrada em Mata Atlantica, serd tratada como uma nova variedade
M. manaosellae var. nov.
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Tabela 13. Comparacéo entre espécies de Meliola encontradas em Bignoniaceae oriundas do Brasil e diferentes paises.

. APRESSORIO APRESSORIO
ESPECIES DE Meliola PLANTA LOCAL ASCOMA ASCOSPORO SETA CAPITADO MUCRONADO
HOSPEDEIRA (um) (um) (um)
(Hm) (m)
M. bignoniacearum var. Spathodeae bracteosae Suriname Até 180 40-48x 18- 23 350 x 7-9 17-24%6-8 13-18%6-8
weigeltii (Bignoniaeae)
) ) . -
M. asperipoda Bignoniaceae Brasil Até 250 40-46 x 15 - 17 250 % 6 - 8 23 (‘I‘gb’; dlg) 22 20-25%6-8
M. arrabidae var. irregulares 3 Bignoniaceae Panama Até 145 27-33x8-95 240x7-8 10-14%x5-8 10-15%x6-7
M. peruviana var. irregularia® Bignoniaceae Panama 107 - 125 22-25%x7-8 85 - 200 36 x7 ampuliforme
M. bidentada var. minor 2 Bignoniaceae Paraguay Até 170 34-39x9-10 480 x7 -9 18-26x8-10 13-22%x6-8
. . (2-4 Apice dentado)
M. bidentada var. elongata 5 Indeterminada Brasil 97 - 195 35-38x%x14-16 1000 - 1700 x 7 - 8 135-165%x8-95 135-16x55-7
Meliola sp. H. ochraceus Brasil 94 - 141 30-38x10-18 72-289x5-10 14-20x9-12 12-18x6-9

(Bignoniaceae)
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Tabela 13. Continuacéo

- APRESSORIO APRESSORIO
ESPECIES DE Meliola PLANTA HOSPEDEIRA LOCAL ASCOMA ASCOSPORO SETA CAPITADO MUCRONADO
(Hm) (Hm) (Hm)
(Hm) (um)
M. manaosellae! Mana(_)sella p_|atydactyla Brasil 150 33-38x13-15 290 x6 -8 10-14x8-11 14-19%x7-9
(Bignnoniaceae)
Tabebuia pentaphylla - )
6 - -
M. tecomae (Bignoniaceae) Porto Rico Ate 170 17 x 44 170 x 10 13-35 16-18x6
M. herteri’ Macfadyena unguis-cati Brasil 112 - 155 44-50.5% 13 - 19 - 14-19x95-14 14-255x55-9
(Bignoniaceae)
Crescentia sp.;
Crescentia cujete; N
Tabebuia petaphylla; nggﬁ‘fj’
Hetereophra Hondur,a'
M. crecentia 13 gma roxburgii; India: ' Até 140 27-32x10-13 200x7-8 12-18x7-11 11-16x6-8
Indeterminada o
: - Malasia;
(Bignoniaceae)
Meliola sp. H. ochraceus Brasil 94 - 141 30-38x10-18 72-289x5-10 14-20x9-12 12-18x6-9
(Bignoniaceae)
'Hansford (1956); *Hansford (1955); *Hansford (1961); “Stevens (1928); SBat. & Maia (1960); ®Stevens (1916); “Silva et al. (2012)
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Figura 16: A-J. Meliola (provéavel variedade nova no.l) em folhas de Handroanthus
ochraceus. A. Colbénias epifilas. B. Detalhe do peritécio. C. Ascoma em corte transverso
vertical. D. Células da parede. E. Micélio. F. Apressorio capitado. G. Apressorio mucronado.

H. Seta. I. Asco imaturo. J. Ascdsporo.
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8.5 Meliola provéavel espécie nova no. 9
Descricao:

Colbnias até 8 mm de diametro, escuras, localizadas na parte adaxial e abaxial das folhas,
maioria adaxial, circulares tornando-se irregulares, primeiro isoladas e dispersas, tornando-se
as vezes confluentes (Fig. 17. A). Ascomas 141-197 um de didmetro, anfigenos, escuros,
esféricos, isolados, as vezes agregados (Fig. 17. B, C e D). Células da parede 8-12 um de
didmetro, textura angularis (Fig. 12. E). Micélio livre e setoso, membranoso (Fig. 17. F). Hifas
7-10 um de diametro, marrons, septadas, de ramificagOes irregulares ou opostas (Fig. 17. F).
Apressorio capitado 11-25 x 8-14 um, alternos e unilaterais, nunca opostos (Fig. 17. G).
Apressorio mucronado 12-24 x 7-12 um, alternos e unilaterais, nunca opostos (Fig. 17. G).
Setas 169-407 x 10-12 um, marrons, retas, as vezes ligeiramente curvadas, septadas, atenuada
no apice (Fig. 17. H). Ascos bisporos, evanescentes (Fig. 17. I). Ascosporos 16-38 x 11-24 um,
marrons, oblongos, oblongo-cilindricos, lisos, 4 septos (Fig. 17. J).

Espécime examinado: Brasil: Rio de Janeiro, Paracambi. PNMCP, 19 Dez. 2031. Em folhas
de Olyra sp. (Poaceae). Leg. P.S. Medeiros. 19; (UFRRJ 289 ).

Discussao:

Espécies de Meliola associadas a folhas de diferentes membros da familia Poaceae séo listadas
na Tabela 8. Apds uma analise comparativa baseada nas caracteristicas dimensionais, 0
espécime em estudo apresentou-se proximo das espécies M. panici var. olyrae e M. panici var.
aristidae, porém, algumas diferencas foram observadas (Tabela 14): onde o espécime em estudo
apresenta ascomas menores (141 - 197 um diam.) e as espécies proximas 170 um e 205 um
diam., respectivamente; os ascosporos do espécime em estudo sdo menores e mais largos (16 -
38 x 11 - 24 um) quando comparados com M. panici var. olyra (36 - 41 x 14 - 16 um) e M.
panici var. aristidae (34 - 41 x 13 - 15 um); as setas sao idénticas; o apressoério capitado (11 -
25 um) mais curto que M. panici var. olyrae (20 - 35 um) e M. panici var. aristidae (18-28 um)
(Tabela 14). Uma outra espécie préxima a encontrada em Mata Atlantica é M. panici, formando
ascomas (150-200 um) e ascosporos (40 x 8-12 um) idénticos, porém diferindo nos apressorios
captados (16-20 x 6-8 um) e mucronados (12 um comp.) menores. Baseado nas diferencas
apresentadas, conclui-se neste trabalho que a espécie encontrada em Mata Atlantica, trata-se
provavelmente de uma espécie nova a ser em breve publicada de acordo o CIN.
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Tabela 14. Comparacéo entre espécies de Meliola em diferentes hospedeiras da familia Poaceaee o espécime encontrado em Olyra sp.

] . APRESSORIO APRESSORIO
ESPECIESDE | ANTA HOSPEDEIRA LOCAL ASCOMA ASCOSPORO SETA CAPTADO MUCRONADO
Meliola (um) (um) (um)
(Hm) (Hm)
M. panici ParF‘,'C' latifolii Porto Rico 150 - 200 40 x 8 -12 400 - 600 x 8 - 10 16-20 x 6 -8 12 comp.
oaceae
- - Oposto para
M. panici var. Olyra latifolia . )
olyrae? Poaceae Porto Rico Ate 170 36-41x14-16 420x8-10 20-35%x8-15 alternado,
ampuliforme
M. panici var Vertiveria zizanoidis Oposto para
- pani 5 Poaceae Sierra Leone Ate 150 36-44x14-17 300-600x9-11 20-38x10-51 alternado,
vertiveriae i
ampuliforme
M. panici var. Cyrtococeum longipes India Até 145 33-41x10-12 Até 600 comp. 21-30x9-17 14-17x7-8
macropodia Poaceae
M. panici var. Uniola virgata S0 Domingo Até 210 40-48x18-21 500 x 9 - 10 20-32x11-17 15-20%7-9
uniolae Poaceae
M. panici var. Panicum sp. Brasil Até 19 46-52x 16 -18 420%x9-11 20-30x 11 - 18 15-20x 8-10
major Poaceae
M. panicicola® Panici palmaefolii Camardes 110 - 150 30-35%x11-13 400-550x9-12 17-22x10-13 Raro, oposto
M. panici var. Panicum. Palmaefolium Filipinas Até 160 34-39x11-13 11009 - 11 13-22x8-14 12-15x6-8
panicicolal Poaceae
M. panici var. Aristida marginalis Brasil Até 205 34 - 41 x 13 - 15 [10-12] 400%7-9 18-28 x 10 - 14 15-20x6-8
aristidae Poaceae
M. Panici var. Vetiveria zizanoides India Até 149 38-45 x 15 -18 300 comp. 17-24x12-155  18-20x7-10
vetivericola Poaceae
. Olyra sp. .
Meliola sp. Poaceae Brasil 141 - 197 16-38x11-24 169 - 407 x 10 - 12 11-25%x8-14 12-24x7-12

Saccardo (1905); 2Hansford (1956); *Housagoudar (1998); “Hansford (1955); *Sydow & Sydow (1914); *Hansford (1961); ‘Gawande et al. (2004).
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Figura 17: A-J. Meliola (provavel espécie nova no. 9) em folhas de Olyra sp. A. Coldnias
anfigenas. B-C. Peritécio em maior detalhe. D. Ascoma em corte transverso vertical. E. Células
da parede. F. Micélio. G. Apressorio capitado e apressério mucronado. H. Seta. I. Asco
imaturo. J. Ascdsporo.
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8.6 Meliola sorindeiae

Descricao:

Colbnias 8 mm de didmetro, circulares para irregular, epifilas, isoladas e dispersas, as vezes
tornando-se confluentes (Fig. 18. A). Ascomas 113-141 um de didmetro, escuros, esférico,
maioria isolados (Fig. 18. B, C, D e E). Células da parede 9-12 um de diametro, textura
angularis (Fig. 18. F). Micélio livre, setoso, membranoso (Fig. 18. G). Hifas 7-8 um de
didmetro, marrons, septadas, retas, de ramificacOes irregulares ou opostas (Fig. 13. G).
Apressorio 12-24 x 7-10 um, mucronados, opostos e unilaterais (Fig. 18. H). Apressorio 11.5-
21 x (7) 9-12 um, capitados, alternos e unilaterais, nunca opostos (Fig. 18. I). Setas 145-241 x
7-12 um marrons, erectas, algumas ligeiramente curvadas, septadas, bifurcadas no apice (Fig.
18. J e K). Ascos bisporos, evanescentes (Fig. 18. L). Ascosporos 35-45 x 12-16 (17) pm,
marrons, oblongos, oblongo-cilindricos, lisos, 4 septos (Fig. 18. M).

Espécime examinado: Brasil: Rio de Janeiro. Paracambi, PNMCP, 7 Dez. 2013. Em espécie
de Astronium graveolens (Anacardiaceae). Leg. P.S. Medeiros. 14; (UFRRJ 288).

Das espécies reportadas em Anarcadiaceae (Tabela 15), M. sorindeiae Hansf. & Deighton
(Hansford & Deighton, 1948) encontrada em folhas de Sorindeia juglandifolia mostrou-se
muito proxima da espécie encontrada na Mata Atlantica, cujos ascos, ascomas, ascOsporos sao
idénticos e cabe mencionar que as setas sao divididas dicotomicamente no apice como a espécie
em questdo. Logo o nome aceito para abrigar a espécie encontrada na Mata Atlantica é M.
sorindeiae e este é o primeiro relato desta espécie para este hospedeiro no Brasil e no mundo.
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Table 15. Comparacao entre espécies de Meliola relatadas em Anacardiaceae e 0 espécime em estudo encontrado no Brasil.

