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RESUMO GERAL

Fungos endofiticos sdo micro-organismos que habitam o interior da planta hospedeira, sem
causar danos aparentes ou estruturas externas visiveis. O coqueiro (Cocos nucifera L.) é uma
espécie tropical, largamente distribuida na Asia, Africa, América Latina e regides do Pacifico,
sendo o Brasil o quarto maior produtor mundial. Devido a importancia agroeconémica do coco,
este trabalho teve por objetivo determinar a micobiota endofitica de folhas sadias de C. nucifera
em duas cultivares (Ando-amarelo e Ando-verde) e um hibrido (PB 121) em Goiana,
Pernambuco. No laboratorio, fragmentos de raque e foliolo foram lavados com agua corrente e
sabdo neutro, e com auxilio de um furador esterilizado foram feitos discos foliares (6 mm),
posteriormente desinfestados em éalcool 70% por 1 minuto, em hipoclorito de sédio (NaOCI) a
2% por 2 minutos e 30 segundos, em alcool 70% por 30 segundos e finalmente duas lavagens
com agua destilada esterilizada. Os fragmentos foram tranferidos para placa de Petri, em
triplicata, contendo Batata-Dextrose-Agar (BDA) acrescido de cloranfenicol (50 mg.L™). Foram
sequenciados a regido ITS do rDNA dos isolados e em seguida verificada a similaridade Blastn
e realizada analises filogenéticas. indices de diversidade, curva de acumulacio de espécies,
similaridade e frequéncia de ocorréncia foram calculados. O total de 1296 fragmentos de
folhas/raques foram analizados e 474 espécimes de fungos endofiticos foram isolados e
distribuidos em 31 géneros e 37 espécies. A espécies identificadas sdo representantes do filo
Ascomycota, pertencentes as classes Sordariomycetes, Dothideomycetes e Eurotiomycetes,
além de Occultifur externus, Rhodotorula marina e Pseudozyma hubeiensis anamorfos do filo
Basidiomycota e Syncephalastrum racemosum do filo Zygomycota. Arthrinium xenocordella,
Ascotricha guamenses, Phlyctaeniella sp., Pyrenochaetopsis decipiens, P. leptospora e Stenella
musae sdo citadas pela primeira vez como endofiticos. Fusarium proliferatum, F. solani e

Paecilomyces lilacinus sdo reportadas pela primeira vez como endofiticos em Cocos nucifera.

Palavras-chave: Arecaceae; ITS; diversidade.



ABSTRACT

Endophytic fungi are microorganisms that live inside the host plant. Their structures are not
visible externally and these organisms do not cause any apparent damage to the host. The
coconut (Cocos nucifera L.) is a tropical species, worldwide distributed, occurring in Asia,
Africa, Latin America and Pacific regions. The Brazil is the fourth largest producer of coconut in
the world. Due to the agro-economic importance of coconut, the aim of this study was to
determine the endophytic fungi in the healthy leaves of two cultivars (yellow dwarf and green
dwarf and a hybrid (PB 121) of C. nucifera in Goiana, Pernambuco. In the laboratory, fragments
of petioles and leaflets were washed with tap water and soap. Leaf discs were cut with a sterile
cork punch (6 mm diam.), decontaminated with alcohol (70%) for 1 min., sodium hypochlorite
(2%) for 2.5 min. and 30 sec., alcohol (70%) for 30 sec. and finally twice washed with sterilized
distilled water. The fragments were transferred to a Petri dish, in triplicate, containing Potato-
Dextrose-Agar (PDA) with chloramphenicol (50 mg.L™). The ITS region was sequenced to
isolates. The sequences were queried in the Blastn (NCBI) to recover the percentage of identity
with other sequences deposited in the data base. Phylogeny, species accumulation, frequency of
occurrence, diversity and similarity indexes were calculated. Fragments from 1296 leaves and
petioles were analyzed, and were found 474 specimens of endophytic fungi distributed in 31
genera and 37 species. The identified species were mainly taxa from Ascomycota, belonging to
the classes Sordariomycetes, Dothideomycetes and Eurotiomycetes. Some individuals are
anamorphic of Basidiomycota (Occultifur externus, Rhodotorula marina and Pseudozyma
hubeiensis) and Zygomycota (Syncephalastrum racemosum). Arthrinium xenocordella,
Ascotricha guamenses, Phlyctaeniella sp., Pyrenochaetopsis decipiens, P. leptospora and
Stenella musae are mentioned for the first time as endophytes. Fusarium proliferatum, F. solani

and Paecilomyces lilacinus are newly reported as endophytes in Cocos nucifera.

Key-words: Arecaceae; ITS; diversity.
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1. INTRODUCAO

A palavra endofitico vem do grego (éndon + phytdn) e significa "dentro da planta”. Um
microrganismo endofitico, incluindo fungos e bactérias, é aquele que passa todo seu ciclo de vida
(ou parte dele) colonizando inter ou intracelularmente os tecidos saudaveis da planta hospedeira,

sem causar sintomas de doencas (Zou & Tan, 2001).

Os endofiticos tém despertado interesse da comunidade cientifica pelo potencial na
producdo de metabolitos de interesse econémico, incluindo os relacionados as plantas hospedeiras
(Souza et al., 2004). Diversos trabalhos tém mostrado sua atuacdo no controle biologico de doencas
e pragas, no aumento da tolerdncia a estresses abidticos, na promog¢do do crescimento da planta
hospedeira e na producéo de antimicrobianos (Pereira et al., 1993; Araljo, 1996; Rodrigues & Dias
Filho, 1996).

