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RESUMO GERAL

Fungos endofiticos sdo micro-organismos cultivaveis ou ndo, em meio de cultura, que
habitam o interior dos tecidos vegetais sem causar dano aparente ao hospedeiro e sem
produzir estruturas externas que emergem nas superficies das plantas. A familia Araceae
compreende um grupo de monocotiledoneas herbaceas com 117 géneros e aproximadamente
4000 espécies. A familia Orchidaceae ¢ uma das maiores familias de plantas, englobando
cerca de 25.000 espécies. Nao ha praticamente trabalhos sobre a ocorréncia de fungos
endofiticos nos Brejos de Altitude, principalmente considerando trabalhos envolvendo
prospeccao molecular desses organismos. Assim, o presente trabalho objetivou identificar a
diversidade de fungos endofiticos em folhas de Araceae e Orchidaceae em areas de Brejo de
Altitude da Serra Contente (Gravatd) e Mata da Chuva (Bonito) no estado de Pernambuco. No
laboratorio, as folhas foram lavadas com 4gua corrente e sabao neutro,desinfestados em alcool
70% por 30 segundos, em hipoclorito de sdédio (NaClO) a 2% por 1,5 minutos e realizadas
duas lavagens com agua destilada esterilizada e com auxilio de um furador esterilizado foram
feitos discos foliares (6 mm). Os fragmentos foram transferidos para placa de Petri, em
triplicata, contendo &4gar malte acrescido de cloranfenicol (50 mg L-1), para posterior
identificacao taxondmica utilizando literatura especializada para anélise morfologica dos
taxons. Para confirmagdo dos tdxons, o0 DNA foi extraido, sendo amplificada e sequenciada a
regido ITS ("internal transcribed spacer") do rDNA. Foram isolados 214 fungos endofiticos de
360 discos foliares de Orchidaceae e Araceae, distribuidos em 13 géneros e 21 espécies,
dentre eles os que tiveram maior representatividade foram Colletotrichum, Pestalotiopsis ¢
Aspergillus. Os Brejos de Altitude da Serra Contente e Mata da Chuva possuem comunidades
fungicas diferentes, no entanto as familias estudas possuem uma comunidade fungica similar.
Estudos sobre a ocorrencia de fungos endofiticos nos Brejos de Altitude sdo muito
importantes, tendo em vista que ndo ha praticamente trabalhos sobre esses organismos nessas
areas.

Palavras chave: Brejos de Altitude. Fungos Endofiticos. ITS rDNA.



ABSTRACT

Endophytic fungi are microorganisms cultivable or not, in culture medium, that in habit the
interior of plant tissues without causing apparent damage to the host and without producing
external structures that emerge on the surfaces of plants. The Araceae family comprises a
group of herbaceous monocots with 117 genera and approximately 4000 species. The
Orchidaceae family is one of the largest plant families in the plant kingdom, encompassing
around 25,000 species. There is practically no work on the occurrence of endophytic fungi in
Brejos de Altitude, mainly considering works involving molecular prospecting of these
organisms. Thus, the present study aimed to identify the diversity of endophytic fungi in
leaves of Araceae and Orchidaceae in Brejo de Altitude areas from Serra Contente (Gravata)
and Mata da Chuva (Bonito) in the state of Pernambuco. In the laboratory, the leaves were
washed with water and soap, and with the aid of a sterile punch were made leaf discs (6 mm),
then disinfected in 70% alcohol for 30 seconds and sodium hypochlorite (NaOCl) 2% for 1,5
minutes. Two washes with sterile distilled water were performed after disinfection. The
fragments were transferred to a petri dish, in triplicate, containing malt agar plus
chloramphenicol (50 mg L-1) for further taxonomic identification using specialized literature
for morphological analysis of the taxa. To confirmation of the taxa, the DNA was extracted,
amplified and sequencing the ITS region (“internal transcribed spacer”) of the rDNA. Were
isolated 214 endophytic fungi from more than 300 leaf discs of Orchidaceae and Araceae,
distributed in 13 genera and 21 species. The most representative taxons were Colletotrichum,
Pestalotiopsis and Aspergillus. Serra do Contente and Mata da Chuva have different fungal
communities, however the studied families have a similar fungal community. Studies on the
occurrence of endophytic fungi in Brejos de Altitude are importante, considering that there are
just few works about these fungi in these areas.

Keywords: Brejos de Altitude. Endophytic fungi. ITS rDNA.
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1 INTRODUCAO

Azevedo (1998) definiu micro-organismo endofitico como fungos e bactérias que
habitam a parte interior das plantas, geralmente as partes aéreas, sem afetar de forma negativa
o seu hospedeiro. Os micro-organismos endofitos sao todos cultivaveis ou nado em meio de
cultura, e vivem na parte interna dos vegetais sem causar danos e sem produzir estruturas
externas (Azevedo e Araujo, 2007). Essa associacdo fungo-planta ¢ muito importante, pois 0s
fungos excretam metabdlitos secundarios que protegem as plantas e ainda auxiliam na
promocao do crescimento dos vegetais (Isaeva at al., 2010).

A familia Araceae compreende um grupo de monocotiledoneas herbaceas com 117
géneros e aproximadamente 4000 espécies onde destacam-se Anthurium e Philodendron
como os géneros com maior representatividade para a América (Govaerts et al., 2011).
Araceae ¢ uma familia que apresenta individuos com uma variedade de formas de vida que
tem grande potencial de colonizagdo de diferentes habitats. Essas plantas podem ser
encontradas desde os tropicos secos até florestas pluviais, do semiarido ao litoral, pantanos,
brejos tropicais e manchas de florestas (Croat, 1990). Andrade et al. (2006) e Rodal (2005)
estudando Brejos de altitude na Reserva Ecologica Estadual Mata do Pau-Ferro (Areia — PB)
¢ no Planalto da Borborema (Bonito — PE), encontraram varios individuos da familia Araceae,
demonstrando a ocorréncia de representantes dessa familia nos Brejos supracitados.

A familia Orchidaceae ¢ uma das maiores familias de plantas, aparentemente a maior
do reino vegetal com cerca de 25.000 espécies (Chase et al., 2003). Esté distribuida por toda a
superficie terrestre com excec¢ao dos polos e desertos, sua maior diversidade se encontra nas
regides tropicais e subtropicais (Dressler, 1993; Souza & Lorenzi, 2008; Joppa, Roberts &
Pimm, 2011). O interesse pelas orquideas comegou na China ou Japao, onde ha 3000 anos ja
havia relatos dessas plantas com flores formosas e perfumadas e seus poderes medicinais
(Silva, 2018). Na amazodnia brasileira essa familia apresenta uma diversidade muito marcante,
ainda assim existe pouco conhecimento por parte da populacdo, com relagdo a sua
importancia ecoldgica e econdmica (Sabdia et al., 2009; Cantuaria et al., 2015; Krahl et al.,
2015).

Brejos de Altitude sdo enclaves de Mata Atlantica, tidos como refugios de florestas
umidas presentes no interior do continente hd milhares de anos, situados no Nordeste
brasileiro. Formam ilhas de floresta imida dentro das regides semiaridas, onde estdo cercados
pela vegetcao da caatinga, com condi¢des climaticas diferenciadas, contudo o conhecimento

sobre a vegetacdo e ecologia dessas areas ainda ¢ escarso (Porto et al., 2004; Coimbra-Filho &



Camara, 1996; Lima & Cavalcanti, 1975). Rodal, 1998 afirma que a vegetacdo dos Brejos de
Altitude se destaca por ter grande semelhanca com a floresta timida litoranea, havendo
espécies de vegetais e animais comuns entre esses ecossistemas, assim, Brejos de Altitude sao
considerados ilhas de Mata Atlantica no meio do semiarido.

A Mata Atlantica nordestina esta em estado avancado de degradacgdo, sua maior parte nao
tem condigoes de ser preservada (Peixoto et al., 2004; Thomas et al., 1998). Dentre os Brejos
de Altitude de Pernambuco podemos destacar a Serra do Contente, localizada no municipio de
Gravatd — PE, uma RPPN (Reserva Particular do Patrimonio Natural), a qual foi criada em
2009 com o intuito de preservar a fauna e flora da regido e a Mata da Chuva, no municipio de
Bonito-PE, a qual apresenta vegetacdo mais aberta, com menos estratos arboreos, além do
arbustivo e do herbaceo, sendo este tltimo pouco expressivo.

Os fungos endofiticos possuem um grande potencial a ser explorado no Brasil, tanto
para plantas nativas e endémicas, quanto para aquelas que ja sdo tradicionalmente cultivadas
(Azevedo & Araujo, 2007). Nao ha praticamente trabalhos sobre a ocorréncia de fungos
endofiticos nos Brejos de Altitude, principalmente se considerarmos trabalhos envolvendo
prospeccao molecular desses organismos. Assim, o presente estudo objetivou identificar a
diversidade de fungos endofiticos em folhas de Araceae e Orchidaceae em éreas de Brejo de

Altitude no estado de Pernambuco.

2  FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 FAMILIA ORCHIDACEAE

2.1.1 Caracteristicas e Importancia

A familia Orchidaceae Juss. esta distribuida por toda supercifie terrestre com cerca de
25.000 espécies identificadas, considerada uma das maiores familias do reino vegetal, com a
maior diversidade distribuida nas regides tropicais e subtropicais do globo, porém ndo ha
registro de individuos nos polos e desertos (Chase et al., 2003; Dressler, 1993; Souza;
Lorenzi, 2008; Joppa, Roberts & Pimm, 2011). O grande interesse por essa familia vem desde
ha 3.000 anos da China ou Japao onde ja era admirada por possuir flores belas e perfumadas
além de seus poderes medicinais (Silva, 2018). Na Amazonia brasileira, a sua diversidade ¢é
muito marcante, mas ainda existe pouco conhecimento sobre sua importancia ecoldgica e
econOmica (Saboia et al., 2009; Cantuaria et al., 2015; Krahl et al., 2015). No Brasil ocorrem

cerca de 207 géneros e 2.400 espécies, das quais 1.543 sdo endémicas (Flora do Brasil, 2020).