. APRESSORIO APRESSORIO
ESPECIES DE Meliola PLANTA LOCAL ASCOMA ASCOSPORO SETA CAPTADO MUCRONADO
HOSPEDEIRA (um) (um) (um)
(Hm) (Hm)
M. brachyodontal Croton curranil Venezuela 140 - 190 32-36x12-14 160-300 X 6.5-7.5 13-19x7-8 20x 7
Euphorbiaceae
M. geniculata var. minor? Unknown Anarcadiaceae Peru Até 150 29-35x12-14 280x7-9 12-16x8-10 12-17%x7-9
M. weigeltii® Astronium sp. Paraguai Até 150 37-42x13-16 - - -
Anacardiaceae
M. weigeltii var. fraxinifolii¢ ~ /\Stronium fraxinifolium Brasil 135 - 175 325-375%x125-165  160-220x5-75  125-17x6-10 13.5-17.5x7.5-10
Anacardiaceae
Meliola sorindeiag® Sorindeia juglandifolia o oo Até 200 38-47 x 15 - 16 220%7-8 17-24x8 - 10 20-24x6-7
Anacardiaceae
Meliola sp. Astronium graveolens Brasil 103 - 150 35-45x 12 - 17 145 - 241 x 7 - 12 12-23x7-12 12-24x7-10

(Anacardiaceae)

1Sydow (1930); 2Hansford (1955); *Saccardo (1895); “Batista et al. (1966); *Hansford & Deighton (1948)
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Figura 18: A-M. Meliola sorindeiae em folhas de Astronium glaucolens. A. Col6nias epifilas.
B-C. Detalhe do peritécio. D. Peritécio e seta bifurcada vista em (MEV). E. Ascoma em corte
transverso vertical. F. Células da parede. G. Micélio. H. Apressdrio mucronado. I. Apressério
capitado. J. Seta bifurcada. K. Seta bifurcada vistaem (MEV). L. Asco imaturo. M. Ascosporo.
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8.7 Myriangium provavel espécie nova no. 10

Descricao:

Corpos de frutificacdo 188-564 x 141-329 um, estromaticos, anfigenos, superficiais, maioria
epifilos, raramente hipofilos, escuros (Fig. 19. A e B). Estroma 120-288 x 154-624 um (Fig.
19. CeE). Loculos 32-56 x 16-29 um (Fig. 19. E). Células da parede 5-10 um diametro, textura
angularis, marrons a marrom escuras (Fig. 19. D). Ascos 29-46 (48) x 21-36 um, globosos,
subglobosos, obovoides, bitunicados, 8 esporos, ocorrendo em l6culos individuais, espalhados
ou agrupados, tecido hamatecial ausente (Fig. 19. F e G). Mecanismo jach-in-the-box (Fig. 19.
H). Ascdsporos 14-24 x 7-10 um, dictiospéricos, oblongos, hialinos (Fig. 19. I).

Espécime examinada: Brasil: Rio de Janeiro, Paracambi, PNMCP. 7 Dez. 2013. Em espécie
de Ctenanthe sefora (Marantaceae). Leg. P.S. Medeiros. 13; (UFRRJ 284).

Discussao:

O género Myriangium contém cerca de 50 espécies reconhecidas atualmente, ocorrendo em
varias hospedeiras dentre elas as familias: Oleaceae Hoffmannseg & Link, Sapindaceae Juss.,
Cornaceae Jussieu, Rutaceae Juss., Caricaceae Dumort., Rosaceae L., Ericaceae Juss.,
Aquifoliaceae Bartl., Cyrillaceae Endl., Fabaceae Lindl., Violaceae Batsch., Casuarinaceae R.
Br., Poaceae (R. Br.) Bamh. (Tabela 16). O espécime em estudo é um membro da familia
Myriangiaceae Nyl. (1854) e forma ascostromas superficiais, com um unico asco em cada
I6culo ascomatal, ascos globosos, fissitunicados e ascosporos muriformes, hialinos.

Este € o primeiro relato deste fungo nesta familia hospedeira, ou seja Maranthaceae, e quando
comparado com algumas espécies ja reportadas em outras familias de diferentes locais (ver
Tabela 16), o fungo mostrou-se préximo de algumas espécies tais como: M. citri, M. montagnei
e M. guaraniticum. Onde M. citri, apesar de formar estromas pouco mais estreitos (200-600
um) e ascos de comprimento idéntico (32-50 um), formam ascosporos (22-32 um) mais longos
e parasitam hospedeiros distintos, ou seja, Gleditsia (Fabaceae) e Cytrus, (Rutaceae). M.
montagnei forma ascosporos pouco mais longos (18-36 um) e parasitam hospedeiros distintos,
ou seja, Acacia (Fabaceae); Hymenanthera (Violaceae) e Casuarina (Casuarinaceae). Ja, M.
guaraniticum talvez seja a espécie mais proxima da encontrada, porém difere destas e das
demais listadas na Tabela 16, por formar ascomas, abrindo-se por fissuras lobuladas, diferindo
das outras que se abrem por deliquescéncia das células da camada superior do ascoma (Von
Arx, 1963). Conclui-se que o espécime encontrado na Mata Atlantica se trata de uma provavel
espécie nova.
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Tabela 16. Comparacdo entre espécies de Myriangium em diferentes familias a partir de diferentes paises e o espécime estudado.

ESPECIE DE PLANTA AR oeAL ESTROMA ASCO ASCOSPORO
Myriangium HOSPEDEIRA (rm) (rm) (um)
PLANTA
Fraxinus; Acer; Nyssa;
Cytrus. Carica
M. duriaei Ségl'ﬁg‘;i";‘:e Ramos - 180 - 320 x 200 - 800 37 - 50 diam. 18-36x9- 15
Cornaceae, Rutaceae
Caricaceae)
Crataegus; Vaccinium;
llex; Acer; Cyrilla América do
M. asterinosporum? (Rosaceae, Ericaceae, Ramos Norte 200 - 700 larg. - 25-34x9-14
Aquifoliaceae,
Cyrillaceae)
_ . Europa,
M. citrit (Rlifgg;é Gplgﬂgi'eie) i Africa, 200 - 600 larg. 32 - 50 diam. 22-32x9-12
: América
Acacia; Hymenanthera;
. Casuarina Australia
1 ’ _ _ _ -
M. montagnei (Fabaceae, Violaceae, Ramos Nova Zelandia 18-36x7-12
Casuarinaceae)
M. guaraniticum® Arvore indeterminada - Brasil - 38 - 45 diam. 23-28%x9-12
M. haraeanum Phy”oiéic;c'zg’e‘;ber”'a . Asia i 35-52x34-48  32-44x14-17
Myriangium sp. Cg&”;';ﬁgig;g;a Folhas Brasil 120 - 288 x 154 - 624 29 - 46 [48] x21-36  14-24x7-10

Von Arx (1963)
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Figura 19: A-1. Myriangium (provavel espécie nova no. 10) em folhas de Ctenanthe sefora. A.
Folha com estromas. B. Corpo de frutificacdo estromatico em detalhe. C. Ascoma estromatico

em corte transverso vertical. D. Células da parede. E. Ascoma em maior detalhe mostrando
ascos em loculos individuais. F. Ascos bitunicados. G. Asco. H. Mecanismo jack-in-the box.

I. Ascdsporo.
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8.8 Perisporiopsis provavel espécie nova no. 11

Descrigao:

Colbnias até 20 mm de diametro, escuras, circular, elipticas, irregular, confluentes, hipofilas
(Fig. 20. A e B). Micélio marrom para escuro, superficial, hipofilo. Ascomas 133-181 x 154-
222 um, globoso, marrom-alaranjados para escuros, hipofilos, agrupados na superficie da planta
hospedeira, abrindo-se pela deliquescéncia das células superiores da parede (Fig. 20. C e D).
Células da parede 6-7 um, marrons, textura globosa para textura angularis (Fig. 20. E).
Parafises 2-3 um, coloracdo palida, septadas, ramificadas (Fig. 20. F). Ascos 67-100 (107) x
25-35 um, cilindrico-clavados para clavados, as vezes principalmente clavados (Fig. 20. G).
Ascdsporos 41-50 x 10-13 um, hialinos para marrons, elipséides, 1-septo (Fig. 20. He I).

Espécime examinado: Brasil: Rio de Janeiro, FLONA, 29 Jul. 2013. Em folhas de
Erythroxylum pulchrum (Erythroxylaceae). Leg. E.S. Barbosa. 10; (UFRRJ 287).

Discusséo:

No Brasil, foram reportadas algumas espécies de Perisporiopsis em hospedeiros
distintos (ver Tabela 17) sendo que P. lantanae, forma ascdsporos com mais de 1 septo, bem
como o anamorfo descrito tem conidioma picnidial, tratando-se de um fungo distinto do fungo
aqui tratado, que tem como anamorfo o hifomiceto Septoidium (SIVANESAN 1984; KIRK et
al., 2008; BARRETO et al., 1995) e somente 1 septo no ascésporo; a outra espécie, P.
struthanthi que forma ascdsporos com mais de 3 septos e maiores 60-65 x 12-15 pum, ascos
maiores 80-140 x 25-40 um; ja P. fusispora dentre outros, ascosporos mais longos 50-90 um.
P. torrendii e P. brasiliensis formam estruturas também distintas ao do espécime encontrado
na Mata Atlantica. Cabe mencionar que o género ndo teve um tratamento adequado nos ultimos
anos, sendo necessaria a revisdo do mesmo, pois as estas espécies, estavam previamente
acomodadas em Parodiopsis Maubl. (BAKER 1955). Uma outra espécie ja foi reportada no
cerrado brasileiro (AMORIM & INACIO 2005) no mesmo hospedeiro, ou seja, em
Erythroxylum sp., diferindo por formar ascosporos menores 24-33 (35) x 7-10 um e outras
caracteristicas idénticas, tratando-se provavelmente de mesma espécie. Contudo, o espécime
encontrado em E. pulchrum, trata-se provavelmente de uma nova espécie a ser publicada de
acordo com o CIN.
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Tabela 17. Comparacgéo entre espécies de Perisporiopsis em diferentes hospedeiros oriundos
do Brasil.
ESPECIES DE PLANTA LOCAL ASCOMA ASCO ASCOSPORO
Perisporiopsis HOSPEDEIRA (um) (um) (um)
Lantanae camara . 66 - 98 x 17 - 22 35-49%x8-10
1
P lantanae (Verbenaceae) Brazil 122 -190 % 95 - 163 8 esporos 2 - 3 septos
P. struthanthi2 StLr”that”rfh“S P Brazil  250-300x200-250  80-140 x 25 - 40 60 - 65 x 12 - 15
(Loranthaceae) 8 esporos 7 septos
50-90x8-14
P. fusispora3 I&%%;gg:g)s Brasil 130 - 210 70 -110 x 30 - 40 1 -3 septos
P. torrendii® Buddleja sp. Brasil  205-250x 105-245  110- 146 x 24 - 27 40-45x10-135
(Buddlejaceae) 1 septo
P brasiliensis® Tapirira guyanensis Brasil Até 225 87 - 113 x 47 - 62 27-38x12-15
(Anacardiaceae) 1 septo
- A Erythroxylum sp. . 127.2-180 x 108-168
5 - - - -
Perisporiopsis sp. (Erythroxylaceae) Brasil (180) 60-89 (105) x 21-35 24-33 (35) x 7-10
Erythroxylum
Perisporiopsis sp. pulchrum Brazil 154 - 222 diam. 67 - 100 [107] x 25 - 36 41-50x10-13
(Erythroxylaceae) 4 - 8 esporos 1 septo

1Barreto et al. (1995); 2Hennings (1904); *Von Arx & Muiller (1962); “Sivanesan (1984), “Batista & Nascimento (1956),
“Batista, Maia & Vital (1957); SAmorim & Inacio (2005)
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Figura 20: A-l. Perisporiopsis (provavel espécie nova no. 11) em folha de Erytroxylum
pulchrum. A-B. Colbnias dispostas na parte abaxial da folha. C. Corpos de frutificacdo em
maior detalhe. D. Ascoma em corte transverso vertical. E. Células da parede. F. Paréfises. G.
Asco bitunicado. H. Ascosporos imaturos. 1. Ascosporo.
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8.9 Scolecobonaria provavel espécie nova no. 12
Descricao:

Corpos de frutificagdo 94-169 um de didmetro, epifilos, isolados, globosos, achatados
formando uma ligeira concavidade, escuros, ndo setosos (Fig. 21. A, B e C). Células da parede
5-12 um de diametro, textura angularis, marrom-olivacea (Fig. 21. D). Ascos 35-67 x 7-17 um,
clavados, bitunicados, subcilindricos, obovoides, as vezes ligeiramente obtuso no apice, 6 - 8
esporos, aparafisados (Fig. 21. E e F). Ascospdros 29-62 x 3-4 um, filiformes, hialinos, 6-13
septos transversais, retos, maioria curvados (Fig. 21. G).

Espécime examinada: Brasil: Rio de Janeiro, Paracambi, PNMCP. 7 Dez. 2013. Em espécie
de Chromolaena maximilliani (Asteraceae). Leg. P.S. Medeiros. 13; (UFRRJ 294).