Os fungos endofiticos estabelecem uma relacdo com o hospedeiro que pode variar de
mutualismo a um ligeiro parasitismo (Kjer et al., 2009). Ao contrario dos fungos patogénicos, esses
organismos ndo causam fitopatogenias aparentes a seus hospedeiros, podendo ser patdgenos
latentes, mutualisticos, comensalistas e/ou saprofiticos (Bacon & White, 2000; Schultz & Boyle,
2005; Kogel et al., 2006).

O coqueiro (Cocus nucifera L.) foi introduzido no Brasil no Estado da Bahia (por isso a
denominacdo coco-da-baia) com material proveniente da llha de Cabo Verde. E provével que tenha
origem na India ou Sri Lanka. Passados alguns anos, o coqueiro foi também introduzido em paises
como Malasia, Costa do Marfim entre outros (Nucé de Lamothe, 1983).

A cocoicultura no Brasil vem se destacando nos ultimos anos. Em 1990 o pais ocupava a 10°
posicdo no ranking mundial, com uma producdo ao redor de 477 mil toneladas de coco.
Atualmente, o pais é o quarto maior produtor mundial, produzindo aproximadamente 2,8 milhGes de
toneladas, em uma area de 287 mil ha plantada com coqueiros (Embrapa, 2011).

Apesar do cultivo do coqueiro estar sendo estimulado e introduzido em varias regides do
pais, as maiores plantacfes e produgdes se concentram na faixa litoranea do Nordeste e parte da
regidao Norte do Brasil. Nessas areas o cultivo é favorecido pelas condi¢Ges climaticas e ambas as

regides detém cerca de 70% da producéo do coco brasileiro (IBGE, 2009; Embrapa, 2011).

Devido a escassez de trabalhos referentes a ocorréncia de fungos endofiticos em coqueiros e
considerando a importancia agroecondmica da cocoicultura para o estado de Pernambuco, é de

importancia que esses organismos sejam estudados. Dessa forma, esse trabalho visa contribuir para
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0 conhecimento sobre os fungos endofiticos encontrados em folhas sadias de Cocos nucifera em

duas cultivares (Ando-amarelo e Ando-verde) e um hibrido (PB 121) em Goiana, Pernambuco.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Fungos endofiticos
2.1.1 Conceito de fungos endofiticos

A palavra endofito é derivada do grego (éndon + phyton), significa 'no interior da planta’. O
primeiro relato sobre a defini¢cdo do termo endofitico é o de De Barry (1866, apud Gamboa Gaitan,
2006). Em seus estudos com gramineas, esse autor considerou endéfitos os fungos que vivem no

interior dos tecidos das plantas. Desde entdo o termo endofitico tem sofrido varias modificagdes.

Fidalgo & Fidalgo (1967) definem fungo endofitico como aquele que vive no interior do
tecido vegetal. Em 1988, Carroll restringiu o termo endofitico a organismos que causam infec¢do
assintomatica nos tecidos internos de plantas, excluindo fitopatégenos, mutualistas e micorrizas.
Segundo Petrini (1991), fungos endofiticos colonizam os tecidos sadios de partes aéreas da planta,
em algum momento do seu ciclo de vida, sem lhe causar danos aparentes. De acordo com Schulz &
Boyle (2005), fungos endofiticos colonizam uma planta sem causar sintomas visiveis de doencas

em qualquer momento.

A definicdo mais completa e atual sobre o conceito de endofiticos é a de Azevedo & Araujo
(2007) que definem como endofiticos todos 0s micro-organismos que habitam o interior da planta
hospedeira, sem causar danos aparentes ou estruturas externas visiveis, excluindo micro-organismos
que fixam nitrogénio atmosférico e produzem nddulos nas raizes vegetais, bem como os fungos
micorrizicos, ambos conceitualmente endofiticos, mas que apresentam caracteristicas proprias,

sendo bem mais estudados que os endofiticos que habitam partes aéreas de plantas.

A distincdo entre endofiticos, fitopatogénicos e oportunistas é puramente didatica. O
desequilibrio dessa harmonia afeta 0 comportamento de todos os integrantes da comunidade,
oferecendo condigdes para que os fungos oportunistas manifestem o seu potencial patogénico contra
0 hospedeiro (Azevedo et al., 2000; Maki, 2006).

2.1.2 Importéncia dos fungos endofiticos

Apesar da interacdo entre fungos endofiticos e seus hospedeiros ainda ser pouco conhecida,

nas ultimas décadas houve um constante aumento de estudos relacionados, ocorrendo novas
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descobertas relacionadas ao potencial bioldgico, econdmico e ecoldgico dessa interacdo. Em
estudos recentes, foram constatados que cerca de 51% das substancias biologicamente ativas
isoladas de fungos endofiticos eram desconhecidas anteriormente (Strobel, 2003). Segundo Schulz
& Boyle (2005), aproximadamente 80% dos fungos endofiticos produzem compostos
biologicamente ativos, como antibidticos, fungicidas e herbicidas. Em revisdo publicada em 2001,

Zou e Tan ja descreviam 184 metabdlitos, isolados de 59 fungos, sendo 96 destes inéditos.