Os membros da familia Orchidaceae sao ervas perenes com morfologia muito diversa.
Podem ser epifitas, terrestres, rupicolas, hemiepifitas ou saprofitas; com raizes micorrizadas,
tuberosas ou ndo, em geral com velame. O caule ¢ simpodial ou monopodial, muitas vezes
rizomatoso. As folhas s3o alternas, raramente opostas, disticas ou espiraladas, simples,
inteiras, com nervacdo usualmente paralelinérvia. As inflorescéncias sdo racemosas ou
paniculadas, algumas vezes reduzidas a uma tUnica flor, terminais ou laterais. As flores sdo
usualmente monoclinas, zigomorfas, ressupinadas ou nao, com perianto tepaldide, em geral
vistoso; apresentando trés sépalas e trés pétalas livres. Apresentam um ou dois estames,
adnatos ao estilete e ao estigma, formando a coluna; o pdlen ¢ em geral agrupado em polinias;
o gineceu ¢ sincarpico, tricarpelar; o ovério ¢ infero, unilocular com placentacdo parietal,
ocasionalmente trilocular com placentacao lateral, apresenta numerosos 6vulos. O fruto ¢ uma
capsula, abrindo por trés ou seis fendas longitudinais; as sementes sao minusculas, com
tegumento membranaceo, € embrido muito reduzido com endosperma ausente (Dahlgren et
al., 1985; Dressler, 1993).

A familia Orchidaceae tem grande destaque na flora brasileira com mais de 2.500
espécies, representando cerca de 10% das espécies descritas para o mundo (Barros et al.,
2015). E uma familia bastante rica que esta distribuida em todos os dominios fitogeograficos,
no Brasil a maior riqueza ¢ encontrada na Mata Atlantica, com cerca de 1.453 espécies (Flora
do Brasil, 2020). Na regido Nordeste, sdo registrados 127 géneros e 656 espécies, sendo em
Pernambuco encontrados 70 géneros e 205 espécies. Nessas regides as espécies pertecentes a
estd familia podem ser encontradas como, epifita, hemiepifita, rupicola, saproéfita, terricola ou
aquatica (Flora do Brasil, 2020).

Fazendo uma breve anélise pode-se observar que para o Brasil os varios estudos que

existem sobre a familia estdo direcionados ao conhecimento da composi¢cdo floristica e
estrutura da comunidade (Dislich & Mantovani, 1998; Kersten & Silva, 2001; Rogalski &
Zanin, 2003; Menini Neto et al., 2004; Cervi & Borgo, 2007; Brustulina & Schmitt, 2008;
Dettke et al., 2008; Bataghin et al., 2010). Apesar da vasta literatura mencionada, trabalhos
em diferentes regides se tornam necessarios, dado o alto nivel de endemismo observado,
resultado da fragmentag@o, o que leva ao isolamento e reducdo gradual da diversidade de
espécies, em combinacdo com diferencas floristicas e climaticas em cada area (Rizzini, 1997).

A familia Orchidaceae esta entre as plantas mais apreciadas por possuir uma aparéncia

fascinante e por possuir elevado valor comercial (Meneguce et al., 2004). E uma planta

considerada de grande interesse econdmico nos mercados nacional e internacional, com



destaque para floricultura e decoragdo (Lorenzi; Souza, 2001). O Brasil apresenta um notavel
crescimento na industria de producdo de orquideas, destaque para o estado de Sao Paulo como
principal produtor (Sebrae, 2015). Com flores dos mais diversos tamanhos e cores, tem seu
aspecto ornamental bastante explorado, além disso, a familia possui géneros que fornecem
produtos alimenticios (baunilha - género Vanilla), medicinais, dentre outros produtos
utilizados na industria (Hoehne, 1949; Cardoso & Israel, 2005). Entre as orquidias medicinais
podemos destacar Cyrtopodium glutiniferum Raddi, a qual apresenta o extrato com
propriedades imunoldgicas importantes no tratamento da tuberculose, dentre elas também se
destacam as que fazem parte da industria alimenticia, tais como Dendrobium densiflorum
Lind. e D. cariniferum Rchb.f. que servem de alimento e sdo utilizadas como medicinais na
China. Essas plantas sdo ricas em ésteres e acidos aromaticos simples com atividades
antioxidantes, antitumorais e antimutagénicas. Também podemos citar os tubérculos de
Satyrium nepalense D.Don que sdo consumidos como ténico energético na Asia e tubérculos
da terricola Orchis mascula (L.) L. que sdo utilizados para a fabricacdo de um extrato
denominado salep que ¢ usado na manufatura de sorvetes na Turquia (Barreto & Parente,
2006; Fan et al., 2001; Chen et al., 2008; Mahendran & Bai, 2009; Roberts & Dixon, 2008).
As orquideas tem as mais variadas dimensdes, podem ser plantas minusculas com
flores do tamanho da cabeca de um alfinete e até plantas gigantes com mais de trés metros,
produzindo hastes florais de comprimento acima de quatro metros, por possuir uma grande
variabilidade genética e por motivos econdmicos, espécies de orquideas vem sofrendo grande
depredacao, além disso seus habitats, vem sendo constantemente destruido pelo avango da

agricultura (Cardoso & Israel, 2005).

2.2 FAMILIA ARACEAE

2.2.1 Caracteristicas e Importancia

A familia Araceae tem distribuicdo cosmopolita e estd entre as familias de
monocotiledoneas mais diversas com nove subfamilias, 125 géneros e 3.550 éspecies (Boyce
& Croat, 2015). Esté distribuida por quase todos os continentes, menos na Antartida, pode-se
observar uma maior diversidade nas regides tropicais e subtropicais com destaque para
América Tropical (Croat, 1998; Gongalves, 2010). O Brasil se destaca por estar entre os
paises com a maior variedade de Araceae, sendo encontrados 36 genéros e 473 espécies,
destas 243 sdo endémicas e 120 espécies foram relatadas para a regido Nordeste do pais

(Mayo et al,, 1997). A familia ocorre nos mais diversos habitats, desde florestas a



afloramentos rochoso, estd entre as principais familias de epifitas que sdo comuns na Mata
Atlantica (Coelho et al., 2009).

As plantas da familia Araceae possuem caules aéreos eretos, escandentes ou
procumbentes, subterraneos, rizomatosos, cormosos ou tuberosos. Os entrends variam de
longos a extremamente curtos com raizes adventicias ao longo destes. As folhas podem ser
espiraladas ou disticas, inteiras ou compostas, geralmente tri-partidas, palmadas, pedadas ou
pinadas. Com venagdo reticulada ou peniparalelinérvea. As inflorescéncias sao terminais,
pseudolaterais com pedunculos longos ou reduzidos. O espadice apresenta flores bissexuadas
ou unissexuadas. As flores apresentam perigdnio evidente, ou tépalas muito reduzidas ou
ausentes, hipoginas, actinomorfas, protoginicas. Os estames sdo livres ou conados, as anteras
geralmente sdo extrorsas com conectivo frequentemente hipertrofiado. O ovario ¢ do tipo
sincarpico com um a varios 6vulos por l6culo. Os frutos sao bacaceos ou utriculares, isolados
ou em sincarpia. As sementes podem apresentar, ou ndo, endosperma (Coelho, 2018).

Com a maioria de suas espécies sendo terrestre, ha uma pequena variedade de plantas
epifitas e aquaticas. Uma das caracteristicas marcante para a familia ¢ a toxicidade das folhas,
como ¢ o caso de Dieffenbachia (comigo-ninguém-pode), algumas sdo comestiveis, tais como
Colocasia esculenta (inhame) e Xanthosoma sagittifolium (taioba) (Lorenzi, 2008). A familia
apresenta cerca de 800 espécies de importancia econdmica na industria alimenticia, como
ornamental e medicinal. Em média 10% da populacdo consome Taro, sdo raizes de Colocasia
esculenta, a espécie de Araceae mais cultivada (Vianna, Soares & Appezzato-da-Gloria,
2001; Pedralli, 2002). Dentre as plantas ornamentais temos destaque para os géneros
Anthurium, Philodendron, Dieffenbachia, Monstera e Zantedeschia (Pedralli, 2002). Entre as
varias espécies de Araceae que sdo utilizadas para fins medicinais, o género Philodendron,
encontrado na Amazonia, tem se destacado no auxilio do tratamento da malaria e febre

(Milliken et al., 1997a, 1997b; Kvist et al., 2006; Lopez et al., 2006).

2.3 BREJOS DE ALTITUDE

Brejos de Altitude sdo definidos como enclaves de floresta umida no semi-arido
composto por disjuncdes de floresta estacional semidecidua, um dos tipos vegetacionais que
compdem a floresta Atlantica brasileira, que possuem caracteristicas diferenciadas como sua
vegetacdo, clima umido, precipitagdo anual acima de 900 mm, solo com alto teor de agua
disponivel ( Veloso et al., 1991; Theulen, 2004). Dentre as hipdtese sobre a origem dos Brejos

de Altitude a mais aceita ¢ de que a altitude esta associada com as variagdes climaticas



ocorridas durante o Pleistoceno (ha 10.000 anos), que permitiu que a floresta umida
adentrasse a caatinga e ap6s esse periodo interglacial as ilhas de floresta imida permaneceram
em locais com microclima favoravel (Andrade-Lima, 1982; Tabarelli & Santos, 2004).

Os Brejos de Altitude possuem altitude variavel entre 500 — 1.100 m dentro do
dominio da caatinga e sdo considerados “refugios atuais” para espécies da floresta Atlantica
nordestina, abrangendo os estados da Bahia, Ceard, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande Norte e
Sergipe (Andrade-Lima, 1982; Vasconcelos Sobrinho, 1971; Junca, 2006; Machado, 2011).