Discussao:

O género Scolecobonaria Bat. n. gen. foi descrito por Batista & Cifferi (1962), o qual
apresenta um micélio peliculoso (como uma crosta fina), hifas olivaceas ou marrons, néo
setosas, ndo hifopodiadas, peritécios globosos ou globosos depressivos, ascos com 6 - 8
esporos, aparafisados e ascosporos, cilindro-alongados multiseptados, hialinos. Os autores
ilustram muito bem a espécie S. lithocarpi (Miller & Bonar) Bat. n. comb. considerada espécie
tipo do género.

Os autores no mesmo trabalho consideram a espécie Limacinia filiformis W. Yamam
(1956) como sinénimo da espécie Scolecobonaria filiformis (W. Yamam) Bat. (1962), que é
considerada atualmente a espécie tipo do género. Von Arx & Miiller (1975), em uma re-
avaliacdo dos ascomicetes bitunicados, fornece chaves de identificacdo para varias familias e
géneros, e ressalta o género Limacinia Neger, considerando como sinébnimos do mesmo 0s
géneros: Xystozukalia Theiss. (1916), Ceramothyrium Batista & Maia (p. 115) (1956), Globoa
Batista & Maia (1962), Euceramia Batista & Ciferri (1962), Scolecobonaria Batista (1962),
Uloseia Batista (1963).

Yamamoto, (1957) fornece uma chave de identificagdo do género Limacinia,
considerando como caracteristica principal de diferenciacdo entre as espécies 0s ascOsporos e
sua morfologia, assim como o numero de septos, descrevendo L. filiformis a qual forma
ascosporos filiformes com 5 - 13 septos, como descrito por Batista & Ciferri (1962), assim
como formam peritécios globosos depressivos a subglobosos, ascos ovalados ou clavados,
aparafisados e esporos hialo-fragmos, semelhante ao espécime estudado (Tabela 18).

Atualmente, existem duas espécies de Scolecobonaria validadas que foram descritas por
Batista & Cifferi (1962), ambas ocorrendo em hospedeiros distintos, S. filiformis (W. Yamam.)
Bat. em Citrus maxima (Burm.) Merr. e S. lithocarpi ocorrendo em folhas vivas de Lithacarpus
densiflorus (Hook & Am.) Rehder. Cabe mencionar que, a familia, a ordem e a classe ao qual
pertence o género Scolecobonaria encontra-se em posicao taxdnomica incerta e que L. filiformis
é tratada como nome atual S. filiformis.

O espécime estudado apresenta dimensdes morfométricas distintas das demais espécies,
formando ascomas menores com até (169 um) de diametro, comparado com a espécie S.
filiformis que forma ascomas com até (272 um) de didmetro e a espécie S. lithocarpi que forma
assomas com até (220 um) de diametro. O espécime em estudo também forma ascos (35 - 67 x
7 - 17 um) e ascosporos (29 - 62 x 3 - 4 um) mais curtos e mais estreitos, quando comparados
com as demais espeécies (Tabela 18). Conclui-se que, o espéecime encontrado trata-se de uma
espécie pertencente ao género Scolecobonaria em fungdo de suas semelhancas gerais, sendo
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considerada uma provavel espéecie nova em funcgéo de suas diferencas morfométricas em relacao
as demais espécies validadas atualmente, como também é considerado nesse estudo o primeiro
relato do género Scolecobonaria ocorrendo na familia Asteraceae sobre folhas de C.
maximilliani no Brasil.
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Tabela 18. Comparacéo entre espécies de Scolecobonaria validas atualmente e o espécime encontrado em Asteraceae.

ASCOMA CELULAS DA ASCO ASCOSPORO
FUNGOS PLANTA HOSPEDEIRA (um) PAREDE (um) (um) (um)
58 -85 x 18 - 23 46-76x4-6
8 esporos, 5 - 13 septos,
Scolecobonaria Citrus maxima 187 - 272 clavados, cilindricos
filiformis! (Rutaceae) diam. i pedicelo curto, alongados, retos a
aparafisados curvados, hialinos
55-87x12-20 40-66%3-6
6 - 8 esporos, 6 - 12 septos,
Scolecobonaria Lithocarpus densiflorus 175 - 220 subcilindricos a cilindricos
lithocarpit (Fagaceae) diam. 35-10x25-8 elipséides, séssil,  alongados, retos a
p g p g
aparafisados curvados, hialinos
35-67x7-17 29-62x3-4
6 - 8 esporos, 6 - 13 septos,
L . Chromolaena maximilliani i n clavados, filiformes, retos a
Especime encontrado (Asteraceae) 94 - 169 diam. 5 - 12 diam. subcilindricos, curvados, hialinos
obovoides,

aparafisados

!Batista & Ciferri (1962)
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Figura 21: A-G. Scolecobonaria (provavel espécie nova no. 12) em folhas de Chromolaena
maximilliani. A. Folhas com frutificagfes. B-C. Ascomas. D. Células da parede. E. Ascos. F.
Asco em detalhe. 1. Ascosporos.
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9. CAPITULO IV

CARACTERIZAC}'AO MORFOLOGICA DE FUNGOS
ENDOFITICOS DARK SEPTATE

FEDS - AM 101

Apos incubagdo em meio BDA, AM, EAM e EA (bloco), EAM, EFM e EFM fitotron,
verificou-se o crescimento de coldnias fungicas em todas as placas tendo o crescimento iniciado
a partir de um fragmento de micélio do fungo isolado na forma de disco com 7 mm de didmetro
(Fig. 22). Todas as col6nias fungicas foram analisadas quanto a textura, coloracdo e didmetro
(Tabela 19). Laminas foram preparadas e analisadas para verificacdo de estruturas tipicas de
reproducdo como células conidiogénicas, conidioforos e esporos (Fig. 23 a 29).

9.1 Isolado AM 101 provavel espécie nova no. 13
Descricao:

De acordo com as analises das caracteristicas morfoldgicas a partir de laminas
observadas sob microscopia éptica com base em todos os tratamentos, o isolado apresentou
caracteristicas de esporulacdo, apresentando: Hifas lisas, marrons, septadas, ramificadas (Fig.
23. A “seta vermelha”), em determinado momento ocorre a formacdo de lacos ou
enovelamentos (Fig. 23. B; Fig. 28. B “seta vermelha”), como também de feixes de hifas tipo
(rizomorfa) (Fig. 26. A “seta vermelha”). Células conidiogénicas indistintas. Conidiogénese
holoblastica. Conidios fusiformes, elipsoides, as vezes subglobosos, ndo septados, truncados na
base, marrons escuros, 1-12 conidios, catenulados (Fig. 25. F “seta vermelha”), as vezes
ocorrendo formacdo de cadeias laterais (Fig. 24. D e Fig. 26. D “seta vermelha™) ou solitarios
a partir da hifa (Fig. 24. C; Fig. 26. C “seta vermelha”). As vezes a hifa apresenta estruturas
tipo apressorio capitado (Fig. 28. C, D “seta vermelha”). Clamiddsporos intercalares ou
terminais (Fig. 28. E “seta vermelha”).

Nota: Dados morfométricos do micélio dos isolados sob todos os tratamentos, mostram-
se similares, com poucas diferencas. O maior diametro de hifa, foi observado no tratamento
com EFM [3-5 um] e o menor didametro em meio BDA (2-4 um). Os conidios apresentaram
similaridades nas medigdes sendo os mais largos observados a partir do meio AM [7-11 um] e
0 maior comprimento a partir do EAM (bloco) (10-17 um). A partir do tratamento com EFM
ndo foram observados conidios. O menor didmetro formado pelos “lagos“ ou “loops”, foi
observado no tratamento com EFM (fitotron) (15-20 um) e o maior em EAM com (21-62 pum).
Foram observadas estruturas, embora poucas, tipo apressorio no tratamento com EFM (9-13 x
3-5 um). No tratamento com EA (bloco) foram observados feixes de hifas tipo Rizomorfas
apresentando didmetro de (12-29 um).

Espécime examinada: Brasil: Roraima, Municipio de Caracarai, Set. 2009/ Mar. 2010. Em
raizes de Oryza glumaepatula Steund. Leg. J. E. Zilli; (COFMEA).

O fungo encontrado, apresenta algumas similaridades com o género Mammaria Ces.

(DOMSCH, GAMS & ANDERSON 1980), porém, com base na literatura, este ndo forma
conidios em cadeia como o fungo em estudo. Cabe mencionar que, o género Wardomyces
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Brooks & Hansf. também mostrou-se similar, porém difere por formar células conidiogénicas
aparentemente peniciladas e poliblasticas ou em alguns casos aneladas, formando conidios as
vezes em cadeia mas, nota-se que o fungo difere ao encontrado em Oryza. A analise molecular
néo foi efetuada para o isolado em quest&o, mas, estudos anteriores (RIBEIRO 2011) indicam
tratar-se seguramente de uma nova espécie, sendo necessario estudos adicionais visando a
caracterizacao efetiva da mesma.
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Tabela 19: Caracteristica do isolado AM 101 quanto a coloracgéo, textura, margem, reverso e didmetro das col6nias apds de 12 dias em diferentes
meios de cultura e extratos.

CARACTERISTICAS FENOTIPICAS — FEDS AM 101

MEIOS DE
CULTURAE
EXTRATOS

BDA

AM

EAM (bloco)

EA (bloco)

EAM

EFM

EFM (fitotron)

COLORACAO

Esbranqui¢ado com
tonalidades acinzentadas nas
margens

Centro cinza escuro com
faixa concéntrica de
tonalidade marrom claro
tornando-se em faixa mais
escurecida, formando uma
faixa cinza proeminente
tornando-se olivacea na
margem

Cinza escuro

Cinza escuro

Cinza escuro com tons de
olivaceo

Marrom olivaceo enegrecida

Cinza enegrecido com tons
de marrom olivaceo

TEXTURA DA

COLONIA

Cotonosa

Cotonosa

Algodonosa/
Aveludada

Algodonosa/
Aveludada

Cotonosa

Aveludada

Cotonoso

TEXTURA DA

MARGEM

Fibrosa

Fibrosa

Suave

Ligeiramente
fibrosa

Indistinto

REVERSO

Centro cinza escuro, graduando-se em
faixas concéntricas de tonalidade
cinza-claro até a margem olivaceo-
clara

Centro cinza escuro graduando-se em
faixas concéntricas de tonalidades
cinza escuro tornando-se marrom

escuro em faixa larga até a margem
olivacea escura

DIAMETRO

80.01 mm

81.12 mm

77.87 mm

79.55 mm

56.69 mm

17.79 mm

20.28 mm

93



Figura 22: Col6nias do isolado AM 101 (provavel espécie nova no. 13) A-B. em BDA
apos 12 dias a 30 °C, (visdo de frente/reverso da placa, respectivamente). C-D. em AM
apos 12 dias a 30 °C (visdo de frente/reverso da placa, respectivamente). E. em EAM
(bloco) ap6s 12 dias a 28 °C (visdo de frente da placa). F. em EA (bloco) apds 12 dias a 28
°C (visdo de frente da placa). G. em EAM apds 12 dias a 28 °C (visdo de frente da placa).
H. em EFM ap6s 12 dias a 28 °C (visao de frente da placa). I. em EFM apds 12 dias a 29
°C (dia) / 24 °C (noite) em fitotron (viséo de frente da placa).
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Figura 24. A-F: Laminas do isolado AM 101 a partir do micélio crescido em meio AM.
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Flgura Zé AF: Lamlnas do Isolado AM 101 a partir do micélio crescido em EA (bloco).
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Figura 28. A-F: Laminas do isolado AM 101 a partir do micélio cregcido em EFM.
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Figura 29. A-C: Laminas do isolad

FEDS - AM 102

Apos incubagdo em meio BDA, AM, EAM e EA (bloco), EAM, EFM e EFM fitotron,
verificou-se o crescimento de colbnias fungicas em todas as placas tendo o crescimento iniciado
a partir de um fragmento de micélio do fungo isolado na forma de disco com 7 mm de diametro
(Fig. 30). Todas as col6nias fungicas foram analisadas quanto a textura, coloracdo e diametro
(Tabela 20). Laminas foram preparadas e analisadas para verificacdo de estruturas tipicas de
reproducdo como células conidiogénicas, conidioforos e esporos (Fig. 31).