Certos fungos endofiticos produzem compostos igualmente presentes em suas plantas
hospedeiras como exemplo pode-se citar o taxol, uma droga quimioterapéutica usada no tratamento
de cancer de mama e ovario presente tanto na planta medicinal Taxus brevifolia Nutt., como no
fungo endofitico Taxomyces andreanae Strobel, A. Stierle, D. Stierle & W.M. Hess (Stierle et al.,
1995; Wang et al., 2000 e Strobel et al., 2003). Apds a descoberta de que fungos endofiticos podem
produzir taxol, visualizou-se um processo mais eficiente e menos dispendioso para producdo deste
farmaco (Neto et al., 2003). Pestalotiopsis microspora (Speg.) Bat. & Peres isolada de T.
wallachiana Zucc, também produz taxol (Strobel et al., 1996). Possivelmente isso ocorre devido a
recombinacdo genética entre o microrganismo e o hospedeiro ao longo da evolugdo conjunta dos
simbiontes (Strobel, 2006).

Os fungos endofiticos sdo produtores de metabdlitos primarios e secundarios que podem conferir
a planta a diminuicdo da herbivoria e do ataque de insetos, 0 aumento da tolerancia a estresses
abidticos, resisténcia a doencas, aumento da area foliar, controle de microrganismos, bem como
esses organismos podem produzir antimicrobianos, fitohormoénios, toxinas, imunossupressores,
antitumorais e enzimas, atuando também no controle biolégico de pragas e a promoc¢do de
crescimento vegetal (Read & Camp, 1986; Clay, 1988; West et al., 1990, Stovall & Clay, 1991,
Pereira, 1993; Araujo, 1996; Rodrigues & Dias Filho, 1996; Azevedo et al., 2000; Strobel, 2003).

Os endofitos também podem atuar como agentes antidiabéticos (Strobel et al., 1997; Zhang et
al., 1999; Wagenaar et al., 2000), apresentando também acdo antioxidante, a qual é de grande
importancia para a industria de cosméticos (Strobel et al., 2002). Cui et al., (2011) observaram a
inibicdo de linhagens de células cancerigenas por fungos endofiticos. Alguns desses organismos

podem atuar como fontes para a producéo de anticancerigenos naturais (Huang et al., 2006).

2.3 Ocorréncia de fungos endofiticos na familia Arecaceae

Muitos trabalhos com fungos endofiticos tém sido realizados nas diversas familias de vegetais,

principalmente nas gramineas e espécies de regibes tropicais. Estudos com fungos endofiticos
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relacionados a hospedeiros da familia Arecaceae ainda sdo escassos. Rodrigues & Samuels (1990)
relataram, na Autrélia, pela primeira vez a ocorrencia de fungos endofiticos em palmeiras
(Arecaceae), isolando fungos em folhas de Licuala ramsayi (Muell.) Domin. Rodrigues (1994)
isolou fungos endofiticos de uma importante palmeira da amazonia conhecida popularmente como

acai (Euterpe oleracea Mart.).

Southcott et al. (1997) isolaram fungos endofiticos de duas espécies de palmeiras Livistona
chinensis Jacquin e Sabal bermudana Bailey (endémica na ilha das Bermudas). Taylor et al.,
(1999) compararam a micobiota endofitica de Trachycarpus fortunei (Hook.) H.Wendl., uma
palmeira tipica de regiGes temperadas, dentro e fora do seu ambiente natural. Lumyong et al. (2009)
isolaram fungos endofiticos de Calamus kerrianus Becc. e Wallichia caryotoides Roxb., ambos
representantes da familia Arecaceae. Identificacdo morfoldgica e molecular de fungos endofiticos
foi realizada por Guo et al., (2000) em folhas de Livistona chinensis (Jacg.) R. Br. ex Mart. em

Hong Kong, mostrando um passo importante nos estudos desses organismos em palmeiras.

Fungos endofiticos em palmeiras foram isolados de diferentes partes das nervuras, no tecido
foliar entre as nervuras ou do peciolo (Rodrigues, 1994; Taylor et al., 1999). Frohlich et al., (2000)
observaram diferencas entre a micobiota endofitica de diferentes tecidos e idades das folhas de

palmeiras.

Uma importante discussdo foi realizada por Frohlich & Hyde (1999), onde foi levado em
consideracdo que o numero de espécies de fungos endofiticos (Ascomycota, Basidiomycota e
anamorficos) que ocorrem em Arecaceae € grande seguindo a razdo palmeira:fungos (1:26), mais
elevada do que a razdo geralmente aceita de 1:6 para outras plantas. Os autores sugerem que essa
seria uma estimativa mais precisa da relacdo hospedeiro/fungo para palmeiras nos tropicos e que a
estimativa realizada por Hawksworth (1991) de 1,5 milhdes de espécies de fungos existentes no

planeta seria muito conservadora.

Estudos que visam a aplicagdo de fungos endofiticos foram realizados por Gomez-Vidal et al.,
(2006) que inocularam fungos entomopatogénicos em tecidos de Phoenix dactylifera L. e
observaram que esses fungos foram capazes de sobreviver como endofiticos, podendo ser utilizados
como biocontrole de pestes de palmeiras. Segundo Almeida et al., (2005) espécies endofiticas de
pupunha apresentam potencial para o uso no controle biolégico de patdgenos e podem ser utilizadas
como agentes de controle bioldgico dos patdgenos causadores do apodrecimento radicular de
pupunheiras. Espécies de Penicillium endofiticos de Mauritia flexuosa L. da amazbnia sao

produtores de alcaloides e outros metabdlitos importantes (Koolen et al., 2012).