Vasconcelos Sobrinho (1971) relatou a presenga de 43 brejos distribuidos nos estados
do Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba e Pernambuco. Tabarelli & Santos (2004) afirmam
que os estados de Pernambuco e da Paraiba possuem 31 brejos, os quais estdo distribuidos em
28 municipios do agreste e sertdo, dessa forma, ao menos % da area de distribui¢do original da
floresta Atlantica nordestina ¢ representada pelos brejos de altitude.

Os Brejos de Altitude de Pernambuco sao como regides umidas, isoladas dentro de
areas secas, estas regioes situam-se entre 700 e 1.200 m de altitude, com dominancia para as
florestas subperenifolias, subcaducifélias e caducifolias em seus topos (Aratjo Filho et al.,
2000). Segundo o IBGE (2012), os Brejos de Altitude sdo como “refugios estabelecidos em
areas Alto-Montanas dos inselbergs, reflitos do arresamento a que foi submetido o relevo da
regiao”.

Os Brejos de Altitude nordestinos tem como caracteristicas marcante as reliquias
vegetacionais que sdo disjungdes de Floresta Atlantica (Figura 1), ilhadas pela vegetacdo da
Caatinga, possuem peculiaridades floristicas, fisiondmicas e ecoldgicas dissonantes do redor
por estarem inseridos nas extensdes do semidrido. Esse fator esta associado ao efeito
orografico, dos planaltos e chapadas entre 600 ¢ 1.100 m de altitude que formam “ilhas” com
caracteristicas exclusivas como o aumento dos niveis da pluviosidade e a redugdo da
temperatura, tais condi¢cdes o tornam areas de elevada biodiversidade (Veloso et al., 1991;

Barbosa et al., 2004).

Figura 1 - Formacao dos Brejos de Altitude nordestinos.
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Devido as condi¢des climaticas favoraveis a agricultura, os Brejos de Altitude tém
sido considerados areas prioritarias para o desenvolvimento das atividades de pecuaristas e
agricultores (Medeiros et al., 2016). Em vista disso, as florestas nos brejos estdo
extremamente fragmentadas, grande parte da floresta nordestina, incluindo os brejos, tem sido
convertida em terras agricultaveis (Viana et al., 1997); as reservas naturais sao pequenas €
mal manejadas (Dias et al.,, 1990, Lima; Capobianco, 1997) e a caca de subsisténcia ¢
praticada de forma generalizada (Almeida et al., 1995). De acordo com Ranta et al. (1998)
grande parte do que restou desta floresta ¢ composta por arquipélagos de fragmentos
florestais, a maioria deles com menos de 10 hectares de area.

Segundo Silva & Tabarelli (2000) restam apenas 949 km? de floresta nos brejos da
Paraiba e Pernambuco, grande parte representada pela Floresta Estacional Semidecidual e
apenas 25 km? de Floresta Ombroéfila Aberta. Constantemente, os brejos t€ém sido convertidos
em lavouras de café, banana e culturas de subsisténcia, como milho, feijdo e mandioca, desde
o século XIX (Lins, 1989). Tais atividades tém representado perda e fragmentacdo de
habitats, extracdo seletiva de plantas e extingdo de grandes vertebrados pela caga

(Vasconcelos Sobrinho, 1971; Silva & Tabarelli 2000).
2.4 FUNGOS ENDOFITICOS

2.4.1 Conceito

O primeiro relato para o termo endofito foi feito por A. de Bary em 1866 que, ao



estudar gramineas, considerou endofitos todos os micro-organismos que vivem no interior dos
tecidos das plantas. O termo endofito ¢ derivado do grego (éndo + phyton) que significa ‘no
interior da planta’ e abrange bactérias, fungos, algas, virus e insetos que convivem de forma
simbiontica com a planta hospedeira (Schulz & Boyle, 2005). Esses micro-organismos sao
aqueles que, em pelo menos uma fase de seu ciclo de vida, colonizam o interior de tecidos
vegetais aéreos, sem causar dano aparente (Carroll, 1986). Segundo Petrini (1991) a defini¢do
para endéfitos pode ser mais abrangente, inserindo todos os organismos que colonizam os
tecidos vegetais (intra ou intercelularmente) sem causar dano aparente ao seu hospedeiro, bem
como patogenos latentes que podem viver de forma assintomatica.

Apesar do termo 'endofito' ser empregado para todos os organismos que habitam
plantas, micologistas tem utilizado o termo 'fungo endofitico' para os que habitam plantas sem
causar sintomas visiveis de doencas (Schulz & Boyle, 2005). Azevedo e Araujo (2007)
definiram fungos endo6fitos como todos aqueles que habitam o interior dos tecidos vegetais,
podendo ser cultivaveis ou ndo, sem causar dano aparente ao hospedeiro e sem produzir
estruturas externas que emergem nas superficies das plantas.

Segundo Guo et al. (2008) os fungos endofiticos sdo aqueles que residem internamente
nos tecidos das plantas sem causar efeito negativo imediato. Além disso, os fungos
endofiticos sdo encontrados em praticamente todas as espécies vegetais estudadas até o
momento e sdo reconhecidos como fontes potenciais de novos produtos naturais para
explora¢do na medicina, agricultura e industria. Adicionalmente, os fungos endofiticos sdo
capazes de excretar metabolitos secundarios que protegem as plantas de fitopatdgenos e, em
contrapartida, os vegetais fornecem nutrientes € um ambiente estavel, condigdes fundamentais
e que sao vitais para o desenvolvimento dos fungos (Isaeva et al., 2010).

No inicio dos anos 70 surgiram os primeiros estudos com fungos endofiticos
mostrando sua capacidade de desempenhar um papel importante no hospedeiro (Azevedo,
1999), possuindo fungdes bem definidas nas plantas que hospedam. Esses fungos provocam
modificagdes fisioldgicas nas plantas, possuem a capacidade de modificar morfologicamente
o tecido vegetal, além de aumentar a resisténcia a herbivoros e patogenos (Azevedo, 1999;
Saikkonen et al., 1998).

Os estudos dos fungos endofiticos vao além dos aspectos ambientais e biotecnoldgicos
despertando também forte interesse da comunidade académica sobre a descoberta de novas

espécies. Diante de suas valiosas propriedades combinadas com sua imensa diversidade, a



comunidade cientifica considerarem esses fungos em uma posi¢do de destaque na microbiota

dos vegetais (Arnold et al., 2003).

2.4.2 Importancia

O interesse pelo estudo dos fungos endofiticos vem aumentando, pois estes
apresentam uma ampla gama de aplicacdes biotecnologicas (Larran et al., 2002). Os fungos
endofiticos t€ém sido muito estudados quanto ao potencial de sintetizar produtos naturais e
moléculas bioativas, sendo bastante utilizados na industria farmacéutica e alimenticia
(Azevedo, 2007). O interesse biotecnologico dos fungos endofiticos foi despertado por Stierle
et al. (1993) que observou a capacidade de produgdo de taxol por Taxomyces andreanea,
isolado da planta Taxus brevifolia. Outros trabalhos mostraram que Pestalotiopsis microspora
isolado como endofitico de 7. wallachiana, também produz taxol (Strobel et al., 1996). A
partir da descoberta de que fungos endofiticos tem a capacidade de produzir a mesma
substancia que seu hospedeiro, visualizou-se um processo mais eficiente € menos dispendioso
para producdo deste farmaco (Neto et al., 2003).

Atualmente foi isolado pela primeira vez um fungo endofitico (Fusarium sp.) produtor
de Hup A, um alcaloide importante usado no tratamento de Alzheimer (Cruz-Miranda et al.,
2020). Outros bioativos naturais obtidos de fungos endofiticos incluem: esterdides, xantonas,
fenois, isocumarinas, quinonas, furandionas, terpenoides, depsipeptideos e citocalasinas
(Krohn et al., 2001; Schulz et al., 1999; Schulz et al., 2002). Devido a isso, varias técnicas
relacionadas a quimica, bioquimica, microbiologia e biologia molecular, tém sido utilizadas
para auxiliar no isolamento de novos principios ativos por esses micro-organismos (Specian et
al., 2015).

Alguns fungos endofiticos sdo capazes de produzir enzimas extracelulares hidroliticas,
como carboximetil celulase (CMC-ase), xilanase e amilase (Farouk et al., 2020). Esses fungos
também sdo capazes de produzir outras enzimas extracelulares incluindo, pectinase, celulase,
lipoidase, proteinase, fenoloxidase, enzimas catabdlicas, ligninase, dentre outras (Oses et al.,
2006; Tan & Zou, 2001). Essas enzimas sdo importantes no processo de penetracao e
coloniza¢do do fungo na planta hospedeira, além de participarem da degradagdo de residuos
vegetais (Chao Dai, 2010). Além disso, alguns fungos endofiticos sdo usados como fonte
alternativa para a producdo de enzimas anticancerigenas principalmente as conhecidas como

L-asparaginases (Hatamzadeh et al., 2020).



2.4.3 Fungos Endofiticos em Orchidaceae

Como observados nos estudos de diversidade de fungos endofiticos nota-se que todas
as plantas possuem um ou mais géneros de fungos associados a elas (Soytong, 2008;
Alurappa et al., 2018). Os endofitos micorrizicos € nao micorrizicos beneficiam as orquideas
em varias condic¢des ecoldgicas, tais como em condi¢des do solo com baixo teor de nutrientes
(Rasmussen, 1995). Nas orquideas, os fungos endofiticos podem ser isolados a partir de
diversos tecidos como haste, folha, rizoma, bulbo maduro, tubérculos e até de raizes (Bayman
& Otero, 2006; Liu & Luo, 2010; Ovando et al., 2005; Yang et al., 2008). O micélio fingico ¢
usado para auxiliar na absocdo de varias substancias promotoras de crescimento como auxina
e vitaminas B2, B6 e B9 (4acido f6lico) (Maor et al., 2004, Tsavkelova et al., 2006, Tudzynski
& Sharon, 2002).