9.2 Isolado Cladosporium sp. provavel espécie nova no. 14

PreAmbulo: “O fungo Cladosporium Link: Fr. (1816), é um dos maiores e mais
heterogéneos géneros de Hiphomycetos, sendo considerado um dos que mais dispersam
esporos no ar, embora em climas quentes e secos podem ser excedidos por Alternaria e em
climas Uamidos por Curvularia ou Drechslera (KIRK et al.,2008). Ndo muito recentemente,
todos os tipos de fungos Hiphomycetos dematiaceos ndo relatados apresentando
caracteristicas conidiais amero e phragmospéros formados em cadeias acrdépetas eram
considerados como Cladosporium (BENSCH et al., 2012). Segundo David (1997); Ogorek et
al. (2012), a espécie C. herbarum (Pers: Fr.) Link (lectotype, Clements & Shear, 1931: 395) é
a espécie tipo do género cujas principais caracteristicas morfoldgicas do grupo sao:
Conididforo caespitoso, macronematoso, septado, ereto, proliferacédo simpodial ou raramente
monopodial. Célula conidiogénica determinada ou indeterminada, com cicatrizes presente no
loco conidiogénico e no conidio, unilocos ou multilocos. Loco conidiogénico apical e lateral
aparecendo sucessivamente no arranjamento simpodial. Ontogenia conidial, blastica,
hologeneas. Conidio solitario ou catenulado, cadeias sdo hologeneas, acropeta, simpodial,
conidio delimitado por um Unico septo basal e separando-se esquizoliticamente, conidio
aseptado ou com poucos septos transversais. Cicatrizes conidiogénicas, protuberantes, grossas
e melanizadas, caracteristicamente “coronada’, derivada do desenvolvemento de uma forma
tipo rim no ponto da abscissdo e um monticulo central no Gltimo ponto de conexdo. A espécie
C. tenuissimum Cooke, 1878, a qual foi originariamente isolado a partir da bainha de planta
(Zea mays), foi caracterizada por possuir longos e finos tufos flexuosos e pequenos, mas
abundantes esporos (SACCARDO 1886), também isolado a partir de mais de 40 espécies de
plantas diferentes e varios substratos como o ar, o pao, o solo, a 4gua, folhas mortas, galhos e
ramos, é considerada uma espécie cosmopolita, mas ocorrendo especialmente em paises de
clima tropical (ELLIS 1976; BENSCH et al., 2012; OGOREK et al., 2012). Filogeneticamente,
foi a espécie que mais proxima ficou ao espécime em estudo. Segundo Ellis (1976), baseado no
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isolamento de diferentes hospedeiros e fontes, C. tenuissimum forma colénias efusas ou seja,
espalhadas, densamente feltrosas, em cultura como em meio Agar malte sd0 comumente
palidas e acinzentadas como igualmente observado em nossos estudos, seus conidiéforos séo
muitos longos, as vezes até 800 um ou mais, estreitos para ligeiramente curvados, meio marrom
escuro, liso, 3-6 um de espessura, ligeiramente inchado ou néo inchado, unilateralmente
inchado no apice e sem nodos inchados caracteristica da espécie proximamente relacionada
C. oxysporum. Seus conidios se apresentam de forma catenulada, cilindricos, elipsoidais,
limoniformes ou sub-esféricos, muito variavel em tamanho como na forma, palido ou marrom
olivaceo muito pélido, lisos ou ocasionalmente verrucoso, 3-25 x 3-6 um. De acordo com
analise filogenética baseada nos dados de sequenciamento da regido ITS comparada com
outras sequéncias depositadas no banco de dados do Centro Nacional de Informacoes
Biotecnologicas (NCBI) através do programa de Ferramenta Basica de Procura de
Alinhamento Local (BLAST), observou-se que o isolado ERR 04 se posiciona apenas a nivel de
género, apresentando similaridade com 36 espécies de Cladosporium (Figura 32). Entretanto,
na andlise das sequéncias concatenadas da regido ITS e da regido alfal- TEF, foi possivel
observar que o isolado ERR 04 ficou muito proxima da espécie C. tenuissimum, uma vez que
apresentaram similaridade proxima a 99% (Figura 33). Em alguns géneros de fungos,
estruturas morfoldgicas distintas sdo formadas e carecem de terminologia diferenciada para
um melhor entendimento no momento de classificar determinada espécie (CROUS et al., 2007).
Schubert et al. (2007), a partir das analises de sequenciamento multilocos e caracteristicas
morfolégicas a partir de culturas de espécies pertencentes ao complexo Cladosporium
herbarum, que por sua vez € representado por cinco espécies, reportam que os conidioforos
variam em comprimento e largura e eles proprios podem se ramificar. Uma outra importante
caracteristica € a localizacdo onde os conidios se formam. Segundo Schubert et al. (2007),
diferentes tipos de conidios sdo formados por espécies de Cladosporium (Figura 31) e
diferentes termos sdo adotados como ilustrado na (Fig. 34) (BENSCH et al., 2012):
Ramoconidio sdo conidios que frequentemente apresentam 2-3 hilos em sua extremidade apical
ou mais de uma cicatriz, células conidiogénicas com mais de um loco conidiogénico séo
formados na regido apical do conidiéforo, tais regiGes do conidiéforo sdo denominadas
ramoconidios e eles se destacam do conidioforo a partir de um septo e funcionam como conidio
(KIRK et al., 2008). Os ramoconidios sdo caracterizados por serem truncados, apresentar uma
base indiferenciada, assim existe uma auséncia de hilo coroado conidial formado no mesmo
contexto da célula conidiogénica, e podem ser muito longos, asseptados a multi-septados
(CROUS et al., 2007). Embora inicialmente formados como parte do conidiéforo, eles atuam
como propégulos (SCHUBERT et al., 2007). O ramoconidio secundario também tem mais de
um hilo distal, mas sempre é derivado de um loco conidiogénico ou uma célula anteriormente
formada a qual pode ser uma célula conidiogénica ou um ramoconidio, sdo as vezes mais
curtos, porém mais largos que os ramoconidios, sdo muitas vezes septados e com uma base
estreita com um hilo coroado (SCHUBERT et al., 2007). Os conidios do género Cladosporium
apresentam um hilo basal coroado (CROUS et al., 2007) e quando formados em partes néo
ramificadas da cadeia apresentando um unico hilo séo chamados de unidades intercalares e
guando sdo formados nas pontas da cadeia sem nenhum hilo distal de conidios terminais
pequenos (SCHUBERT et al., 2007). Os conidios intercalares sdo maiores e mais pigmentados
e tem uma ornamentacdo na superficie diferenciada do que os conidios terminais pequenos,
esses Ultimos variam na forma podendo ser subglobosos, ovoides, elipsoides, fusiforme,
limoniforme a subcilindrico ou cilindrico (SCHUBERT et al., 2007; BENSCH et al., 2012). Os
conidios formados por espécies do género Cladosporium sdo formados em cadeias
acropetalicas, sendo que o ramoconidio basal ou o ramoconidio secundario possuem
nutrientes e metabolitos necessarios para produzir um ndmero de ramoconidio secundario
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adicionais que por sua vez produzem uma cadeia de conidios intercalares e finalmente dando
origem a uma cadeia de conidios terminais (Fig. 34) (BENSCH et al., 2012) .

Descricao:

De acordo com as caracteristicas morfologicas observadas sob microscopia Optica com
base em todos os tratamentos, o isolado apresentou estruturas morfoldgicas tipicas do género
Cladosporium, apresentando: Micélio superficial contendo hifas 2-5 um de didmetro, septadas,
ramificadas, hialinas, marrom-palidas a marrom escuras, parede ndo espessa, mas as vezes
ligeiramente espessa de coloragdo escura, lisa. Conidioforos 38-269 x 3-4 um,
macronematosos, micronematosos, solitarios, surgindo terminalmente ou lateralmente a partir
da hifa, eretos, retos, mas as vezes flexuosos, as vezes geniculados em direcdo ao apice, apice
com desenvolvimento simpodial apresentando cicatrizes laterais ou retos, cilindrico- oblongos,
hialinos para marrom palidos ou marrons, ndo ramificados ou ramificados, ramifica¢fes curtas
para um pouco longas, ocorrendo normalmente abaixo de um septo, parede ndo muito espessa,
lisas, as vezes escuras (Fig. 31. A-E), conidiéforos micronematosos 3-4 um diametro (Fig. 31.
H-1). Células conidiogénicas 8-26 x 3-4 um, integradas, terminais e intercalares, cilindrica-
oblongas, as vezes ligeiramente geniculadas no apice, hialinas para marrom-palidas, loco
situado em inchacos, mas nao se restringindo a ele. Ramoconidio (8) 12-60 (67) x 3-4 um, 0-1
(2) septo, cilindrico-oblongo, base truncada, 2-3 um de diametro (Fig. 31. F e G). Conidios 4-
9 x 2-4 um, catenulados, em cadeias ramificadas, 1-4 (5) conidios na parte terminal da cadeia
ndo ramificada, ramificacdes em todas as dire¢des, conidio terminal pequeno, subgloboso,
obovoide, limoniforme, globoso, asseptado (Fig. 31. L). Conidios intercalares 6-14 x 2-4 um,
0-1 septo, subcilindrico, elipsoidal, com dois hilos distais (Fig. 31. K). Ramoconidio secundario
10-20 x 2-4 um, 0-1 septo, elipsoidal, fusiforme, subgloboso, 2-3 hilas distais, marrom pélido,
parede n&o espessa, as vezes atenuado em diregdo a base (Fig. 31. J).

Espécime examinada: Brasil: Roraima, Municipio de Caracarai, Set. 2009/ Mar. 2010. Em
raizes de Oryza glomaepatula Steund. Leg. J. E. Zilli; (COFMEA).

O fungo em estudo pode ser considerado como uma espécie do género Cladosporium
(SCHUBERT et al., 2012), e de acordo com os resultados a partir das analises filogenéticas
estando muito proximo da espécie C. tenuissimum (BENSCH et al., 2012), mas baseado em
nossas observac@es dimensionais morfolégicas, o espécime em estudo ERR 04 difere da espécie
de C. tenuissimum por apresentar conidiéforos (38 - 269 x 3 - 4 um) e células conidiogénicas
[8 - 26 x 3 - 4 um] mais curtas, ramoconidio [(8) 12 - 60 (67) x 3 - 4 um] mais longos, conidios
terminais (4 - 9 x 2 - 4 um) e intercalares (6 - 14 x 2 - 4 um) um pouco mais longos e
ramoconidio secundario (10 - 20 x 2 - 4 um) mais curtos (Tabela 21), conforme essas
observacdes podemos inferir que o espécime em estudo trata-se de uma provavel espécie nova
pertencente ao género Cladosporium inserida no grupo dos FEDS.
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Tabela 20: Caracteristicas do isolado AM 102 em relacdo a coloragdo, textura, margem, reverso e didmetro das col6nias apds 12 dias em

diferentes meios de cultura e extratos.