17


http://en.wikipedia.org/wiki/William_Jackson_Hooker
http://en.wikipedia.org/wiki/Hermann_Wendland

Oliveira R.J.V. DIVERSIDADE E IDENTIFICACAO DE FUNGOS ENDOFITICOS...

No Brasil existem poucos registros de fungos endofiticos em Arecaceae. Freire (2005) relata a
ocorréncia de uma espécie em Copernicia prunifera (Miller) H.E. Moore conhecida popularmente
como carnauba no Ceard. Mariano et al., (1997) realizaram um trabalho onde compararam a

comunidade endofitica e epifitica de Cocos nucifera L. em Pernambuco, Sergipe e Alagoas.

2.4 Cocos nucifera

2.4.1 Origem e importancia

O coqueiro (Cocos nucifera L.) é uma espécie tropical, largamente distribuida na Asia,
Africa, America Latina e regides do Pacifico (CGIAR, 2014) sendo cultivado em mais de 86 paises
(Persley, 1992). A verdadeira origem do coqueiro é bastante discutida. Acredita-se que o coqueiro
seja originario do continente americano (Medina, 1980), no entanto a hipdtese mais aceita é que
seja originario do sudeste asiatico mais especificamente na Malasia (Purseglove, 1972). No Brasil, o
estado da Bahia é apontado como o local da primeira introducdo do coqueiro gigante, feita pelos
portugueses em 1553, a partir de mudas provenientes da llha de Cabo Verde (Gomes, 1984;
Siqueira et al., 1998).

O coqueiro é uma palmeira amplamente cultivada em todo o mundo, sendo considerada uma
das mais importantes espécies tropicais utilizadas pelo homem. Seu cultivo pode ser considerado
uma das mais importantes atividades agricolas no mundo. A partir desta planta sdo conhecidos mais

de 100 produtos ou subprodutos, gerando emprego e renda (Cuenca, 1998).

A cocoicultura no Brasil vem se destacando nos ultimos anos. Em 1990 o pais ocupava a 10°
posicdo no ranking mundial, com uma producdo ao redor de 477 mil toneladas de coco.
Atualmente, o pais é o quarto maior produtor mundial, produzindo aproximadamente 2,8 milhdes de

toneladas, em uma &rea de 287 mil ha de coqueiros (Embrapa, 2011).

Apesar do cultivo do coqueiro estar sendo estimulado e introduzido em varias regides do
pais, as maiores plantacfes e produgdes se concentram na faixa litordnea do Nordeste e parte da
regido Norte do Brasil. Nessas areas o cultivo é favorecido pelas condic¢Ges climaticas e ambas as

regides detém cerca de 70% da producéo do coco brasileiro (IBGE, 2009; Embrapa, 2011).
2.4.2 Classificagéo e caracterizagdo das cultivares de coqueiro

O coqueiro pertence a familia Arecaceae, uma das mais importantes familias da classe

monocotileddneas, sendo o género constituido apenas pela espécie Cocos nucifera L. (Foale, 2005).
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Apesar de apresentar uma Unica espécie para o género, C. nucifera € composta por algumas
variedades, onde as duas mais importantes sdo: Cocos nucifera var. typica, conhecida no Brasil
como “Gigante” ¢ Cocos nucifera var. nana, denominada de “Ana”. A variedade And é composta
das cultivares Verde, Amarela, Vermelha da Malasia e Vermelha de Camardes (Aragdo et al.,
2002). Um terceiro tipo, o hibrido, € resultante de cruzamentos entre estas variedades (Aragao et al.,
1999).

Os hibridos resultam do cruzamento das variedades And e Gigante, e constituem um grupo
de dupla finalidade, devido ao seu potencial de utilizacdo tanto de forma in natura como no
processamento industrial (Embrapa 2011). O hibrido PB -121, resultado do cruzamento entre as
variedades Ando Amarelo da Malasia e Gigante do Oeste Africano, foi o primeiro hibrido
desenvolvido e usado em escala comercial (Dallemole et al., 2008).

O coqueiro gigante é uma planta de porte alto, atingindo cerca de 35m de altura, com
produtividade de cerca de 60 a 80 frutos/planta/ano. O inicio da producdo ocorre sete anos apos 0
plantio e seus frutos séo utilizados pela indUstria de processamento na forma de coco ralado, leite de
coco, oléo de coco, etc (Silva, 2002). O coqueiro ando é uma planta de porte baixo, atingindo cerca
de 12 m de altura, com produtividade em torno de 200 a 250 frutos/planta/ano. O inicio da producao
ocorre trés anos apos o plantio e seus frutos sdo utilizados na forma de coco “verde”. Os hibridos
sdo plantas de porte intermediério, atingindo cerca de 20 m de altura, com produtividade ao redor de
120 a 150 frutos/planta/ano. O inicio da producdo ocorre quatro anos apés o plantio e seus frutos

séo utilizados tanto na industria de processamento quanto na forma de coco “verde” (Silva, 2002).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de coleta

As coletas das folhas foram efetuadas na Unidade de Execucdo de Pesquisa de Itapirema
(UEP), pertencente ao Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), no Municipio de Goiana, PE,
tendo como coordenadas 7°33°45" S - 35°0°0" W e altitude de 14 m.