Mesmo quando desenvolvem metabolismo autotrofico, a associacdo da orquidea com
o fungo se faz necessaria principalmente para obtencdo de minerais, tais como fosforo e
nitrogénio, sendo possivel evidenciar a transferéncia de carbono da planta para o fungo e pelo
fornecimento da nutricdo necessaria para a germinacgao das sementes, isso se deve ao fato das
sementes de orquideas nao possuirem endosperma para apoiar a germinacao (Clay & Hardy,
2006; Cameron et al. 2007; 2008). Dessa forma a associacdo fungo — orquidea se torna
essencial para o crescimento, desenvolvimento e germinacdo da planta (Dearnaley & Le
Brocque, 2006).

Esse tipo de associacdo mutualistica ndo deve ser negligenciada, principalmente entre
orquideas epifitas e os fungos, uma vez que essa associacdo ¢ vital para a geminagdo das
sementes das orquideas e o estabelecimento da populacdo dessas plantas (Arditti et al., 1990;
Brundrett, 2002; Smith & Read, 2008; Dearnaley et al., 2012; McCormick & Jacquemyn,
2014). O fungo desenvolve uma hifa que penetra na célula vegetal e forma os pelotdes, que
sd0 areas em que os nutrientes como o agucar € compostos inorganicos sdo trocados nas
orquideas jovens (Dearnaley & Le Brocque, 2006).

A maioria dos estudos feitos com fungos associados a orquideas se concentram na
parte inferior da plantas (raiz), pouco se sabe sobre os endofitos nos tecidos vegetais aéreos e
seu papel no estabelecimento e crescimento da orquidea. Estudos realizados em outras outras
familias de plantas revelaram que fungos endofiticos associados, conferiram beneficios
subestimados a planta hospedeira (Herre et al., 2007). Dessa forma, podemos concluir que a
frequéncia, a diversidade e o papel ecologico entre os fungos endofitocos e as orquideas

permanecem amplamente obscuros (Bayman & Otero 2006).



Como mostrou Ma et al. (2015) na sua revisdo, pouco sdo os trabalhos realizados com
fungos endofiticos em folhas de orquideas (Porto Rico - Bayman et al., 1997; Argentina —
Sebastian et al., 2014; China — Tao et al., 2008; Kasmir et al. 2011; india — Bougoure et al.,
2005; india - Behera et al. 2013; China — Chen et al., 2011; China — Yuan et al., 2009; India —
Sawmya et al., 2013; India — Sudheep et al., 2012), apenas cerca de 200 géneros de orquideas
foram investigados em relacdo a sua diversidade de fungos endofiticos ndo micorrizicos.

Mesmo existindo poucos estudos sobre essa associacdo, em alguns trabalhos foram
observados que varios compostos de fungos endofiticos da familia das orquideas
demonstraram ter propriedades antimicrobianas, antitumorais, anti-inflamatorias e antivirais
(Singh et al., 2012). Carvalho et al. (2012) relataram o forte potencial de extratos brutos de
fungos endofiticos e extratos vegetais brutos de espécimes de Stryphnodendron adstringens

contra células de cancer e fungos e bactérias patdgenos de humanos.

2.4.4 Fungos endofiticos em Araceceae

A familia Arecaceae tem um alto grau de importancia, sendo considerada,
economicamente, a terceira familia botanica mais importante (Diniz, 2020). Ainda assim ha
uma escassez de trabalhados relacionando a diversidade dos fungos endofiticos com a familia
Araceae. Nao existindo trabalhos relacionando a diversidade e a prospec¢ao molecular desses
organismos em associacdo com a familia Araceae nos Brejos de Altitude.

Geralmente os trabalhos que abordam a associacao fungo endofitico - Araceaes foram
realizados nas regides tropicais como mostra (Oliveira, 2014), que estudou a diversidade de
fungos endofiticos em folhas de Cocos nucifera.

Na sua maioria os estudos que contemplam os fungos endofiticos e a familia Araceae
sdo relacionados a produgdo enzimdtica dos fungos associados as plantas, uma vez que os
fungos endofiticos sdo grandes produtores de metabolitos secundarios.

Koulen, 2011 afirma em seu trabalhado que estudos relacionados ao metabolismo
secundario desses fungos ainda sdo escassos. E Diniz, 2020, estudando a produ¢do de enzimas
da espécie Oenocarpus bacaba afirma nao haver estudos envolvendo a comunidade endofitica
relacionada a essa espécie da familia Araceae.

H4 muito o que ser estudado sobre essa associacdo tdo importante, pois como
observado trabalhos relacionados a fungos endofiticos e a familia Araceae sdo minimos,

mesmo a familia araceae sendo uma familia economicamente importante.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 AREAS DE ESTUDO

O trabalho foi realizado em duas éareas de Brejo de Altitude localizadas em
Pernambuco (Serra do Contente ¢ Mata da Chuva) (Figura 2).

A RPPN Serra do Contente localiza-se no Planalto da Borborema no municipio de
Gravatd a 85 km do Recife, ¢ um Brejo de altitude que apresenta aproximadamente nove
hectares e atinge cerca de 700 m de altitude. O clima de Gravata ¢ considerado tropical com
verao seco, a temperatura média anual ¢ de 22 °C, com minimas chegando a 15 °C nos meses
mais frios, enquanto na época mais quente as temperaturas maximas podem chegar a 30 °C. A
precipitagdo média anual ¢ de 725 mm, com chuvas concentradas entre marco e julho, sendo
julho o més de maior precipitagdo, com média de 108 mm (Siqueira-filho & amp; Machado,
2001).

A Mata da Chuva (08°32°20”S e 35°43°22”W) situa-se no municipio de Bonito, em
uma regido conhecida como Serra dos Macacos. O municipio localiza-se a cerca de 140 km

da cidade do Recife e estd no Agreste do estado de Pernambuco. A precipitagdo média anual ¢

de 1.157 mm, a temperatura média anual de 21,5 °C e a umidade relativa do ar fica em torno

de 40-70 % (Sudene, 1990).
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3.2 COLETA DO MATERIAL

No periodo de agosto a setembro/2018 ocorreu uma visita em cada area. As coletas
foram realizadas em plantas maduras e saudaveis de Aaraceae e Orchidadeae (Tabela 1) ao
longo da trilha dentro da mata. Foram coletados de nove a 10 individuos por area, com
distdincia minima de cinco metros entre os mesmos. Foram retiradas trés folhas
aleatoriamente, de cada individuo, acondicionadas em sacos de papel devidamente
etiquetados, e transportadas ao Laboratorio I do Programa de Pos-Graduagdo em Biologia de

Fungos, para manipulagao, no tempo maximo de 24 horas.

Tabela 1 - Espécies de Araceae e Orchidaceae coletadas na Serra do Contente - Gravata e na Mata da
Chuva - Bonito, Pernambuco.

Araceae Orchidaceae
Mata da Chuva Serra do Contente Mata da Chuva Serra do Contente
Ponto 1 Anthurium scandens Mostera adansonii - Gomesa basbata
Ponto 2 Mostera adansonii Anthurium scadens Dichaea panamensis Gomesa basbata
Ponto 3 Caladium bicolor Caladium bicolor Epidendrum cinnabarinum Scaphyglottis sickii
Ponto 4 Anthurium scandens Anthurium scadens Gomesa basbata Gomesa basbata
Ponto 5 Mostera adansonii Mostera adansonii Epidendrum sp. Scaphyglottis sickii

3.3 ISOLAMENTO DOS FUNGOS ENDOFITICOS

ApOs a coleta do material, as folhas foram lavadas em 4gua corrente para a remogao da
poeira e outros residuos e depois submetidas a técnica de desinfestacdo para eliminacao dos
micro-organismos epifiticos. A técnica que foi utilizada estd descrita em Araujo et al. (2002),
que consiste na imersdo, em camara asséptica, das folhas em etanol 70% por 30 segundos, em
hipoclorito de sodio (3% de cloro ativo) por 1,5 minutos e trés lavagens em agua destilada,
esterilizada. Apos a desinfestacdo de cada folha, foram retirados seis discos contendo 6 mm
cada (Gamboa et al., 2002). Esses discos foliares foram distribuidos sobre o meio de cultura
Batata Dextrose Agar (BDA) acrescido de cloranfenicol (100 pg/mL), contido em placas de
Petri e incubado a temperatura ambiente (28 £ 2°C) por até 30 dias. O controle da eficiéncia
de desinfestacdo foi confirmado pela inoculacdo de 1 mL da ultima agua de lavagem em
placas de Petri com o mesmo meio de cultura. Apods crescimento das colonias, fragmentos das

mesmas foram transferidos para tubos de ensaio contendo meio BDA.



3.4 IDENTIFICACAO DOS FUNGOS

3.4.1 Caracterizacio morfologica

A identificagdo morfologica dos fungos isolados foi realizada a partir das observacdes
das caracteristicas macroscopicas € microscopicas das coldnias puras dos fungos endofiticos.
A identificagdo foi realizada utilizando literatura especifica (Ellis, 1971, 1976; Carmichael et

al., 1980; Sutton, 1980; Domsch et al., 1980; entre outros).

3.4.2 Caracterizacao molecular

3.4.2.1 Extra¢do de DNA dos fungos endofiticos

A biomassa dos fungos endofiticos foi obtida a partir de culturas desenvolvidas em
BDA em placas de Petri, mantidas a 28 °C por até seis dias. Todo micélio foi retirado da placa
com o auxilio de uma alca de platina, sendo o material transferido para microtubos de 2 mL
com tampa de rosca, acrescidos de 0,5 g de contas de vidro (glass beads) com dois didmetros
diferentes 150-212 pm e 425-600 pum, na propor¢do de 1:1 respectivamente. O material
fingico foi triturado por agitacdo em alta velocidade em um agitador tipo FastPrep (Oliveira
et al., 2014).