CARACTERISTICAS FENOTIPICAS - FEDS AM 102

MEIOS DE B
CULTURAE COLORACAO
EXTRATOS

BDA Cinza amarronzado-claro com
margens claro-acinzentadas
AM Cinza amarronzado-claro com
margens claro-acinzentadas
EAM (bloco) Cinza esverdeada
EA (bloco) Cinza, olivacea
Cinza com tons mesclados em
EAM cinza claro e cinza escuro por
toda col6nia
Centro cinza olivaceo
EFM tornando-se enegrecida até a
margem
EFM Cinza escuro com tons de
(fitotron) marrom olivaceo

TEXTURA DA
COLONIA

Avelulada

Avelulada

Avelulada

Avelulada

Cotonoso

Cotonosa,

Cotonosa levemente

irregular

TEXTURA DA
MARGEM

Suave

Aveludada

Suave

Fibrosa

Suave

REVERSO

Cinza escuro com margem
claro-acinzentada

Cinza escuro com margem
claro-acinzentada

DIAMETRO

15.93 mm
18.31 mm

84.60 mm

83.80 mm

40.31 mm

22.13 mm

20.68 mm
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Figura 30: Colénias do isolado AM 102 (provavel espécie nova no. 14) A-B. em BDA
apos 12 dias a 30 °C (visdo de frente/reverso da placa, respectivamente). C-D. em AM ap06s
12 dias a 30 °C (visao de frente/reverso da placa, respectivamente). E. em EAM (bloco)
apos 12 dias a 28 °C (visdo de frente da paca). F. em EA (bloco) ap6s 12 dias a 28 °C
(visdo de frente da paca). G. em EAM apos 12 dias a 28 °C (visdo de frente da paca). H.
em EFM apo6s 12 dias a 28 °C (visdo de frente da paca). 1. em EFM ap6s 12 dias a 29 °C
(dia) / 24 °C (noite) em fitotron (viséo de frente da paca).
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Figura 31: A-L. Cladosporium sp. A-E. Conidiéforo macronematoso. F-G. Ramoconidio.
H-1. Conidioforo micronematoso. J. Ramoconidio secundario. K. Conidio intercalar. L.
Conidios.
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C. pseudiridis EF679383
C. subtilissimum EF679397
C. soldanellae IN906IS2
C. spinulosum EF679388

—— C. ramotenellum EF679384
C. tenellum EF679401
C. phlei IN906981
C. ossifragi EF679381
. sinuosum EF679386

" subinflatum EF679389

59— C. arthropodii IN906979

variabile EF679402

macrocarpum EF679375
iridis EF679370
herbarum EF679363
herbaroides EF679357
echinulatum JN906980
cucumerinum HMI148072
chubutense FJ936158
antarcticum EF679334
allii IN906977

C. allicinum EF679350
tenuissimum HM148197
scabrellum HM148195

pini-ponderosae FJ9361060
phaeocomae JF499837
myrtacearum HMI148117
iranicum HM148110
globisporum HM148096

Habelliforme HMI148092
colombiae FJ936159
chalastosporoides HM 148001
asperulatum HM147998
angustisporum HM147995
basiinflatum HM148000
colocasiae HM148067
exile HM148091

. gamsianum HM148095

inversicolor HM148101

. lycoperdinum HMI48115

. perangustum HMI48121

C. phvllophilum HMI48154

C. rectoides HM148193

C. subuliforme HMI148196

C. verrucocladosporioides HM148226

m{iﬁré’vi”eﬂe JF770450

C. acalyphae HM 147994
C. australiense HM147999
C. cladosporioides HM148003
C. delicatulum HMI148081
C. funiculosum HMI148094
C. hillianum HM148097
C. licheniphilum HMI48111
88| || C. paracladosporioides HM148120
C. phyllactiniicola HM148153
C. pseudocladosporioides HMI148158
C. silenes EF679354
C. varians HM148224
C. xylophilum HM148230
—— C. exasperatum HM148090
C. langeronii DQ780379
55" C. psychrotolerans DQ780386
C. aphidis IN906978
C. fusiforme DQ780388
C. velox DQ780361
60 C. sphaerospermum DQ780343

C. dominicanum DQ780353
———— C. halotolerans DQ780364
C. salinae DQ780374

0.005

~ ~
bl pA

ISISISISISIn Il el
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54

58

Toxicocladosporium irritans EU040243

Figura 32: Arvore filogenética baseada na regido ITS do rDNA do isolado AM 102 através do método
“Neighbor-joining” com calculo de distancia pelo modelo “Kimura’s 2-parameter” com analise de
Bootstrap com 1000 repeti¢des, usando o programa MEGA 6.0. A barra representa 0,5 substituicdes a
cada 100 nucleotideos.
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C. cucumerinum

C. subuliformnie

. cladosporioides

C. angustisporum
C. colocasiae

enUISSTMUm

AM 102
. gamsianum
C. acalyphae

C.inversicolor

C. australiense
C. verrucocladosporioides
Ccphaeocomae
. silenes

— [ C funiculosum
C. pseudocladosporioides

C. lycoperdinum
— E " rectoides
C. xylophilum

C. grevilleae
C. perangustum
C. myrtacearum
C. delicatulum
C. ﬂabelli{orme

C. asperulatum
C. varians
C. paracladosporioides
C. ‘exile
C. iranicum
C. globisporum
C. phylfoijhifum
C. licheniphilum
C f)h)ﬂactinitcola
C. chalastosporoides
C. hillianum

C. pini-ponderosae
99 |:|_— C. chubutense
78~ C. colombiae
B L [ C. exasperatum
C. scabrellum

62 99 C. basiinflatum
—|—EC. ramotenellum
C. arthropodii

C, spinulosum
C. subtilissimum
allicinum
C. subinflatum
. ossifragi
C. soldanellae
C. pseudiridis
C. tenellum
C. antarcticum
C. sinuosum
allii
C. echinulatum
C iridis
C, phlei
C. herbaroides
C. variabile
. herbarum

79 a7

97

84

93

CEHPO C. macrocarpum

— C. langeronii

g ———C C{JS}f'chroz‘ofemns
. aphidis

C. salinae

o I C. dominicanum

C. halotolerans
C. fusiforme
. sphaerospermum

86 C. velox

Figura 33: Arvore filogenética concatenada baseada na regifo ITS e alfal-TEF do rDNA do isolado
AM 102 através do método “Neighbor-joining” com calculo da distancia pelo modelo “Kimura’s 2-
parameter” com andlise de “bootstrap” com mil repeti¢des, usando o programa MEGA 6.0. A barra

representa 1 substitui¢des a cada 100 nucleotideos.
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Tabela 21. Comparacéo entre espécies de Cladosporium e o isolado AM 102 baseado no resultado filogenético.

N° DE CONIDIOS
. . . NA PARTE CONIDIO A .

ESPECIES DE : PAREDE DO CONIDIOFORO CELULA . . CONIDIO RAMOCONIDIO

CONIDIOFORO . - RAMOCONIDIO TERMINAL NAO PEQUENO ;

CLADOSPORIUM CONIDIOFORO MICRONEMATOSO  CONIDIOGENICA RAMIFICADA DA TERMIN. NTERCALAR SECUNDARIO
CADEIA
4-8 [10] x [1] 1.5-3

) ) g } ) ;  7-15[17] % [2]  [9.5] 14-30 [40] x
Acima de 350 um Acima de 0.5 jun 12 jum digm. Acima de 47 um larg.  24-43 = 3-3.5 pm; [3.5] num; asseptado; 254 [5]: 0 (1) [2.5] 3-5 [5.5] um:

C. cucumerinum'

comp. e 3-5 [5.5]

Loco 1-2(3) 1.2-5

0-2 septos; base

Acima de 10 (14)

hila 0.5-0.8 [1] pm

didm. h ) e septo; hila 0.8- 0-2 (3) septos; hila
um larg. um diam. 2.5-3 pm larg. didm. 1.2 [1.5] um 1522 [2.5] ym
Acima de 20 pm, 9-40 pm comp. [14] 17-35 = [1.5] 5.5-12 [13] x 2-3 [[36]5;3_121151[3?1] :62;3_
L 9-330 % [1.5]2-3 _ Acima de 5 loco [0.8] 2 -3 pm; 0 (1) . 2.5-45[5.5] %225 ° o >l b Lo
C. subuliforme 0.5 pm larg. . Acima de 3-6 [3.5] pm; acima  hila distal (2)3-4(5);
[3.5] um; basal 1-1.5[1.8] pm diam.  septo; base 2-2.5 um; asseptado . s .
de 4 hilas distais hila [0.2] 0.5-1.5
cell 8 [10] pum; pm larg,.
[1.8] um
40-300 [350] x  Acima de 7 9150 x [1] 1.5-2 [2.5] 15-50 x [2.5] 3-5 367 [1.5]2-25 2 [14.51 > [2] [;]512-[363] [38]- ;([12)]
C. cladosporioides! - cma Ce /S pm -2 Lt L [7] 16-38 pm comp. B R Acima de 10 - AT 253 [4] pm; 3 -3 1o] jum:
[2.5 3-4 [5.5] pm diam. um didm. um [3] pm . . septo; hila 0.5-2
(4) hilas distais L
[2.5] pm didm.
18-42 [55] pm [4]5.5-11.5[13] [6]7.5-26 x 2-3 um;
) 22-280[1.5] 2-4 comp. 0-1septo; x[1.5] 2-2.5[3] 0-1 septo; 2-4 (5)
1 - = - - - -
C. angustisporum um 10-27 pm comp. base 2.5-3 pm 1-5 3-6.5x 132 pm pm; 0-2 septos;  hilas distais; hila
dism. 1-3 hilas distais 0.5-2 pm didm.
: 10.5-23 [30] = 5-8
C. colocasiae! lf\r;”;“gje[;]-35l(; 0.5 pm diam - 15-70 pm com Ocasionalmente - 9-16 x 5-7 [8] pm; - [9] pm; 0-1 2)
g : ia b > H ) B P- formado 0-1 septo septos; hila 1-1.8 [2]
didm. i
pm didm.
30-310 [460] X 2241 x 3-4 [5] 412 [17] < [1]2- - [6]7-25 [31]  [2]
o 2.5-4 um (em agar nm; 0 (1) septo; [2]2.5-5 [6] = [1.5] 3 [4.5] pm: 2.3-4[5] pm; 0-1 (2)
C. tenuissimun! e - - [4] 10-44 pm comp. : i 1-4 (6) - ; raramente 1 septos; (1) 2-6 (7)
aveia acima de base 2-3.5 pm 2-3 um,; asseptado o : RO
900 pum) gia septo; acima de 5 hilas distais; hila
. 14m. (7) hilas distais ~ 0.5-1.8 [2] pm diam.
as-12x 1525 G745 (12]
g i 0 1.5-3 [3.5] um; 0(1)
C. gamsianuni! 10-146 x 3-5um 1pm didm. - 9-18 pm comp. - = s 1']'? E]Z] s FLTI’;(S;)C ﬂlt.?do’ septo; 1-5 hilas
asseptade VIS gitais: 0.5-1.5 [1.8]
distais i didm.
[8]412;:?0[_617](2); > 4.0 X 2.4 um: 6-14 X 2-4 pm;  10-20 X 2-4 pym; 0-1
ERR 04 38-269 X 3-4 pm - - 8-26 X 3-4 uym s 1-4 (5) m; 0-1 septo; 2 septo; 2-3 hilas
septo; base 2-3 asseptado . L. L
\um diAm hilas distais distais

!Bensch, K. (2012).
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Conidio terminal

Conidio intercalar

Ramoconidio secundario

Ramoconidio destacado do
conidiéforo

Ramoconidio fixado ao conidiéforo

Figura 34: Visdo geral dos diferentes tipos de conidios cladosporidides. Conidiéforo com
ramoconidio ainda preso ao conidioforo a direita e a esquerda ja destacado, ramoconidio
secundério, conidio intercalar e conidio terminal pequeno, (segundo Bensch et al. 2012).
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FEDS - AM 103

Ap0s incubacdo em meio BDA, AM, EAM e EA (bloco), EAM, EFM e EFM fitotron,
verificou-se o crescimento de col6nias fungicas em todas as placas tendo o crescimento iniciado
a partir de um fragmento de miceélio do fungo isolado na forma de disco com 7 mm de diametro
(Fig. 35). Todas as colbnias fangicas foram analisadas quanto a textura, coloracdo e diametro
(Tabela 22). Laminas foram confeccionadas e analisadas para verificacdo de estruturas tipicas
de reproducdo como células conidiogénicas, conidiéforos e esporos (Fig. 36 a 42).

9.3 Isolado AM 103, provavel género novo. no. 2
Descricao:

De acordo com as andlises das caracteristicas morfologicas a partir de laminas
observadas sob microscopia éptica com base em todos os tratamentos, o isolado ndo apresentou
caracteristicas de esporulacdo, porém apresentou: Hifas lisas, granuladas, marrons, septadas,
ramificadas (Fig. 36. B; Fig. 40. B; Fig. 41. B “seta vermelha”), formacéo de feixes de hifas
tipo (rizomorfa) (Fig. 42. B e E “seta vermelha”), sem formacdo de lagos ou enovelamentos,
presenca de vesiculas na parte externa da parede da hifa (Fig. 40. C; Fig. 41. C e F “seta
vermelha”). Estruturas tipo apressorio (Fig. 36. A “seta vermelha”). Clamiddsporos intercalares
(Fig. 36. C; Fig. 42. F “seta vermelha”).

Nota: Com base nos dados das medicGes a partir das laminas confeccionadas com
micélio dos isolados provenientes de todos os tratamentos, de modo geral observou-se
proximidade entre os mesmos, porém pdde-se notar pequenas incongruéncias . Referente as
hifas, os tratamentos em BDA e EFM (fitotron) apresentaram maior diametro (2-5 um) os
demais tratamentos (2-4 um) de diametro. Feixes de hifas no tratamento com EA (bloco)
apresentou maior didmetro (8-22 um), seguido por (9-14) e (6-16) dos tratamentos com AM e
EFM (fitotron) respectivamente. A presenca de clamiddsporos nos tratamentos BDA, EAM
(bloco) e EFM (fitotron) apresentaram diametros de (4-10 um), (6-8 um) e (6-10 um)
respectivamente. Estruturas tipo apressérios foram observadas a partir dos tratamentos com
BDA e EFM apresentaram medidas de comprimento (5-12 x 2-3 um) e largura (5-13 x 2-3 um)
idénticas, respectivamente.