3.2. Coleta do Material

Durante o periodo de Maio/2012 a Abril/2013 (Tabela 1), foram realizadas seis coletas,
sendo trés no periodo de estiagem e trés no periodo chuvoso.

As coletas foram realizadas em trés areas, sendo cada area correspondente a uma cultivar: 1.
Ando amarelo (Figura 1), 2. Ando verde (Figura 2) e 3. hibrido PB121 (Figura 3). Para cada area
trés pontos foram determinados aleatoriamente.

Para cada ponto foram escolhidos trés espécimes de cada vegetal, sem sintomas aparentes de
doencas ou injarias, sendo coletadas para o estudo, trés folhas sadias de cada espécime. No total,
foram obtidas 27 folhas por area, sendo 81 por coleta. As folhas foram transportadas ao Laboratério
de Po6s-Graduacdo em Biologia de Fungos, para manipulacdo, no tempo maximo de 24 horas. As
folhas de cada ponto foram misturadas formando uma amostra composta. Para cada ponto foram
plagueados 18 discos de foliolo e 6 de raque. No total foram obtidos 1296 discos para o estudo.
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Figura 1. Cocos nucifera cultivar Anédo verde em, Goiana, Pernambuco.
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.

Figura 2. Cocos nucifera cultivar Ando amarelo, Goiana, Pernambuco.
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Figura 3. Cocos nucifera Hibrido PB121, Goiana, Pernambuco.
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Tabela 1. Caracteristicas climaticas da area de coleta das folhas de Cocos nucifera em Goiana,
Pernambuco.

Coleta (més/ano) Periodo Pluvi[gfr?éstirdiige(mm)
Maio/2012 Chuvoso 125,8
Junho/2012 Chuvoso 241,3
Dezembro/2012 Estiagem 23,7
Janeiro/2013 Estiagem 78,6
Fevereiro/2013 Estiagem 70,5
Abril/2013 Chuvoso 212,1

Fonte: Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA)

3.3 Isolamento e identificacdo dos Fungos Endofiticos

As folhas coletadas foram lavadas com agua corrente e detergente neutro, fragmentadas em
discos foliares de 6mm de diametro e desinfestadas em alcool 70% por 1 minuto, em hipoclorito de
sodio (NaOCI) a 2% por 2 minutos e 30 e novamente em alcool 70% por 30 segundos para retirada
do excesso de hipoclorito. Em seguida o material foi lavado com &gua destilada esterilizada (Pereira
et al., 1993, modificado).

As folhas de cada ponto foram misturadas formando uma amostra composta sendo
plagqueados 18 discos de foliolo e 6 fragmentos de raque. No total foram obtidos 1296 discos e
fragmentos para o estudo. Seis discos das folhas e seis fragmentos de raque foram transferidos para
placas de Petri, em triplicata, contendo Batata-Dextrose-Agar (BDA) acrescido de cloranfenicol
(50mg/L™), incubados em temperatura ambiente (28+2°C) e observados diariamente por até 15 dias
quanto ao desenvolvimento das col6nias fungicas ao redor do disco. Para o controle da assepsia,
50uL da agua utilizada foram plaqueados em BDA como comprovacao da desinfestacdo superficial
(Pereira et al., 1993).

Pequenos fragmentos de micélio das col6nias formadas foram transferidos para tubos de
ensaio contendo meio BDA para crescimento do fungo e posterior identificacdo (Souza et al.,
2004). A identificacdo das espécies foi baseada em caracteristicas macro e microestruturais com
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base na literatura especializada (Ellis, 1971; Ellis, 1976; Sutton, 1980; Domsch et al., 1993; Kirk &
Cooper, 2005).

3.4. Diversidade
A diversidade de Shannon (H’) e equitabilidade de Piclou (J’) foram determinadas

utilizando-se o programa Primer (Clarke & Gorley, 2006).

3.5. Analise estatistica

Curvas de acumulacéo de espécies também foram calculadas para cada area, o que permitiu
estimar a riqueza total de cada area a partir de estimativas como Chao e Jacknife. Para essas
analises multivariadas foi utilizado o programa Primer (Clarke & Gorley, 2006).

3.6. Frequéncia de ocorréncia

Durante o periodo de estudo, a freqliéncia de ocorréncia das espécies fungicas foi calculada
(Lobo & Leighton, 1986), sendo expressa em termos percentuais nas seguintes classes: muito
frequente: > 75,5%; frequente: < 75, 5% > 51%; pouco frequente: < 51% > 25%; esporadica:

<25%>12,5%; rara: < 12,5%, e calculada pela seguinte formula:

F=Px100/p

Onde: F = frequéncia de ocorréncia de espécies fungicas.
P = n° de fragmentos foliares com crescimento fungico

p = n° total de fragmentos foliares

3.7. Similaridade
Para o calculo da similaridade dos fungos endofiticos isolados entre as areas de estudo foi
utilizado o Coeficiente de Similaridade de Sorensen (1948):

Ss=(2w/a + b + c) x 100
Onde: w = n° de espécies comuns as trés cultivares;
a = n° total de espécies ocorrentes ando-amarelo;

b = n° total de espécies ocorrentes ando-verde;

¢ = n° total de espécies ocorrentes PB 121.
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3.8. Extracao, amplificacdo e sequenciamento do DNA

A biomassa foi obtida a partir de fungos cultivados em Sabouraud solido contido em tubos
de ensaio, mantidos a 28°C por até seis dias. Todo micélio foi retirado do tubo de ensaio com o
auxilio de uma alca de platina, sendo o material transferido para microtubos de 2 mL com tampa de
rosca, acrescidos de 0,59 de contas de vidro (glass beads) com dois diametros diferentes na
proporcdo de 1:1 (acid-washed, 150-212um and 425-600um; Sigma, U.S. sieve). O material foi
triturado por agitacdo em alta velocidade em um FastPrep.