A extragdo do DNA gendmico foi realizada, com o material previamente triturado,
conforme Goées-Neto et al. (2005), que inclui homogeneizagdo do material em tampao CTAB
2% e uma lavagem com cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), além de precipitagdo em

isopropanol, lavagem em etanol 70% e ressuspensao em 50 pL de dgua ultrapura.

3.4.2.2 Amplificagdo e sequenciamento

Para amplifica¢do da regido ITS foram utilizados os primers ITS1 e ITS4 (White et al.,
1990). Os parametros para amplificacdo e as concentragdes dos reagentes (ANTPs, cloreto de
magnésio, Taq DNA polimerase e tampao de reagdo) foram os mesmos descritos por Oliveira
et al. (2014). Controles negativos, contendo todos os componentes exceto DNA dos fungos
estudados, foram utilizados em cada procedimento para detectar possiveis contaminacoes.

Os produtos das reagdes de PCR (5 pL) foram visualizados sob luz UV, a partir de gel
de agarose 1%, corado com GelRed. Os produtos de amplificagdo foram purificados com o
kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, Wisconsin, USA),
seguindo as instrugdes do fabricante, e encaminhados para a plataforma de sequenciamento
do Centro de Biociéncias da UFPE.

As sequéncias obtidas foram submetidas a comparagdo com o banco de dados do



NCBI a partir da utilizagio do BLASTn para uma identificacdo preliminar dos fungos

1solados.

3.4.2.3 Analise filogenética

As sequéncias obtidas foram alinhadas com outras recuperadas do GenBank com o
auxilio do programa MEGA versao 5.05 (Tamura et al., 2007). A caracterizagado molecular
final foi realizada com a avaliagdo filogenética e construcao de arvores, utilizando analises
bayesiana (1 x 10° geragdes) e de maxima verossimilhanga (1.000 bootstraps), utilizando os
programas MrBayes 3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003) e PhyML (Guindon & Gascuel,
2003), respectivamente, executados a partir do programa Topali 2.5 (Milneet et al., 2004). O

modelo de substituicao nucleotidica foi estimado usando Topali 2.5.

3.5 INDICES ECOLOGICOS

A diversidade de fungos endofiticos foi estimada utilizando o indice de Shannon-
Weiner (H'). A diferenga entre as médias do indice de diversidade foi avaliada utilizando a
analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas utilizando o teste de Tukey (P <
0,05). A riqueza de espécies foi quantificada como o nimero de espécies observadas de
acordo com a identificacdo morfoldgica e analises filogenéticas. Para o calculo da frequencia
relativa (Fr), o nimero de isolados de cada espécie foi dividido pelo nimero total de isolados,
sendo expressa em termos percentuais (Bezerra et al., 2013). Curvas de acumulacido foram
realizadas para indicar se o numero de unidades amostrais foi suficiente para capturar
totalmente a riqueza de espécies para cada planta, utilizando func¢des do pacote do R “INEXT’
(Hsieh et al., 2016). O estimador Jackknife de primeira ordem (Jackknifel) foi calculado
utilizando a fungdo specpool do pacote Vegan no software estatistico R (http:/www.R-
project.org). O escalonamento multidimensional nao-métrico (NMDS), utilizando o
coeficiente de dissimilaridade de Bray-Curtis, foi realizado para visualizar a composi¢ao da
comunidade de fungos endofiticos entre os Brejos de Altitude e entre as familias das plantas
estudadas. Todas as andlises foram realizadas no software estatistico R (http://www.R-

project.org).
4 RESULTADOS

4.1 DIVERSIDADE DE FUNGOS ENDOFITICOS

Foram isolados 214 fungos endofiticos a partir de 360 discos foliares de Orchidaceae e



Araceae pertencentes a 13 géneros e 21 espécies. Dentre os géneros isolados os que tiveram
maior representatividade foram Colletotrichum (44%), Pestalotiopsis (17%) e Aspergillus

(9%) (Figura 3).

Figura 3 - Géneros isolados em folhas de Orchidaceae e Araceae coletadas nos municipios de Gravata e Bonito,
Pernambuco.
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Fonte: Camila Melo, 2020.

Dos 214 espécimes de fungos endofiticos que ocorreram no presente trabalho, as
espécies mais frequentes foram representadas por Pestalotiopsis sp., Colletotrichum sp. 7

Aspegillus sp. e Colletotrichum sp. 2 (Tabela 2).



Tabela 2 - Fungos endofiticos isolados das familias Araceae e Orchidaceae da Serra do Contente (Gravatd) e da Mata da Chuva (Bonito), Pernambuco.

GRAVATA BONITO
Espécies Araceae Orchidaceae Araceae Orchidaceae

XI AS CB AS MA GB GB SS GB SS AS MA CB AS MA DP EC GB Esp. N 5:
Aspegillus sp. - - 3 - 3 3 3 3 4 - - - - - - - - - 19 8388
Colletotrichum sp. 1 - - - 2 - - - - - 3 - - - - - - - - - 5 2,34
Colletotrichum sp. 2 - - - - - - - - - 3 8 - 5 1 1 - - - - 18 841
Colletotrichum sp. 3 - - - - - - - - - 1 1 2 4 3 - - - - 11 514
Colletotrichum sp. 4 - - - - - - - - - 8 - 5 1 1 - - - - 18 8,41
Colletotrichum sp. 5 - - - - - - - - - - - - - - - 2 3 4 9 4,21
Colletotrichum sp. 6 - - - - - - - - - - - - - - - - 6 - 2 8 3,74
Colletotrichum sp. 7 - - - - - - - - - - - 4 4 2 3 2 4 3 - 22 102
Coniochaeta sp. - - - - - - - - - - - 1 - - - - - - 1 0,47
Clonostachys rosea 1 1 - 2 - - - - - - - - - - - - - - - 4 1,87
Cladosporium sp. - - - - - - - - - - - - - - - - 2 - 6 8 3,74
Circinotrichum papakurae - - - 1 - - - - - - - - - - - - - - - 1 0,47
Diaporthe sp. 1 - - - - - - - - - - - - - - - - 1 - 2 0,93
Endomelqncomopszs 3 i ) i ) i i i i ) i ) 1 1 ) i ) ) 17 7.94
endophytica
Fusarium sp. - - - - - - - 1 - - - - - - - - - 1 0,47
Pestalotiopsis sp. 8 3 - - - - - - 10 4 2 3 1 2 3 - - - - 36 16,8
Phyllosticta fallopiae - - - - - - - - - - - 2 3 2 - 3 4 1 2 17 7,94
Pseudopestalotiopsis theae - - - - - - - - - - - - - - - - 1 1 - 2 0,93
Sordariomycetes - - - - - - - - - - - - - - - 1 - - - 1 0,47
Telimena sp. 1 3 - 3 - - - - - - - - - - - - - - 7 3,27
Xylariaceae - - - - - - - - - - 2 1 - 2 2 - - - - 7 3,27
Total de isolados 214

28



(MA) Monstera adansonii; (AS) Anthurium scandens; (CB) Caladium bicolor, (GB) Gomesa barbata; (SS) Scaphyglottis sickii; (DP) Dichaea panamensis; (EC) Epidendrum cinnabarinum;

(E sp.) Epidendrum sp.; (N) Numero de Isolados; (Fr) Frequéncia de ocorréncia.
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O diagrama Venn, que ilustra o compartilhamento de tdxons de fungos entre as areas de
estudos, revelou que apenas cinco espécies, Colletotrichum sp. 2, Colletotrichum sp. 4, Diaporthe
sp., Endomelanconiopsis endophytica, Pestalotiopsis sp., foram comuns entre as areas Mata da

Chuva — Bonito e Serra do Contente — Gravata (Figura 4).

Figura 4 - Diagrama de Venn indicando o niimero de espécies comuns entre as areas Mata da Chuva — Bonito e Serra do

Contente — Gravata.

Bonito

Gravata

Estatisticamente o indice Shannon-Wiener (H') revelou diferengas significativas na
diversidade de fungo endofiticos entre as areas estudadas (Figura 5), entretanto quando comparamos a

diversidade de fungos entre as familias Araceae e Orchidaceae ndo houve diferencas significativa

(Figura 6).
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Figura 5 - indice de diversidade de Shannon-Wiener (H') de fungos endofiticos encontrados nas areas Mata da Chuva —
Bonito e Serra do Contente - Gravata (Tukey ao nivel de P <0,05).
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Fonte: Camila Melo, 2020.

Figura 6 - indice de diversidade de Shannon-Wiener (H') de fungos endofiticos encontrados nas familias Araceae e
Orchidaceae (Tukey ao nivel de P <0,05).
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Fonte: Camila melo, 2020.

A partir da andlise de NMDS foi possivel observar que a composicdo da comunidade de
fungos endofiticos na Mata da Chuva (Bonito) ¢ diferente daquela encontrada na Serra do Contente
(Gravata) (Figura 7). Sugerindo que as diferentes condigdes ambientais estdo influenciando a
composi¢do da comunidade de fungos endofiticos. Porém, a analise de NMDS demonstrou que as
comunidades de fungos endofiticos sdo semelhantes entre as diferentes familias (Araceae e

Orchidaceae) (Figura 8).
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Figura 7 - Escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) das comunidades de fungos endofiticos nas areas da
Serra do Contente em Gravata e Mata da Chuva em Bonito, Pernambuco.
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Fonte: Camila Melo, 2020.
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Figura 8 - Escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) das comunidades de fungos endofiticos nas familias
Araceae e Orchidaceae.
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Fonte: Camila Melo, 2020.