Espécime examinada: Brasil, Roraima, Municipio de Caracarai, Set. 2009/ Mar. 2010. Em
raizes de Oryza glumaepatula Steund. Leg. J. E. Zilli.; (COFMEA).

Baseado na andlise molecular verifica-se que o fungo em estudo, pertence a familia
Lentitheciace (Ascomycota), porém baseado em caracteristicas culturais, ndo se pdde verificar
a esporulacdo do fungo cuja auséncia, impediu uma caracterizacdo morfoldgica efetiva. Cabe
ressaltar que o fungo provavelmente trata-se um novo género, baseado nas caracteristicas
moleculares (ver figs. 59 e 60), sendo necessario estudos adicionais visando obtengdo de
esporos do mesmo, caso possivel.
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Tabela 22: Caracteristica do isolado AM 103 em relacéo a coloragéo, textura, margem, reverso e diametro das col6nias ap0os de 12 dias em

diferentes meios de cultura e extratos.

CARACTERISTICAS FENOTIPICAS — FEDS AM 103

MEIOS DE
CULTURAE
EXTRATOS

BDA

AM

EAM (bloco)
EA (bloco)

EAM

EFM

EFM (fitotron)

COLORACAO

Cinza amarronzado-claro
com faixas concéntricas
de tonalidade cinza-claro
e cinza-escuro e tornando-
se claro-acinzentadas nas
margens
Centro cinza com faixa
conceéntrica de tonalidade
cinza escuro graduando-se
em faixa larga cinza
esbranqui¢ado, tornando-
se cinza escuro e margem
esbranquigada
Cinza
Cinza escura ¢/ borda
esbranquigada
Centro marrom
acinzentado claro,
acinzentado escuro, com
marrom claro em faixa
estreita tornando-se
€scuro na margem
Centro cinza claro com
faixa concéntrica larga
cinza escura até a margem
Cinza escuro com tons
marrom olivaceo a cinza
claro

TEXTURA DA
COLONIA

Centro aveludado com
faixa concéntrica cotonosa
tornando-se aveludado nas

margens

Centro cotonoso com
faixa concéntrica
aveludada

Algodonosa/ Aveludado
Algodonosa/ Aveludado

Aveludada

Cotonosa

Cotonoso

TEXTURA DA
MARGEM

Aveludada

Fibrosa

Suave

Suave

Suave

REVERSO

Centro acinzentado escuro rodeado
com faixas concéntricas de colocagéo
marrom & amarelo-alaranjado, réseo,
marrom-alaranjado e com margem em
uma faixa estreita de coloracao rdsea

de aspecto fibroso

Centro cinza escuro rodeado com
faixas concéntricas de coloracéo cinza
claro, cinza escuro tornando-se
marrom em faixa larga e margem em
faixa estreita de coloracao bege claro
com aspecto fibroso

DIAMETRO

40.43 mm

54.75 mm

75.78 mm
76.18 mm

53.79 mm

19.95 mm

22.35 mm
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Figura 35: Coldnias do isolado AM 103 (provével género novo no. 2). A-B. em BDA ap6s
12 dias a 30 °C (visdo de frente/reverso da placa, respectivamente). C-D. em AM ap06s 12
dias a 30 °C (visao de frente/reverso da placa, respectivamente). E. em EAM (bloco) ap6s
12 dias a 28 °C (visao de frente da placa). F. em EA (bloco) ap6s 12 dias a 28 °C (viséo de
frente da placa). G. em EAM apo6s 12 dias a 28 °C (visdo de frente da placa). H. em EFM
apos 12 dias a 28 °C (visdo de frente da placa). I. em EFM ap06s 12 dias a 29 °C (dia) / 24
°C (noite) em fitotron (visdo de frente da placa).
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Flgura 41. A-F: Lamlnas do isolado AM 103 a partlr do micélio crescido em EFM
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Figura 42. A-F: Laminas do isolado AM 103 a partir do micélio crescido em EFM
(fitotron).

FEDS - AM 104

Apds incubacdo em meio BDA, AM, EAM e EA (bloco), EAM, EFM e EFM fitotron,
verificou-se o crescimento de col6nias fungicas em todas as placas tendo o crescimento iniciado
a partir de um fragmento de miceélio do fungo isolado na forma de disco com 7 mm de diametro
(Fig. 43). Todas as coldnias fungicas foram analisadas quanto a textura, coloracdo e didmetro
(Tabela 23). Laminas foram confeccionadas e analisadas para verificacdo de estruturas tipicas
de reproducéo como células conidiogénicas, conidiéforos e esporos (Fig. 44 a 50).

9.4 Isolado AM 104, provavel género novo no. 3
Descricao:

De acordo com as andlises das caracteristicas morfoldgicas a partir de laminas
observadas sob microscopia 6ptica com base em todos 0s tratamentos, o isolado ndo apresentou
caracteristicas de esporulacdo, porém apresentou: Hifas 3.0 um de didmetro, lisas, granuladas,
marrons, septadas, ramificadas (Fig. 44. A Fig. 48. Ae G; Fig. 49. B “seta vermelha”), formacéo
de feixes de hifas tipo (rizomorfa) (Fig. 45. A; Fig. 49. E “seta vermelha”), formacéo de lacos
ou enovelamentos (Fig. 48. H; Fig. 49. F; Fig. 50. B “seta vermelha”), presenca de vesiculas na
parte externa da parede da hifa de tamanho pequeno a grande (Fig. 48. E e F; Fig. 49. C; Fig.
50. F “seta vermelha”). Estruturas tipo apressorio (Fig. 50 A “seta vermelha”). Clamiddsporos
intercalares (Fig. 47. D “seta vermelha”).

Nota: Medicdes do micélio dos isolados de todos os tratamentos, de modo geral
mostram-se idénticos, porém com algumas pequenas diferengas. Os tratamentos com EFM e
EFM (fitotron) apresentaram didmetro ligeiramente maior das hifas com (2-5 um), sendo que
os demais tratamentos apresentaram diametro de (2-4 um). Feixes de hifas com maior didmetro
foi observado no tratamento com EFM (fitotron) com (9-29 um) em comparagdo com 0 menor
didmetro (7-13 um), observado no tratamento com meio AM, ndo foi observado feixes nos
tratamentos com BDA e EAM, o0s demais tratamentos apresentaram (7-21 um) de diametro em
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EAM (bloco), (8-24 um) de diametro em EA (bloco) e (10-24 um) de diametro em EFM.
“Lagos” ou “loops” foram observado nos tratamentos com EAM (24-57 um) de didmetro e
EFM (fitotron) (29-53 um) de didmetro. O maior comprimento de apressorio foi observado no
tratamento com EFM apresentando (8-14 x 2-5 um) e maior largura no tratamento com EFM
(fitotron) apresentando (8-13 x 3-7 um). Clamiddsporos com diametro ligeiramente menor foi
observado no tratamento com BDA apresentando (6-10 um), nos tratamentos com EAM (bloco)
e EA (bloco) apresentaram mesmo diametro (6-12 um), nos demais tratamentos AM, EAM,
EFM e EFM (fitotron) ndo foi observado clamiddsporos.

Espécime examinada: Brasil, Roraima, Municipio de Caracarai, Set. 2009/ Mar. 2010. Em
raizes de Oryza glomaepatula Steund. Leg. J. E. Zilli; (COFMEA).

Baseado na analise molecular verifica-se que o fungo em estudo, pertence a familia
Lentitheciace (Ascomycota), porém baseado em caracteristicas culturais, ndo se péde verificar
a esporulacao do fungo cuja auséncia, impediu uma caracterizagdo morfoldgica efetiva, Cabe
ressaltar que o fungo provavelmente trata-se uma nova espécie, baseado nas caracteristicas
moleculares (ver fig. 59 e 60), sendo necessario estudos adicionais visando obtencéo de esporos
do mesmo, caso possivel.
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Tabela 23: Caracteristica do isolado AM 104 em relacdo a coloracdo, textura, margem, reverso e didmetro das colnias ap6s de 12 dias em
diferentes meios de cultura e extratos.

MEIOS DE

CULTURAE

COLORACAO
EXTRATOS

TEXTURA DA

CARACTERISTICAS FENOTIPICAS — FEDS AM 104

COLONIA
Centro cinza-olivaceo, com

faixa estreita de coloracdo
marrom claro tornando-se
réseo-claro em faixa larga nas
margens

BDA Centro flocoso-

cotonoso

Centro cinza escuro com faixa
larga esbranquicada até a
margem

AM Algodonosa

EAM (bloco)

Cinza escura
EA (bloco)

Algodonosa

Cinza escura Algodonosa

Centro escurecido com faixa
concéntrica de coloracdo
marrom claro tornando-se
marrom escuro e faixa mais
larga de tonalidade marrom-
acinzentada até a margem

EAM Cotonosa

Marrom acinzentado claro
tornando-se cinza escuro até a
margem de tonalidade escura e
halo marrom avermelhada em

torno da col6nia

Centro cinza claro com faixa
concéntrica enegrecida até a
margem e halo de coloragdo
avermelhada em torno da
colbnia

EFM Cotonosa

EFM (fitotron) Centro cotonoso

TEXTURA DA
MARGEM

Fibrosa

Fibrosa

Suave

Ligeiramente
fibrosa

Suave,
Enegrecida

REVERSO

Centro cinza-escuro, graduando-se em faixas
conceéntricas de coloragdo cinza-esbranquigado,
cinza-olivéaceo, cinza-claro com manchas
roseas, marrom-olivaceo e com margens
esbranquigadas de aspecto fibroso

Centro cinza escuro graduando-se em faixas
concéntricas de coloragdo bege claro, marrom,
amarelo-alaranjado em faixa mais larga,
tornando-se rosea em faixa estreita e margem
bege claro com aspecto fibroso

DIAMETRO

37.81 mm

37.36 mm

44,02 mm
34.97 mm

46.94 mm

14.21 mm

16.48 mm
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Figura 43: Coldnias do isolado AM 104 (provavel género novo no. 3). A-B. em BDA ap0s 12
dias a 30 °C (visao de frente/reverso da placa, respectivamente). C-D. em AM ap6s 12 dias a
30 °C (visdo de frente/reverso da placa, respectivamente). E. em EAM (bloco) apds 12 dias a
28 °C (visdo de frente da placa). F. em EA (bloco) apds 12 dias a 28 °C (visdo de frente da
placa). G. em EAM apds 12 dias a 28 °C (visdo de frente da placa). H. em EFM apds 12 dias a
28 °C (visdo de frente da placa). I. em EFM ap6s 12 dias a 29 °C (dia) / 24 °C (noite) em fitotron
(visdo de frente da placa).
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Figura 44. A-C: Laminas do isolado AM 104 a partir do micélio crescido em meio BDA.

(bloco).

20pm

Flgura 47. AD Lamlnas do |soladoAM 104 a partlr do mlcello cresudo em EA
(bloco).
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Figura 49. A-F: Laminas do isolado AM 104 'a artir do micélio crescido em EFM.
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FEDS — AM 105

Apos incubagdo em meio BDA, AM, EAM e EA (bloco), EAM, EFM e EFM fitotron,
verificou-se o crescimento de coldnias fungicas em todas as placas tendo o crescimento iniciado
a partir de um fragmento de micélio do fungo isolado na forma de disco com 7 mm de didmetro
(Fig. 51). Todas as col6nias fungicas foram analisadas quanto a textura, coloracao e diametro
(Tabela 24). Laminas foram confeccionadas e analisadas para verificacdo de estruturas tipicas
de reproducdo como células conidiogénicas, conidiéforos e esporos (Fig. 52 a 58).

9.5 Isolado AM 105, provavel género novo no. 4
Descricéo:

De acordo com as analises das caracteristicas morfoldgicas a partir de laminas
observadas sob microscopia dptica com base em todos os tratamentos, o isolado ndo apresentou
esporulacdo, porém foi observado: Hifas lisas, granuladas, marrons, septadas, ramificadas (Fig.
53. A; Fig. 54. C; Fig. 56. A “seta vermelha”), formacéo de feixes de hifas tipo (rizomorfa)
(Fig. 54. B; Fig. 55. B “seta vermelha”), formac&o de lacos ou enovelamentos (Fig. 53. B; Fig.
56. B “seta vermelha”), presenca de vesiculas na parte externa da parede da hifa (Fig. 57. A a
C; Fig. 58. C “seta vermelha”). Clamiddsporos intercalares ou terminais (Fig. 52. C; Fig. 54. D
e F “seta vermelha”).