A extracdo do DNA gendémico foi realizada, com o material previamente triturado, conforme
Gobes-Neto et al. (2005), que inclui uma lavagem com cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e
posterior homogeneizacdo do material em tampdo CTAB 2%, além de precipitacdo em isopropanol,
lavagem em etanol 70% e ressuspensao em 50 puL de agua ultrapura.

Para amplificacdo da regido ITS foram utilizados os primers ITS1 e ITS4 (White et al.,
1990). Os parametros para amplificacdo e as concentracGes dos reagentes (dNTPs, cloreto de
magnésio, Tag DNA polimerase e tamp&o de reacdo) foram os mesmos descritos por Kaliyaperumal
& Kalaichelvan (2008). Controles negativos, contendo todos os componentes exceto DNA, foram
utilizados em cada procedimento para detectar possiveis contaminacdes.

Os produtos das extracdes de DNA e das reagbes de PCR (5 pL) foram visualizados através
de eletroforese em gel de agarose 1% corados com GelRed®, e visualizado sob luz UV. Os produtos
de amplificagdo foram purificados com o “PureLink PCR Purification Kit” (Invitrogen), seguindo
as instrucdes do fabricante, e encaminhados para a plataforma de sequenciamento do Laboratério
Central da UFPE.

3.9. Analise Filogenética
As seqiiéncias obtidas foram alinhadas com outras recuperadas do GenBank com o auxilio
do programa Clustal X (Larkin et al., 2007) e editadas usando o programa BioEdit (Hall, 1999).
Antes da andlise filogenética, o modelo de substituicdo de nucleotidos foi estimado
utilizando Topali 2.5 (Milne et al., 2004). A caracterizacdo molecular final foi realizada com a
avaliacdo filogenética e construcdo de arvores Bayesiana e de maxima verossimilhanca em
MrBayes 3.1.2 (Ronquist e Huelsenbeck, 2003) e PhyML (Guindon e Gascuel, 2003)

respectivamente, executados a partir do programa Topali 2,5.
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4.1. Diversidade de fungos endofiticos em Cocos nucifera

4. RESULTADOS

Nos fragmentos de folhas/raques analisados (1296) foram encontrados 474 espécimes de

fungos endofiticos, distribuidos em 33 espécies pertencentes a 31 géneros (Tabela 2). As espécies

mais comuns foram Nigrospora oryzae, Pestalotiopsis microspora e Stenella musae. A maioria dos

taxons ocorreu raramente (fr<10), muitas deles sendo encontrados apenas uma vez. Embora a maior

parte das espécies sejam representantes do filo Ascomycota, Occultifur externus, Radulidium

apiculatum, Rhodotorula marina e Pseudozyma hubeiensis sdo anamorfos do filo Basidiomycota e

Syncephalastrum racemosum ao filo Zygomycota.

Tabela 2. Frequéncia absoluta (f) e relativa (fr) de fungos endofiticos isolados de Cocos nucifera em

duas cultivares (Ando amarelo e Anédo verde) e um hibrido (PB121) em Goiana, Pernambuco.

Fungos endofiticos Folha Anao Anao PB 121 f fr
amarelo  verde

Acremonium strictum W. Gams

(= Sarocladium strictum (W. F 0 3 2 5 1,05"

Gams) Summerb.)

Alternaria alternata (Fr.) Keissl. F 0 0 2 2 0,42"

Arthrinium xenocordella Crous F 0 1 0 1 0,21

Ascotricha guamensis L.M. Ames F 0 2 2 4 0,84'

Aureobasidium pullulans (de Bary) F:p 3 0 0 3 0,63

G. Arnaud

Cercospora apii Fresen. F 0 1 0 1 0,21'

Ch_aetomlum pilosum C. Booth & P 0 0 2 5 042"

Shipton

Cladosporium cladosporioides F:p 0 3 3 5 1.26"

Complexo

Cladosporium dominicanum Zalar, r

de Hoog & Gunde-Cim. F 0 0 1 1 0.21

Curvularia geniculata (Tracy &

Earle) Boedijn (= Cochliobolus F 1 3 0 4 0,84'

geniculatus R.R. Nelson)

Diaporthe arengae R.R. Gomes, C. r

Glienke & P.W. Crous F 1 0 0 1 0.21

Diaporthe endophytica R.R. r

Gomes, C. Glienke & P.W. Crous F 0 0 3 3 0,63

Fusarium proliferatum (Matsush.) E 0 1 0 1 021"

Nirenberg
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Tabela 2. Continuacéo.

Fungos endofiticos

Folha AN Anao  ppq,) fr
amarelo verde

Fusarium solani (Mart.) Sacc.
(=Haematonectria

haematococca (Berk. & Broome)
Samuels & Rossman)

Guignardia mangiferae A.J. Roy (=
Phyllosticta capitalensis Henn.
Lasiodiplodia theobromae (Pat.)
Griffon & Maubl.

Lecythophora sp.