4.2 FUNGOS ENDOFITICOS ISOLADOS DE FOLHAS DE ARACEAE E ORCHIDACEAE NA
SERRA DO CONTENTE EM GRAVATA

Do total de endofitos isolados, 77 foram encontrados nas plantas coletadas na Serra do
Contente (Gravatd), sendo 40 recuperados de folhas de Araceae e 37 de folhas de Orchidaceae
(Tabela 2). A riqueza de espécies foi maior em Araceae (8 espécies), enquanto em Orchidaceae
foram encontrados seis espécies de fungos endofiticos.

Dos isolados encontrados em folhas de Araceae destacam-se, pela maior ocorréncia, os taxons
Pestalotiopsis sp., Endomelanconiopsis endophytica e Telimena sp., respectivamente. Entre os
fungos isolados em folhas de Orchidaceae, foram mais frequentes os taxons Pestalotiopsis sp. e
Aspergillus sp. respectivamente.

De acordo com a curva de acumulacdo de espécies a assintota ndo foi atingida, indicando que

o numero total de espécies esperada ndo foi encontrado, ou seja, a riqueza continuaria a aumentar
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com um maior nimero de amostras (Figura 9). Com base no Jackknife de primeira ordem (Jackknife
1), a riqueza estimada foi de 19 tdxons, no entanto apenas 11 espécies foram recuperadas no presente

estudo, correspondendo a 57%.

Figura 9 - Curva de acumulagdo de espécies de fungos endofiticos em relacdo ao niimero de amostras na Serra do
Contente (Gravatd), Pernambuco.
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Fonte: Camila Melo, 2020.

4.3 FUNGOS ENDOFITICOS ISOLADOS DE FOLHAS DE ARACEAE E ORCHIDACEAE NA
MATA DA CHUVA EM BONITO

137 espécimes de fungos endofiticos foram obtidos na Mata da Chuva (Bonito), sendo 89
isolados de folhas de Araceae e 48 em folhas de Orchidaceae (Tabela 2). Dos taxons isolados,
destacaram-se como os mais frequentes Colletotrichum sp. 7, Phyllosticta fallopiae, Colletotrichum
sp. 2 e Colletotrichum sp. 4, respectivamente. As espécies Colletotrichum sp. 2, Colletotrichum sp. 4
e Colletotrichum sp. 7 foram as mais frequentes em folhas de Araceae, em folhas de Orchidaceae
destacaram-se, como os mais frequentes, os taxons Phyllosticta fallopiae e Colletotrichum sp. 7,
respectivamente. Entre as familias de plantas estudas em Bonito, apenas duas espécies foram
compartilhadas (Colletotrichum sp. 7 e Phyllosticta fallopiae).

A curva de acumulagao de espécies para a Mata da Chuva (Bonito) ndo atingiu a assintota,
indicando que o numero total de espécies esperadas ndo foi encontrado, isso sugere que a riqueza
continuaria a aumentar com um maior esforco amostral (Figura 70). Com base no indice Jacknife 1 a
riqueza estimada foi de 17 espécies, no entanto foram recuperados 15 taxons, 82% da riqueza

estimada.
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Figura 10 - Curva de acumulacdo de espécies de fungos endofiticos em relacdo ao nimero de amostras na Mata da
Chuva — Bonito.
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Fonte: Camila Melo, 2020.

4.4 ANALISE MOLECULAR DOS FUNGOS ENDOFITICOS

Foi realizada a andlise das sequéncias do ITS rDNA das espécies de fungos endofiticos
isolados de folhas de Aracea e Orchidaceae, a partir da busca por maxima identidade, realizada com a
utilizagdo do programa Blastn. As sequéncias foram comparadas com outras do banco de dados do
NCBI (National Center for Biotechnology Information) para auxilio na identificagdo das mesmas.

Foi construida uma arvore filogenética com as sequéncias obtidas no presente estudo, onde ¢
mostrado o agrupamento dos isolados com sequéncias de espécies depositadas no NCBI (Figura 17).
Os isolados se agruparam em 14 familias: Diaporthaceae, Cladosporiaceae, Aspergillaceae,
Phyllostictaceae, = Botryosphaeriaceae, = Pyriculariaceae, = Sporocadaceae, = Coniochaetaceae,

Xylariaceae, Coniocessiaceae, Sporocadaceae, Bionectriaceae, Nectriaceae e Glomerellaceae.
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Figura 11 - Filograma obtido a partir de andlise bayesiana de sequéncias da regido ITS do rDNA, mostrando o
posicionamento de fungos endéfitos isolados das Familias Araceae e Ochidaceae, nas areas de estudo.
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Continuacéo - Filograma obtido a partir de andlise bayesiana de sequéncias da regido ITS do rDNA,
posicionamento de fungos endéfitos isolados das Familias Araceae e Ochidaceae, nas areas de estudo.
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Glomerellaceae foi a familia mais representativa, sete isolados (Or331, Ar343, Or253, Or276,

Or37, Or33 e Or40) agruparam-se com o género Colletotrichum. Foi obtido um isolado, Ar 346,

pertencente a familia Xylariaceae, infelizemente a identificagdo deste isolado nao foi possivel para

categorias inferiores a familia. Em Botriosphoaeriaceae trés isolados, Orll12, Ar21 e Ar27
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agruparam-se com representates de FEndomelaconipsis. O isolado Arll5 pertece a familia
Bionectriaceae formou um clado proximo com Clonostachys e géneros relacionados. A familia
Aspergillaceae foi representada por um isolado, Or48, que foi identificado morfologicamente e
filogeneticamente como Aspergillus sp.

Os isolados Ar122 e Ard29 foram identificados morfologicamente e filogeneticamente como
Pestalotiopsis mangifolia. A familia Coniochaetaceae foi representada por dois isolados, Ar132 que
filogeneticamente agrupou-se com o género Telimena e Ar419 que agrupou-se com o género
Coniochaeata. Os isolados Or266 e Ar92 ndo apresentaram estruturas reprodutivas, sendo
classificados como Mycelia sterilia, as analises moleculares permitiram a identificacao até o nivel da
classe Sordoriomycetes.

O isolado Or308, pertencente a familia Diaporthaceae, foi identificado morfologicamente
como Diaporthe sp., e filogeneticamente o isolado agrupou-se com sequencias de Diaporthe schini.
Os isolados Or324, Arl125 e Or239 formaram agrupamentos filogenéticos com sequencias dos
géneros Cladosporium, Circinotrichum e Fusarium repectivamente. Os isolados Ar422 e Or319
foram identificados morfologicamente e filogeneticamente como Phyllosticta fallopiae e

Pseudopestalotiopsis theae, respectivamente.

5 DISCUSSAO

Foram inoculados mais de 300 discos foliares de Araceae e Orchidacea em meio de cultura,
dos quais, 214 endofitos fungicos foram isolados. Véarios estudos, em regides tropicais, mostram
resultados similares ao presente estudo, dentre eles, Padua et al. (2019) trabalhando em Brejos de
Altitude em Pernambuco encontraram 152 isolados e 11 géneros. Godinho et al. (2019) na Serra da
Mantiqueira em Minas gerais obtiveram 65 isolados e 13 géneros. Em outro estudo, Arnold; Lutzoni,
(2007) relataram 21 taxons isolados em floresta tropical imida em Barro Colorado Island, Panama.
Neste cendrio - Brejos de Altitude, uma floresta imida no meio da floresta seca (Caatinga) - ¢ um
ecossistema favoravel para a manutengdo de uma comunidade diversificada de fungos endofiticos
(Padua et. al., 2019).

Estudos envolvendo fungos endofiticos em hospedeiros pertencentes a familia Orchidaceae
ainda sdo escassos. Juan Chen et al. (2011) na China, encontraram 401 endofitos pertencentes a 19
géneros em espécies de Orchidaceae consideradas medicinais. No entanto, no presente estudo, para a
familia Orchidaceae, 85 endofitos pertencentes a oito géneros foram encontrados. Possivelmente com
mais coletas e mais areas de estudos seria possivel encontrar outras espécies e até tdxons nunca
descritos para ciéncia.

Entre os géneros identificados, Colletotrichum e Pestalotiopsis tiveram um maior destaque
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por serem considerados os géneros com a maior ocorréncia para o presente estudo, sdo géneros
normalmente observados como fungos endofiticos em diversas espécies de plantas (Larran et al.,
2002; Baayen et al., 2002; Glienke-Blanco et al., 2002; Hata et al., 2002; Santamaria ; Bayman 2005;
Chareprasert et al., 2006; Wang et al., 2007; Rakotoniriana et al., 2008; Xing et al., 2010; Juan Chen
et al., 2011). Esses géneros também foram relatados por Padua et al. (2019) estudando a diversidade
de fungos endofiticos em cactaceas em Brejo de altitude de Pernambuco. Em um estudo realizado em
uma floresta temperada no Japao, Hata et al. (2002) consideraram espécies de Colletotrichum como a
maioria dos endéfitos comuns. Os representantes desses grupos (Colletotrichum e Pestalotiopsis) sdo
comumente relatados como endofitos de plantas medicinais, plantas economicamente importantes,
plantas endémicas, naturais e invasoras (Gautam, 2014). Isolados desses géneros também sao
encontrados causando véarias doencas em plantas de interesse econdmico e ecoldgico tais como
plantas frutiferas, prordutoras de grdos e cereais, plantas ornamentais e florestais (Bezerra et al.,
2017a; Dissanayake et al., 2017; Guarnaccia et al., 2017).

Com apenas trés isolados, o género Diaporthe ¢ considerado um dos géneros com menor
ocorréncia para o estudo. Por outro lado, no estudo realizado por Padua et al. (2019) espécies de
Diaporthe foram encontradas com maior frequéncia em folhas de Myracrodruon urundeuva em éreas
de Brejos de Altitude quando comparado com areas de Caatinga. J& em estudos realizados em
ambientes secos, espécies desse género sao incessantemente relatadas como endofitos de varios tipos
plantas (Murali et al., 2007; Gomes et al., 2013; Bezerra et al., 2017a).