Nota: Poucas diferengas foram observadas, nas medi¢cGes de micélio dos isolados
provenientes de todos os tratamentos. No tratamento com BDA foi observado o didmetro das
hifas ligeiramente maior com (2-5 um) em relacdo aos demais tratamentos que apresentaram
didmetro de (2-4 um). Feixes de hifas com menor diametro foi observado no tratamento com
EAM apresentando (8-14 um), os demais tratamentos apresentaram (6-19 um) EAM (bloco),
(9-14 um) EA (bloco), (9-19 um) AM, (8-19 um) EFM (fitotron). Os tratamentos com BDA e
EFM ndo apresentaram hifas em feixes. Estruturas formando lagos com didmetro de (19-38 um)
foram observadas no tratamento com EAM, os demais tratamentos ndo foram observados lacos.
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Espécime examinada: Brasil, Roraima, Municipio de Caracarai, Set. 2009/ Mar. 2010. Em
raizes de Oryza glomaepatula Steund. Leg. J. E. Zilli; (COFMEA).

Baseado na andlise molecular verifica-se que o fungo em estudo, pertence a familia
Lentitheciace (Ascomycota), porém baseado em caracteristicas culturais, ndo se pode verificar
a esporulacdo do fungo cuja auséncia, impediu uma caracterizagdo morfoldgica efetiva, Cabe
ressaltar que o fungo provavelmente trata-se de uma espécie nova, baseado nas caracteristicas
moleculares (ver figs. 59 e 60), sendo necessario estudos adicionais visando obtencdo de
esporos do mesmo, caso possivel.
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Tabela 24: Caracteristica do isolado AM 105 em relagdo a coloracdo, textura, margem, reverso e didmetro das col6nias apds de 12 dias em
diferentes meios de cultura e extratos.

CARACTERISTICAS FENOTIPICAS — FEDS AM 105

MEIOS DE
CULTURAE COLORACAO TIE:)EDTLUgl\ﬁA?A T?\;(ngéwl?A REVERSO DIAMETRO
EXTRATOS
Centro cinza-olivéceo,
graduando-se em faixas . .
. N Centro cinza-escuro, graduando-se em faixas
conceéntricas de coloragdo o e .
’ concéntricas de coloracdo cinza-esbranquicado,
marrom claro e com faixa . . gy .
BDA - : Cotonosa Fibrosa cinza-olivaceo, cinza-claro, marrom-claro a 39.71 mm
estreita marrom-acinzentada, s
marrom-olivaceo e com margens
tornando-se gradualmente . .
. - - esbranquigadas de aspecto fibroso
mais claro na faixa larga até a
margem
Centro cinza escuro graduando-se em faixas
. . conceéntricas de coloragdo marrom claro,
Centro cinza escuro com faixa .
concéntrica de coloracio cinza _ marrom escuro, gmarelo-algranjado_, bege claro
AM Cotonoso Fibrosa em faixa mais larga, faixa estreita com 43.98 mm
claro tornando-se . . X .
. . tonalidade rosea tornando-se em faixa mais
esbranquigada até a margem .
larga bege claro até a margem de aspecto
fibroso
EAM (blogo) ~ Centro cinza escuro ¢/ borda Aveludada . . 33.37 mm
cinza claro
EA (bloco) Cinza escuro c/ borda branca Aveludada - - 37.16 mm
Centro escurecido com faixas
concéntricas de coloracdo
EAM marrom claro, rmarrorm esctiro, Cotonosa Suave - 48.42 mm
marrom claro em faixa mais
larga tornando-se escura e
com margem marrom claro
EEM Centro escuro Algodonosa/ Enegrecida c/ halo i 16.52 mm
Flocosa avermelhado
Centro cinza claro com faixa Centro cotonoso Suave,
concéntrica enegrecida até a Enegrecida
EFM (fitotron) margem e faixa estreita - 15.58 mm
marrom avermelhada em torno
da colbnia
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Figura 51: Col6nias do isolado AM 105 (provavel género novo no. 4). A-B. em BDA ap06s 12
dias a 30 °C (visdo de frente/reverso da placa, respectivamente). C-D. em AM apds 12 dias a
30 °C (visao de frente/reverso da placa, respectivamente). E. em EAM (bloco) ap6s 12 dias a
28 °C (visdo de frente da placa). F. em EA (bloco) ap6s 12 dias a 28 °C (visdo de frente da
placa). G. em EAM ap6s 12 dias a 28 °C (visdo de frente da placa). H. em EFM ap6s 12 dias
a 28 °C (visdo de frente da placa). . em EFM apds 12 dias a 29 °C (dia) / 24 °C (noite) em
fitotron (viséo de frente da placa).
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Figura 52. A-D: Laminas do isolado AM 105 a partir do miceélio crescido em meio BDA.

O TM‘ NS ° . : 4 ‘

Figura 53. A-C: Laminas do isolado AM 105 a partir do micélio crescido em meio AM.
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Figura 56. A-C: Laminas do isolado AM 105 a partir do micélio crescido em EAM.
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9.6. Avaliacgdo dos resultados da andlise filogenética e fenotipica dos isolados AM 103,
AM 104 e AM 105.

Os fungos endofiticos dark septate sdo um grupo de fungos filogeneticamente diversos
pertencentes ao filo Ascomycota e inseridos em diferentes ordens (KNAPP et al., 2015;
ZHANG et al., 2009), sua caracterizacdo baseia-se nas caracteristicas fenotipicas comuns,
como a presenca de hifas melanizadas septadas e micro-esclerécios localizados no cortex das
raizes das plantas (JUMPPONEN & TRAPPE 1998; PORRAS-ALFARO et al., 2008;
RIBEIRO et al., 2011). N&o existem ainda descri¢cbes morfologicas de sua fase sexual, e até
mesmo a conidiogénese é incomum, as extirpes conhecidas somente foram descritas pela
indugdo do processo conidiogénico através de tratamentos especificos com modificagdes de
temperatura e umidade (WANG & WILCOX 1985; JUMPPONEN & TRAPPE 1998; GRUNIG
et al., 2008).

De acordo com os resultados morfoldgicos observados, em laminas confeccionadas com
micélio oriundo a partir de diferentes tratamentos em cultura, ndo foi observado estruturas
tipicas de reproducdo que fossem possiveis caracterizar o processo conidiogénico, porém, 0s
isolados formaram estruturas semelhantes em todos os tratamentos como hifas hialinas quando
em estagio de crescimento imaturo, hifas melanizadas quando em estagio de maturidade
adiantado, hifas lisas a granuladas, presenca de clamiddsporos intercalares ou terminais,
presenca de feixes de hifas (rizomorfa), hifas formando uma espécie de lagco ou enovelamento
e estruturas tipo apressorio.

Em todos os tratamentos, foram observadas algumas irregularidades na parede externa
das hifas destes fungos semelhantes a dilatagbes ou engrossamentos intercalares cuja
composi¢cdo quimica ndo foi investigada, sugerindo serem depoésitos de &cidos graxos
provenientes de alguma exudacdo da propria parede do fungo e estudos utilizando de
microscopia eletronica foram frustrados devido a total destruicdo do material quando submetido
a vacuo. Somente no isolado AM 103 inoculado em meio BDA e AM apresentou tais estruturas
em menor quantidade. Wang & Wilcox (1985), induziram a esporulagdo de hifas escuras
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isoladas de raizes de Pinus resinosa, e introduziram novas espécies de FEDS, até entdo
denominados de MRA, apos longo tratamento, foi observado hifas granuladas e bastante
asperas, assim como formacéo de lacos semelhantes aos isolados neste estudo.

Os meios de cultura BDA, AM e AO sdo utilizados no isolamento e na tentativa de
induzir a esporulacdo de fungos DSE (RIBEIRO et al., 2011; KNAPP et al., 2015). No entanto,
nossos resultados mostram que os tratamentos utilizados com os meios BDA, AM, EAM, e
EFM, em temperatura ambiente, com reducdo para 15 °C, modificacdo de luz clara para luz
negra, ndo foi eficaz na inducdo da esporulacdo desses isolados.

A partir de uma andlise filogenética da regido 18S do rDNA comparando com
sequéncias depositadas no NCBI (ZHANG et al., 2009, 2012), observou-se que os isolados
fangicos em estudo apresentaram alta similaridade com representantes de trés familias:
Lentitheciaceae, Massarinaceae e Montagnulaceae (Fig. 59), significando que a regido 18S nédo
se mostrou um adequado marcador taxonémico por ser muito conservado.

Representantes das familias incluidas dentro da ordem Pleosporales possuem diferentes
caracteristicas ecoldgicas, apresentam habito saprofitico, colonizando folhas mortas ou em
caules, em ambientes terrestres ou aquaticos, algumas espécies da familia Montagnulaceae
atuam como fitopatdgenos ou micoparasitas, podendo ser isolados do solo e espécies da familia
Lentitheciaceae isoladas de 4gua doce (ZHANG et al., 2009), podem ser endofitos ou epifitos
(HUANG et al., 2008; MARQUEZ et al., 2008).

A partir de uma analise comparativa com banco de dados, as sequéncias da regido ITS
se mostraram variaveis permitindo observar que os isolados ficaram proximos da espécie
Wettsteinina lacustres (Fig. 60), cuja similaridade com os isolados ficou em cerca de 85%, que
€ muito baixa, suportando perfeitamente a ideia de que entre os isolados ao menos um tratasse
de novo género.

Assim, com base nos resultados das analises filogenéticas da regido ITS, fica claro que
os isolados AM 103, AM 104 e aM 105 estdo dentro da familia Lentitheciaceae (a qual também
Wettsteinina pertence) e que o género mais proximo € o Wettsteinina. O fato, é que, existem
poucas sequéncias de ITS de representantes das trés familias em especial Lentitheciaceae, ndo
permitindo posicionar os isolados a nivel de género e espécie apenas com os dados moleculares.
Contudo, neste trabalho, estes espécimens serdo tratados como provaveis géneros novos a terem
seu tratamento adequado visando uma efetiva taxonomia.
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Lentithecium fluviatile CBS 122367 (FJ795493)

Montagnula opulenta CBS 168.34 (AF164370)

Lentithecium arundinaceum CBS 619.86 (GU296157)

AM 105

AM 103

14AM 104

Massarina arundinacea (DQ813513)

Massarina phragmiticola (DQ813512)

Massaria platani AFTOL-ID 1574 (DQ678013)

Massarina phragmiticola MF 979 (HQ165947)

5 Tingoldiago graminicola KH 155 (AB521728)

| Keissleriella cladophila CBS 104.55 (GU296155)

Katumotoa bambusicola KT 1517a (AB524454)

36| Bimuria novae-zelandiae (AY016338)

36 Lentithecium arundinaceum CBS 123131 (GU456298)

86 Wettsteinina lacustris AFTOL-ID 1592 (DQ678023)

46 |Massarina eburnea CBS 473.64 (AF164367)

99! Massarina rubi CBS 691.95 (GU456301)

—— Lentithecium aquaticum CBS 123099 (FJ795477)

Ophiosphaerella herpotricha-AFTOL-ID 1569 (DQ678010)

Massarina walkeri CBS 257.93 (FJ795495)

L— Lophiostoma caulium CBS 621.86 (CBS 621.86)

57 Aigialus grandis JK 5244A (GU296131)
58 Botryosphaeria quercuum CBS 177.89 (AF164352)

16

68

0005
Figura 59: Arvore filogenética baseada na regifo 18S dos isolados AM 103, 104 e 105 através
do método “Neighbor-joining” com célculo da distancia pelo modelo “Kimura’s 2-parameter”
com analise de “bootstrap” com mil repeticdes usando o programa MEGA 6.0. A barra
representa 0,5 substituicfes a cada 100 nucleotideos.
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21

47
8

100/AM 104 ITS
” AM 105 ITS

AM 103 ITS
Wettsteinina lacustris CBS 618.86 (AF383969)
Massarina eburnea CBS 473.64 (CBS 473.64)

69

Massarina walkeri CBS 257.93 (AF383965)
Massarina rubi CBS 691.95 (AF383964)

Montagnula opulenta CBS 191.86 (AF383966)

—

0.02

Botryosphaeria quercuum CBS 177.89 (AF383949)

Figura 60: Arvore filogenética baseada na regido ITS do rDNA dos isolados AM 103, 104 e
105 através do método “Neighbor-joining” com célculo da distancia pelo modelo “Kimura’s 2-
parameter” com andlise de “bootstrap” com mil repeti¢des, usando o programa MEGA 6.0. A
barra representa 2 substitui¢des a cada 100 nucleotideos.
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10. CONCLUSAO

Neste trabalho, foram encontrados em um fragmento de Mata Atlantica em especial no
PNMC de Paracambi-R.J, bem como no Flona e em um viveiro florestal situado na UFRRJ
novos taxons de fungos: dentre os anamarficos, uma provavel nova espécie de Arthrinium, uma
provavel nova espécie de Cercospora e uma provavel nova espécie de Pseudocercospora como
hifomicetos e nos celomicetos destacam-se uma provavel nova espécie de Colletotrichum e uma
provavel nova espécie de Neopestalotiopsis; entre os teleomorficos, destacam-se um provavel
género novo possivelmente da familia Diatrypaceae, uma provavel nova espécie de Apiospora,
uma provavel nova espécie de Asterinella; entre os meliolaceos: uma provavel variedade nova
de Meliola, M. manaosellae var. nov., uma provavel nova espécie de Meliola, uma espécie
conhecida, Meliola sorindeiae; uma provavel nova espécie de Myriangium, uma provavel nova
espécie de Perisporiopsis e uma provavel nova espécie de Scolecobonaria.