Nectria pseudotrichia Berk. &
M.A. Curtis

Neosartorya hiratsuka Udagawa,
Tsub. & Y. Horie

Nigrospora oryzae (Berk. &
Broome) Petch (= Khuskia oryzae
H.J. Huds.)

Occultifur externus J.P. Samp., R.
Bauer & Oberw.

Paecilomyces lilacinus (Thom)
Samson (= Purpureocillium
lilacinum (Thom) Luangsa-ard,
Houbraken, Hywel-Jones &
Samson)

Paraconiothyrium sp.

Penicillium citrinum Thom
Pestalotiopsis microspora (Speg.)
Bat. & Peres

Phlyctaeniella sp.

Phomopsis anacardii Early &
Punith. (= Diaporthe anacardii
(Early & Punith.) R.R. Gomes, C.
Glienke & P.W. Crous)
Phomopsis sp. Sacc. & Roum. (=
Diaporthe Nitschke)

Pseudozyma hubeiensis F.Y. Bai &
Q.M. Wang

Pyrenochaetopsis decipiens
(Marchal) Gruyter, Aveskamp &
Verkley

Pyrenochaetopsis leptospora (Sacc.
& Briard) Gruyter, Aveskamp &
Verkley

Ramichloridium apiculatum (J.H.
Mill., Giddens & A.A. Foster) de
Hoog (= Radulidium subulatum (de
Hoog) Arzanlou, W. Gams &
Crous)

F 1 1 3 5 1,05
F 0 0 2 2 042
P 0 1 5 6 126
P 0 2 0 2 042
F 0 0 1 1 021
P 2 0 0 2 042'
F;P 24 49 56 129 2721
F 1 0 0 1 021
F 4 0 0 4 084
F 0 7 0 7 147"
F 8 2 3 13 2,74
F;P 35 16 25 76 16,03°
F 0 0 1 1 021
F 0 0 2 2 042
F 0 0 1 1 021
F 1 5 0 6 126
F 1 0 0 1 021
F 1 0 2 3 063
F 0 1 0 1 021
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Tabela 2. Continuacéo.

Anao Anao

Fungos endofiticos Folha PB 121 f fr
amarelo  verde

Rhodotorula marina Phaff, Mrak & r

0.B. Williams F 0 0 ! 102

Sordaria fimicola (Roberge ex F:p 7 3 19 29 6.11"

Desm.) Ces. & De Not.

Stenella musae Arzanlou & Crous
(= Zasmidium musae (Arzanlou & F;P 70 36 38 144 30,37
Crous) Crous & U. Braun)
Syncephalastrum racemosum Cohn

r
ex J. Schrot. F 0 0 1 1 021
Xylaria sp. F 1 0 0 1 021"
Total 474

(F) espécies ocorrentes em foliolo; (P) espécies ocorrentes em raque; (*') espécies pouco frequentes;

(°) espécies esporadicas; () espécies raras.

Das 37 espécies encontradas, 27 ocorreram apenas em foliolo, quatro apenas no rague e seis
foram comuns em raque e foliolo (Tabela 2). Todas as espécies que ocorreram apenas no ragque
foram consideradas raras. Nenhumas das espécies foram consideradas muito frequentes ou
frequentes. Apenas Stenella musae e Nigrospora oryzae foram consideradas pouco frequentes e
Pestalotiopsis microspora como esporadica. Todas as outras espécies foram consideradas raras
(Tabela 2).

4.2. Diversidade de fungos endofiticos por cultivar

Maior nimero de isolados e espécies ocorreu no hibrido PB121. A cultivar “ando verde”
apresentou maior numero de espécies quando comparado ao “ando amarelo”, no entanto ocorreu o
inverso com relagcdo ao numero de isolados (Tabela 3). Os indices de diversidade de Shannon e
Margalef foram maiores no hibrido PB121 seguido da cultivar “Anéo verde” e “An&o amarelo”.

Sete espécies ocorreram exclusivamente na cultivar ando amarelo, enquanto cinco ocorreram

apenas no anéo verde e 10 no hibrido PB121 (Tabela 2).
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Tabela 3. Riqueza de espécies (S), numero de isolados (N), indices de diversidade de Shannon (H”)

¢ Margalef (D) e dominancia de Pielou (J’) em duas cultivares (Ando amarelo e Anédo verde) e um
hibrido PB 121 de Cocos nucifera.

Hospedeiro S N H' D J'

Anéo amarelo 15 160 1,709 2,759 0,6311
Ando verde 18 137 1,978 3,455 0,6843
PB121 22 175 2,131 4,066 0,6893

A similaridade entre as duas cultivares (Ando amarelo e Ando verde) e o hibrido (PB121) foi
de 21,81%. O dendrograma gerado a partir da similaridade entre as cultivares e o hibrido mostrou

que a cultivar Ando verde agrupou-se mais proximo do hibrido PB121 (Figura 4).

Group average

[Resemblance: S17 Bray Curtis similarity

50

604

70+

Similarity

80+

90+

1GO_;\nﬁD Ando PR
amarelo verde
Samples

Figura 4. Similariadade de fungos endofiticos isolados de Cocos nucifera em duas cultivares (Ando

amarelo e Ando verde) e um hibrido (PB121) em Goiana, Pernambuco.