Dentre os isolados encontrados, alguns sdo de representantes pertencentes a géneros
frequentemente registrados como endofitos, sendo também conhecidos como produtores de
compostos € enzimas importantes na industria farmacéutica e agrondmica. Dentre eles podemos
citar: Cladosporium e Diaporthe que produzem compostos antimicrobianos e compostos
anticancerigenos (Ding et al., 2008; Lin et al., 2005; Kumaran; Hur, 2009); e Paraconiothyrium, o
qual produz Brefeldin A, substdncia com propriedades antifungicas, antivirais e anticancerigenas
(Khan et al., 2012). Cladosporium ¢ um taxon conhecido por produzir compostos antimicrobianos,
esses organismos geralmente sdo isolados do ar, solo, graos, plantas, dentre outros substratos (Vieira
et al., 2006; Ding et al., 2008). Moricca et al. (2001), estudando Cladosporium em culturas de feijao,
relataram o género como um endéfito com potencial promissor no controle bioldgico.

Segundo Rampelotto et al. (2013), mais relevante do que uma grande diversidade ¢ a
variedade da composi¢do da comunidade microbiana. De acordo com a analise de composicao de
espécies (MNDS), do presente estudo, houve diferenga na composi¢ao da comunidade fungica entre
as areas, porém quando realizada a analise entre as familias estudadas a composi¢do flingica se

sobrepos. Esses resultados indicam que ha uma alta diversidade de fungos endofiticos associados as
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familias das plantas estudadas, ocorrendo maior influéncia da area de coleta, quando em comparacao
com os hospedeiros botanicos estudados. E possivel observar no estudo de Padua et al. (2019) que a
composi¢do das comunidades dos fungos endofiticos ¢ fortemente influenciada pelo tipo de
ecossistema, quando comparando fungos endofiticos isolados de Brejo de Altitude e Caatinga. Isso se
deve ao fato de que a diversidade de fungos endofiticos pode ser influenciada por diversos fatores
bioticos e abioticos, tais como: tipo de hospedeiro, mudangas de clima e vegetacdo local (Nascimento
et al., 2015; Koide et al., 2017). Além disso, as curvas de acumulagao obtidas neste estudo mostraram
que a comunidade de fungos endofiticos ndo foi recuperada na sua totalidade. Arnold & Lutzoni,
(2007), estudando a ocorréncia de fungos endofiticos na floresta tropical imida e Padua et al. (2019)
estudando esses organismos em Brejos de Altitude de Pernambuco, também demonstraram a
dificuldade no isolamento e esporulagao de algumas das espécies de fungos endofiticos encontradas.

Ha uma escassez de estudos com o objetivo de investigar a diversidade de endodfitos nas
regioes de Brejo de Altitude, limitando-se a alguns trabalhos com dados introdutérios (Bezerra et al.,
2012; 2013; 2017a; b; c; Freire et al., 2015; Pires, 2015; Santos et al., 2015a). Contudo, estudos
realizados nas familias Araceae e Orchidaceae, as quais tem importancia ornamental e econdmica,
tém gerado varios trabalhos (Lorenzi; Souza, 2001; Pedralli, 2002). Ainda ndo ha estudos sobre a
associagdo de fungos endofiticos nos Brejos de Altitude em nenhuma espécie da familia Araceae, e
para a familia Orchidaceae poucos sdo os relatos para endofitos de folhas. Dessa forma, este estudo
torna—se pioneiro sobre diversidade de endofitos, ao menos para a familia Araceae em Brejos de
Altitude.

No presente estudo foram reportados 214 isolados, pertencentes a 21 espécies de fungos
endofiticos nas folhas de representantes das familias Araceae e Orchidaceac em dois Brejos de
Altitude de Pernambuco (Serra do Contente em Gravatd ¢ Mata da Chuva em Bonito), o que
contribui para o conhecimento da diversidade desses fungos nesse ecossistema. Esse resultado mostra
uma rica comunidade de fungos endofiticos isolados de espécies dessas plantas. Praticamente nao
existem trabalhos sobre a ocorréncia de fungos endofiticos nos Brejos de Altitude, principalmente
considerando estudos envolvendo prospec¢ao molecular desses organismos. Com relacdo a
biodiversidade desses micro-organismos, o Brasil possui ainda um grande potencial a ser explorado,
tanto para plantas nativas e endémicas, quanto para aquelas ja tradicionalmente cultivadas (Azevedo

& Aratjo, 2007).

6 CONCLUSAO

- Houve diferenca na comunidade fingica entre as areas;
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- A comunidade de fungos endofiticos ndo variou de acordo com as familias das plantas estudadas;

- Coletas adicionais das folhas das plantas devem ser realizadas para que a riqueza esperada de

fungos endofiticos seja alcangada;

- A andlise molecular dos fungos endofiticos, confirmou grande parte da identificacdo morfologica,

contribuindo na identifica¢do dos tdxons encontrados;
- Coniochaeta sp. € uma nova espécie de fungo para ciéncia;

- Estudos sobre a ocorrencia de fungos endofiticos nos Brejos de Altitude sdo muito importantes,
tendo em vista que ndo ha praticamente trabalhos nessas dreas, principalmente considerando

trabalhos envolvendo prospec¢ao molecular desses organismos.
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Apéndice A — Artigo

Coniochaeta monsterae sp. nov., (Coniochaetaceae, Coniochaetales): a new endophytic species
from Brazil

Abstract

During an investigation of endophytic fungi on healthy leaves of Monstera adansonii in Brazil led to
the identification of an interesting fungus. Based on morphological features and phylogenetic
analyses of ITS region and the large subunit (LSU) of the nuclear rDNA we propose a new specie,
Coniochaeta monsterae. This anamorphic species is characterized by Conidiogenous cells phialidic,
solitary, straight, cylindrical, lageniform. Conidia biguttulate, ellipsoidal to cylindrical and formation
of abundant yeast-like cells.

Keywords: Endophytic; Coniochaeta; Monstera adansonii.

Introduction

Coniochaetaceae was established to accommodate Coniochaeta (Sacc.) Cooke and
Coniochaetidium (Malloch & Cain, 1971). Currently, only two genera are accepted in
Coniochaetaceae, Barrina A.W. Ramaley and Coniochaeta (Sacc.) Cooke (Huhndorf et al. 2004,
Garcia et al. 2006, Wijayawardene et al. 2018). Species belonging to this family are widely
distributed and have different modes of nutrition such as saprobes in dung, litter or soil, plant or
animal pathogens, rarely in humans and endophytes of various plants. In addition, they are also found
in acidic water with high concentrations of heavy metals (Ramaley 1997, Weber 2002, Weber et al.
2002, Huhndorf et al. 2004, Garcia et al. 2006, Kirk et al. 2008, Damm et al. 2010, Khan et al. 2013,
Troy et al. 2013, Miller et al. 2014, Vazquez-Campos et al. 2014, Maharachchikumbura et al. 2015,
2016, Wijayawardene et al. 2017).

Coniochaeta (Coniochaetaceae, Coniochaetales, Sordariomycetes, Ascomycota) includes
about 100 species (Garcia et al. 2006, Harrington et al. 2019, Phookamsak et al. 2019), was
introduced with type species Coniochaeta ligniaria (Grev.) Cooke (Cooke 1887). Is characterized by
presenting ascomata superficial or semi-immersed. Asci cylindrical, clavate, sub-globose or globose.
Ascospores narrowly ellipsoid to fusoid, broadly ellipsoidal to globose, lenticular or cruciform, with
rounded to apiculate ends, flattened on one or both sides; one-celled, smooth or pitted; brown to dark
brown, olive-greenish to dark olivaceous or black (Garcia et al. 2006). The genus Lecythophora
(Melin & Nannfeldt 1934), the asexual morph of Coniochaeta, is characterized by having colonies
colours varying from nearly white to yellowish or orange, salmon-coloured, pink or isabelline; its
hyaline hyphae and its mostly intercalary phialides with very short lateral necks, periclinal wall
thickening and flaring collarettes (Gams 2000, Weber 2002).

The species of Coniochaeta and your anamorphs of Lecythophora are isolated from a variety
of sources including wood, freshwater and food (Checa et al. 1988, Weber 2002, Raja et al. 2012),
human and animal tissue (de Hoog et al. 2000, Perdomo et al. 2013, Troy et al. 2013, Khan et al.
2013), and even uranium mines (Vazquez-Campos et al. 2014). Studies report Coniochaeta species
establish endophytism with several plants, causing no disease symptoms. Eo et al. (2014) reported
several species on ginseng leaves. Coniochaeta endophytica was 1isolated from healthy
photosynthetic tissue from Platycladus orientalis (Harrington et al. 2019). While Coniochaeta
ligniaria was reported in leaves of Baeckea frutescens (Kokaew et al. 2011). Other species have been
found in tissues of Dactylis glomerate and Euphorbia polycaulis (Mérquez et al. 2007, Nasr et al.
2017). The endophytic species of Comniochaeta are also reported as potential producers of
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antibacterial and antimicrobial substances (Asgari et al. 2007, Marquez et al. 2007, Rivera-Ordufia et
al. 2011, Harrington et al. 2019).

During an investigation of endophytic fungi in healthy Monstera adansonii leaves in Brazil,
an isolate was found that is morphologically and phylogenetically distinct from other known species
of Coniochaeta. Based on these results, a new species, Coniochaeta monsterae, is introduced,
illustrated and compared with similar taxa.