A partir deste estudo, verifica-se que ha uma grande diversidade fangica nos tropicos,
em especial no bioma Mata Atlantica, onde ha uma necessidade premente de expansao destes
estudos para outros biomas costeiros como 0 Mangue e Restinga no Estado do Rio de Janeiro.

Verifica-se também a importancia de se caracterizar fungos com enorme potencial de
uso na agricultura como fungos promotores de crescimento de plantas de interesse, que séo 0s
FEDS “dark septate” que baseado neste trabalho, verifica-se que ainda ha grande necessidade
de expansdo destes estudos, mas pode-se verificar o potencial de diversidade dos mesmos pelo
namero de provaveis novas espécies e novo género aqui encontrados: o isolado AM 101 como
provavel nova espécie, o isolado AM 102 como uma provavel nova espécie de Cladosporium,
os isolados AM 103, AM 104 e AM 105 como trés provaveis novos géneros.
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12. GLOSSARIO

Acérvulo — Conidioma incorporado no tecido da planta hospedeira
(subcuticulares ou subepidémicos), onde um himenium de células conidiogénicas
se desenvolve no fundo de uma cavidade a partir de um estroma
pseudoparénquimatoso inicialmente fechado, mas que se torna irrompente na
maturidade. As vezes incorporam células do tecido da planta em seu
pseudoparénquima basal e podendo ou ndo formar longos filamento negros
denominados setas.

Acrdpeta — Conidios produzidos em cadeias sucessivas em direcdo ao apice, isto
€, quando cada conidio produzido da origem a outro mais jovem. O conidio mais
NnoVvo esta presente no apice e o mais velho na base do conidioforo.

Adaxial — Parte superior da folha da planta.

Amerospaorico — conidio unicelular, sem septos.

Anastomosa — Fuséo de hifas para formar uma rede.

Anelidica — Quando a secessdo do conidio ocorre sucessivamente ap0s 0
alongamento da célula conidiogénica a partir de sua parede interna deixando uma
marca anelar abaixo do ponto de secessao de cada novo conidio.

Anfigenas — Dispostas em ambos os lados da folha da planta hospedeira.
Alantdide — Esporo um pouco curvado.

Aparafisados — Auséncia de parafises.

Apéndices — Estreitas extensdes celulales ou ndo celulares do conidio.

Apiculo — Uma curta projecéo.

Apressorio — Expanséo lateral ou intercalar de hifas superficiais, podendo ser de
forma variada, o qual tem a funcdo de fixacdo do fungo na superficie do
hospedeiro. A partir dos quais partem tubos de penetragéo.

Asseptado — Sem septo.

Ascosporo — Esporo de origem sexual, formado dentro do asco, em nimero de
oito (as vezes quatro ou multiplos de oito). Proprio dos Ascomycetes.

Ascoma — Todo tipo de corpo de frutificagdo que contém ascos, proprio dos
Ascomycetes.

Asco — Estrutura unicelular em forma de saco, globosa a cilindrica, em cujo
interior ocorre a cariogamia e a meiose para formar os ascosporos. Podem ser
livres ou contidos em corpos de frutificacao.

Atenuado — Estreito.

Blastica — Refere-se a um Unico conidio liberado a partir de um loco
conidiogénico; refere-se a conidiogénese por brotamento.

Basauxico — (conidioforo) elongamento por um ponto basal de crescimento do
proprio conidioforo; Hifa fértil emergindo de uma célula mée basal e um
filamento extensivel proveniente de dentro dela que pode ser conidiogénico. Com
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conidio mais novo localizado na regido basal e o conidio mais velho localizado
na regido apical do conidi6foro.

Bisporos — Dois ascAsporos por asco.

Bitunicados — Ascos com duas camadas de parede.

Capitado — Com cabeca arredondada.

Cariogamia — Fusdo de dois nucleos.

Catenulado — Dispostos em cadeia.

Célula conidiogénica — Célula a partir da qual os conidios séo produzidos.
Cespitosas — Em grupo ou tufos que saem de uma mesma base.

Clamidosporo — Estrutura de parede grossa, que se origina nas hifas em posicao
terminal ou intercalar. Comporta-se como esporo de resisténcia.

Coldnias — Conjunto de frutificacdes.

Conidioma — Corpo de frutificacéo.

Conidiéforo — Hifa simples ou ramificada (uma hifa fertil) tendo ou sendo
constituida por células conidiogénicas a partir das quais sdo produzidos os
conidios.

Conidiogenese ou Ontogenia conidial — Processo de formacéo do conidio.
Conidio — E a unidade propagativa do fungo (esporo).

Cirro conidial — Massa de esporos, mucilaginosa que sai pelo ostiolo da
frutificacdo madura.

Clavados — Forma de porrete. Mais largo em direcdo ao apice do que para a base.
Conspicuo — Evidente; a amostra, de facil visualizagéo.

Dictioseptados — Esporos com septos transversias e longitudinais.

Elipsoide — Com forma eliptica. Estrutura tri-dimensional com um eixo mais
longo e um mais curto. E como uma esfera um pouco alongada.

Epifila — Sobre a superficie superior de uma folha.

Escutelares — Como uma placa redonda ou escudo.

Esporoddquio — Massa de conidios suportados por curtos conidioforos agrupados
que surgem a partir de uma massa basal de hifas estromaticas. Geralmente,
esporodoquios sao superficiais no tecido da planta hospedeira.

Estroma — Massa ou estrutura fungica compacta formada por hifas, dentro ou a
partir da qual frutificagOes séo formadas.

Enteroblastica — Quando somente a parede interna da célula conidiogénica
participa na formacéo do esporo.

Enteroblastica fialidica — Quando nenhuma das paredes da célula conidiogénica
participa na formacéo do esporo.

Estomatopddio — Um ramo de hifa.

Evanescentes — Com curta existéncia; efémero.

Falcado — Curvado mo uma lamina de uma foice.

Fenda germinativa equatorial — Area linear fina na parede do esporo,
geralmente disposta em todo o comprimento do esporo.
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Fasciculos — Pequeno feixe ou tufo formado por um grupo de hifas ou
conidioforos.

Filiforme — Como um fio; filamento.

Flexuosa — Como onda.

Fragmoseptado — Esporo com dois ou mais septos transversais.

Fusiforme — (Tipo haste), estreitando-se nas extremidades.

Geniculada — Dobrada como um joelho.

Globoso — Forma esférica, com didmetro iguals em todas as direcdes.
Granulada — Coberto com muitas pequenas particulas.

Hamatécio — Todo os tipos de hifas mais outros tecidos presente entre 0s ascos
ou projetando dentro do loculo ou ostiolo no ascoma.

Hialino — Incolor; transparente.

Hifa — E a unidade estrutural dso fungos, e que contém todas as organelas
caracteristicas das células eucariéticas. O conjunto de hifas forma o micelio
Himénio — Camada fertil de conidioforos ou células conidiogénicas,
frequentemente paralelas, em uma camada palicada.

Hipofilas — Disposta no lado inferior da folha da planta hospedeira.
Holoblastica — (conidiogénese), quando as duas paredes da célula conidiogénica
participa na formacéao do conidio.

Integradas — (célula conidiogénica) incorporada no eixo principal ou ramificacéo
do conidiéforo.

Inconspicuo — N&o evidente, de dificil visualizacéo.

Irrompente — Saindo atraves da superficie do substrato.

Lageniformes — Em forma de frasco ou garrafa.

Lenticular — Em forma de lente biconvexa.

Léculo — Pequena cavidade. Em determinados Ascomycetes, delimitam-se dentro
de um estroma para dar lugar a formacéao dos ascos.

Macronematoso — Conididforos os quais sao morfologicamente diferentes da
hifa vegetativa.

Meiose — Divisao reducional dos ndcleos diploides. Nesse processo ocorre duas
divisbes consecutivas, uma das quais é redutora. Como resultado da meiose séo
produzidos quatro nucleos haploides.

Micronematoso — Conididforos os quais sdo semelhantes a hifa vegetativa.
Mononematoso — Quando sdo solitarios ou em grupos.

Monoascais — Apenas um asco por loculo.

Monoblasticas — Células conidiogénicas com apenas um loco conidiogénico.
Mucilagem — Substéncia semifluida que apresenta o aspecto de geleia mais ou
Menos viscosa.

Mucronado — Pontiagudo; terminando em uma ponta fina.

Obclavado — Mais largo na base.

Oblongo — Mais comprido do que largo e com as duas extremidades
arredondadas.
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Octospdrico — 8 esporos.

Parafise — Hifa originaria a partir da base da cavidade do corpo de frutificacao,
geralmente ndo ramificada e ndo anastomosa.

Parede celular — Envoltério da célula. Nos fungos estd constituida
principalmente por quitina, mas pode apresentar outras substéncias como:
celulose e glucana.

Pedicelo — Pequeno pedinculo filiforme. Termo empregado tambeém para
designar a extremidade inferior de uma estrutura.

Peritécio — Tipo de frutificacdo delimitada por uma parede e geralmente em
forma de pequena garrafa, com um poro apical, que contém os ascos. Os peritécios
podem estar livres ou imersos em um estroma. Proprio dos Ascomycetes.
Perifises — Hifas curtas, como pelos, em forma de franjas, que cobrem o interior
da porcao terminal do peritécio.

Picnidio — Conidioma de celomycetes, os quais as células conidiogénicas e
conidios sdo fechados por paredes de tecido do fungo. Picnidio pode ser
irrompente, imerso ou superficial no tecido hospedeiro.

Poliblasticas — Células conidiogénicas com mais de um loco conidiogénico.
Poro — Qualquer pequena abertura.

Pulvinado — Que tem a forma de almofada.

Ramoconidio — Ramo apical de um conidioforo que se separa e funciona como
conidio.

Reproducédo assexuada — Processo de formacdo de novos individuos sem a
intervencdo de gametas ou ndcleos compativeis.

Reproducéo sexuada — Processo de formacdo de novos individuos através da
plasmogamia, cariogamia e meiose, possibilitando assim a variabilidade genética
da espécie.

Rizomorfa — Corddo constituido de hifas vegetativas, que perderam sua
individualidade, e que se comporta como uma unidade organica.

Plasmogamia — Fusdo de dois protoplastos. Evento obrigatério que prcede a
cariogamia na reproducao sexuada.

Radiata — (textura da parede) crescimento a partir de um centro.

Secessdo — Separacédo do conidio da hifa.

Seta — Formacdo pilosa estéril; um cabelo duro, geralmente, com parede grossa e
coloragéo escura.

Septado — Com paredes transversais ou longitudinais. Termo usado para esporos,
basidios e micélios divididos em compartimentos.

Septo — Parede transversal ou longitudinal.

Simpodial - Conidios formados por gemulacdo da extremidade de conidiéforos
simples ou ramificados os quais produzem novo ponto de crescimento no qual
novo conidio é produzido, ao lado do conidio anterior.

Terminal — Formada no final da hifa ou outra estrutura.

Truncada — Com a base ou apice achatado, plano.
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Unitunicados — Ascos com somente uma parede.
Verrucoloso — Tendo pequenas processos arredondados ou verrugas em torno.
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