Materials and methods

Fungal isolation

Healthy leaves of Monstera adansonii Schott. were collected from Ecological Reserve Mucuri
(Bonito, Pernambuco, Brazil) (08°32°20”S and 35°43°22”W). The leaves were transported to the
laboratory and processed within 24 h. The samples were washed with tap water to remove dust
particles from the surface. Discs of size 6 mm were cut from the leaves using a sterile cork
perforator, disinfected with 70% alcohol for 30 s and 2% sodium hypochlorite (NaOCl) for 2 min,
and washed twice with sterile distilled water to remove the sodium hypochlorite (Aratjo et al. 2002;
modified). The disinfected discs were plated on malt extract agar (MEA) containing chloramphenicol
(50 mg/L) and incubated at room temperature (28 = 2 °C).

Morphological study

Isolate was cultured on MEA, potato dextrose agar (PDA) and Oatmeal and incubated at 25
°C under daylight conditions for up to 4 weeks. After 2 weeks of incubation, the diameter of the
colonies was measured, and its morphology was described. Colony colours on the surface and reverse
were assessed according to the colour charts of Rayner (1970). Micromorphological descriptions
were obtained via cultures grown for 10 days. At least 15 conidiogenous cells, and 30 conidia were
measured to estimate the mean size of those structures. Reference strain is deposited in the URM
culture collection (Micoteca URM Profa. Maria Auxiliadora Cavalcanti), and prepared microscope
slides are deposited in the URM herbarium (Herbario URM Padre Camillle Torrend) at the Federal
University of Pernambuco, Recife, Brazil.

DNA extraction and amplification

Biomass was obtained from cultures grown on MEA after 7 days at 25 °C. Genomic DNA
was extracted using the CTAB method based on the protocol described by Goes-Neto et al. (2005).
To amplify the internal transcribed spacer (ITS) region and the large subunit (LSU) of nuclear rDNA,
the respective primer pairs ITS1/ITS4 (White et al. 1990) and LROR/LRS (Vilgalys and Hester 1990)
were used. The PCR conditions described by Oliveira et al. (2014) were followed. The products of
DNA extractions and reactions (5 pL) of PCR were visualized under UV light with 1% agarose gel
stained with GelRed. Amplification products were purified with the PureLink PCR Purification Kit
(Invitrogen), following the manufacturer's instructions, and sequenced using the Multipurpose DNA
Sequencing Platform. Sequence assembly and editing were performed using Pregap4 and Gap4 in the
Staden package (Staden et al. 2000) and deposited in GenBank (Table 1).

Phylogenetic analyses

To analyze the phylogenetic relationships of the new species, ITS and LSU nrDNA sequences
of members belonging to Coniochaeta were obtained from GenBank and aligned with the sequence
generated in the present study. The fungal sequences were aligned and edited with MEGA, version
5.05 (Tamura et al. 2007). Prior to phylogenetic analysis, the optimal model of nucleotide
substitution was estimated using Topali 2.5 (Milne et al. 2004). Bayesian inference (two runs over 4
x 10° generations with a burn-in of 2500) and maximum likelihood (with support estimated by a
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bootstrap analysis with 1000 replicates) analyses were performed, respectively, with MrBayes 3.1.2
(Ronquist and Huelsenbeck, 2003) and PhyML (Guindon and Gascuel, 2003), launched from Topali
2.5.

Results

Topologies of the best phylogenetic tree obtained using the Maximum likelihood analysis and
Bayesian inference (Fig. 2) using the combined dataset of ITS and LSU, reveals that the sequence of
the new species of Coniochaeta monsterae formed distinct clades with other species of group. In the
phylogenetic tree the more related sequence of Coniochaeta monsterae is Coniochaeta fasciculata
(CBS 205.38). In the BLASTn analysis of the ITS rDNA sequences, C. monsterae is 92,2% similar to
Coniochaeta fasciculata (CBS 205.38) and regarding analysis of the LSU rDNA sequences they are
99.1 % similar.
Taxonomy
Coniochaeta monsterae sp. nov.

MycoBank:

Etymology: the name refers the host plant, Monstera adansonii.

Description on PDA — Mycelial hyphae thin septate, simple to branched, hyaline, smoothwalled,
guttulate, anastomosis observed, 1.8-2.4 um. Conidiogenous cells lateral, phialidic, solitary, straight,
cylindrical, lageniform, 4-7 x 1.8-2.4 um. Generally wider at the base, becoming thinner toward the
apex. Conidia, hyaline, smooth-walled, biguttulate, ellipsoidal to cylindrical with round ends or with
one end slightly acute, sporulation abundant, variable in size, 2.5-6.2 x 1.8—-3 um; yeast
like cells observed frequently. Chlamydospore and sexual morph not observed.

Culture characteristics — Colonies on PDA reaching 28,7 mm diam. after 2 weeks at 25 °C;
amber, circular with regular margin, reverse pale brown yellowish. Colonies on MEA reaching to 34
mm diam. after 2 weeks at 25 °C; white cream turning pale yellow, colony circular with regular
margin, reverse pale luteous. On oatmeal agar (OA) reaching to 35 mm diam. after 2 weeks at 25 °C;
regular margin, surface and reverse white.

Material examined — Brazil, Pernambuco, Bonito, Ecological Reserve Mucuri, isolated as endophyte
from leaves of Monstera adansonii, 11 april 2019, C. M. Gongalves, collector number —
ex-type culture URM 8284)

Note — the new species, Coniochaeta monsterae forms a well separate clade, close to Coniochaeta
africana (Damm et al. 2010) and Coniochaeta fasciculata (Weber, 2002). However, C. monsterae can
be easily distinguished from these species by the presence of straight, lageniform conidiogenic cells
without collarette. The new species remember Coniochaeta fodinicola for producing colonies
initially white cream turning pale with age, yeast-like cells and phialide conidiogenic cells without
collarette (Vazquez-Campos et al. 2014).
Discussion

Members of Lecythophora, an anamorphic genus of the Coniochaetaceae, are characterized by
present salmon pink to dark brown colonies and intercalary conidiogenic cells with distinct collarettes
(Damm et al. 2010; Khan et al. 2013). Molecular studies reported eight species included in Lecythophora
are anamorphs of Coniochaeta (Weber 2002, Damm et al. 2010; Guarro et al. 2012, Khan et al. 2013).
These fungi are generally found as saprobes in various substrates, such as wood, bark of different trees,
soil and leaves. When pathogens the representatives of this fungi exhibit low virulence on most hosts,
usually appearing as opportunistic invaders of previously infected, wounded or senescent tissue (Damm et
al. 2010). However, also includes endophytic taxa, such as Coniochaeta ligniaria (Kokaew et al. 2011)
and Coniochaeta endophytica (Harrington et al. 2019).
In this study, the new specie, Coniochaeta monsterae was isolated living as an endophyte of healthy
de Monstera adansonii.

We introduce a phylogenetic analysis and morphological characterization to distinguish
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Coniochaeta monsterae from other closely related species. The new species of the group
Coniochaeta is phylogenetically next to Coniochaeta fasciculata and Coniochaeta africana (Fig. 2).
However, Coniochaeta fasciculata isolated from butter in Switzerland, may be distinguished from
Coniochaeta monsterae by to produce colonies grey-brown to black, adelophialides and collarettes
long (Weber, 2002). Coniochaeta africana, described from necrosis in wood of Prunus salicina, may
be distinguished from Coniochaeta monsterae by to produce discrete conidiophores rare cylindrical
to ventricose, conidiogenous cells discrete, phialides cylindrical to ventricose and conidia aggregated
in heads (Damm et al. 2010).

The new species, Coniochaeta monsterae, remember Coniochaeta fodinicola for producing
colonies initially white cream turning pale with age, yeast-like cells and phialide conidiogenic cells
without collarette (Vazquez-Campos et al. 2014). However, C. monsterae differs from C. fodinicola
by the absence of chlamydospores, production of cylindrical and lageniform conidiogenic cells,
generally wider at the base, becoming thinner towards the apex, and bigutulated, ellipsoidal to
cylindrical conidia. Other species share some characteristics with C. monsterae. For example, C.
polymorpha, described from the endotracheal tube of a preterm neonate, resembles C. monsterae by
the absence of chlamydospores, production of smooth-walled, ellipsoidal hyaline conidia and yeast-
like cells (Khan et al. 2013). On the other hand, C. monsterae differs from C. polymorpha by
producing guttulated vegetative hyphae, straight, cylindrical, lageniform conidiogenic cells, generally
wider at the base, becoming thin toward the apex without collarette and bigutulated conidia.

The espécie C. euphorbiae, C. iranica and C. endophytica were described from healthy tissue
of Euphorbia polycaulis and Platycladus orientalis, respectively (Nasr et al. 2018; Harrington et al.
2019). In C. monsterae yeast-like cells were observed, as well as on the species C. euphorbiae and C.
iranica (Nasr et al. 2018). However, C. monsterae can be morphologically distinct from both species
by producing conidiogenic lageniform cells, sometimes wider at the base, becoming thinner toward
the apex, bigutulated, ellipsoidal conidia. Coniochaeta endophytica differs from C. monsterae by
producing phialidic conidiogenous cells ampulliform, conidia oblong, without yeast-like cells. All
these species are not phylogenetically related with C. monsterae.

The species described here apparently does not cause host disease symptoms, suggesting that
further studies are needed to better understand the ecological function of the fungus-plant interaction.
The knowledge of new fungal endophytes associated with plants that live in different ecosystems in
Brazil may contribute to the understanding of the ecological role of these organisms, besides
providing subsidies for future research for biotechnological purposes.
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Figure 1. Coniochaeta monsterae. A-B culture in malt extract agar after two weeks (reverse B.);
C.D.E. Conidiogenic cells and conidia F. Conidia. G. Yeast-like cells. Scale bars: 10 um
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Figure 2. Bayesian inference tree (BI) obtained from phylogenetic analysis of ITS and LSU rDNA
sequences of Coniochaeta members. The new species is in bold. The support values shown in the
nodes are from the maximum likelihood (ML) and BI and analyzes, respectively.