De acordo com a estimativa do indice Jacknife, a riqueza de espécies amostradas da cultivar
ando amarelo foi de 60% (Figura 5), 73% para o ando verde (Figura 6) e 50% para o hibrido PB121
(Figura 7).
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Figura 5. Curva de acumulacédo de espécies de fungos endofiticos (Sob) e de estimativa de riqueza

pelo indice Chao (Chao 1), Jacknife (Jacknife 1) e Bootstrap para a cultivar ando amarelo.
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Figura 6. Curva de acumulacgéo de espécies fungos endofiticos (Sob) e de estimativa de riqueza pelo

indice Chao (Chao 1), Jacknife (Jacknife 1) e Bootstrap para a cultivar ando verde.
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Figura 7. Curva de acumulacdo de espécies fungos endofiticos (Sob) e de estimativa de riqueza pelo
indice Chao (Chao 1), Jacknife (Jacknife 1) e Bootstrap para o hibrido PB121.

4.3. Diversidade de fungos endofiticos por periodo de coleta

Apesar de ter sido observado maior nimero de isolados no periodo de estiagem, essa
diferenca néo foi significativa (Tabela 4).

Tabela 4. Riqueza de espécies (S), numero de individuos (N), indices de diversidade de Shannon
(H’) e Margalef (D) e dominancia de Pielou (J*) em duas cultivares e um hibrido de Cocos nucifera
nos periodos de estiagem e chuvoso.

Periodos S N H' D J'
Estiagem 25 222 2,097 4,442 0,6513
Chuvoso 26 199 2,055 4,723 0,6307

4.4. Analise molecular dos fungos endofiticos
Com excecdo das espécies Chaetomium pilosum, Lasiodiplodia theobromae,
Syncephalastrum racemosum e Xilaria sp., representantes de todas as espécies de fungos
endofiticos isolados de Cocos nucifera foram sequenciadas as regifes ITS do rDNA, sendo
realizada busca por maxima identidade no programa Blastn do NCBI. A maioria das sequéncias
geradas mostrou similaridade igual ou superior a 99% com sequencias presentes no banco de dados,
no entanto os isolados AV23, PB60, AA71 e AA36 mostraram identidade inferior a 99% (Tabela
5).
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Tabela 5. Identificacdo morfoldgica e molecular de fungos endofiticos isolados de Cocos nucifera

em duas cultivares (Ando amarelo e Ando verde) e um hibrido (PB121), coletados em Goiana,

Pernambuco.

Identificacdo Morfologia B(I(z;z ';n elsstﬁléfgoss Identificacdo molecular
Arthrinium xenocordella 97 Isolado AV23 Arthrinium xenocordella
Ascotricha guamensis 99 IsoladoAA8 Hansfordia sinuosae
Aureobasidium pullulans 99 IsoladoAV50 Aureobasidium pullulans
Chaetomium pilosum - IsoladoPBP25

Cladosporium cladosporioides Complexo 99 IsoladoAA90 Cladosporium cladosporioides
Cladosporium dominicanum 99 IsoladoAA7 Cladosporium dominicanum
Curvularia geniculata 99 IsoladoAV27 Cochliobolus geniculatus
Fusarium proliferatum 99 Isolado AV58 Fusarium proliferatum
Fusarium solani 99 IsoladoAV46 Fusarium solani

Guignardia sp. 99 IsoladoAA118 Guignardia mangiferae
Nigrospora oryzae 99 IsoladoAV50 Nigrospora oryzae
Lasiodiplodia theobromae - IsoladoAAP9

Lecythophora sp. 99 IsoladoAVP12 Lecythophora aff. decumbens
Levedura spl. 99 Isolado AA62 Pseudozyma hubeiensis
Levedura sp2. 99 IsoladoAA45 Rhodotorula marina
Levedura sp3. 99 Isolado AA94 Occultifur externus

Mycelia sterilia 1 99 IsoladoAA89 Alternaria alternata
Mycelia sterilia 2 99 IsoladoAV125 Cercospora apii

Nectria pseudotrichia 99 IsoladoPB25 Nectria pseudotrichia
Neosartorya hiratsuka 100 IsoladoPBP14 Neosartorya hiratsuka
Paraconiothyrium sp. 95 IsoladoAV34 Paraconiothyrium sp.
Penicillium citrinum 99 IsoladoPB38 Penicillium citrinum
Pestalotiopsis sp. 99 IsoladoPB21 Pestalotiopsis microspora
Phlyctaeniella sp. 97 IsoladoAA36 Ascomycota sp.

Phomopsis spl. 98 IsoladoAA71 Diaporthe anacardii
Phomopsis sp2. 99 IsoladoPB83 Diaporthe arengae
Phomopsis sp3. 99 IsoladoPB80 Diaporthe endophytica
Phomopsis sp4. 97 IsoladoPB60 Diaporthe phaseolorum
Purpureocillium lilacinum 99 IsoladoPB41 Purpureocillium lilacinum
Pyrenochaetopsis decipiens 99 IsoladoPB56 Pyrenochaetopsis decipiens
Pyrenochaetopsis leptospora 99 IsoladoPB147 Pyrenochaetopsis leptospora
Ramichloridium apiculatum 99 IsoladoAV58 Ramichloridium apiculatum
Sarocladium strictum 99 IsoladoAA80 Sarocladium strictum
Sordaria fimicola 99 IsoladoAAPG Sordaria fimicola
Syncephalastrum racemosum - IsoladoAA26

Xylaria sp. - IsoladoPB82

Stenella musae 99 IsoladoPB167 Stenella musae
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Foi construida uma arvore filogenética com todas as sequéncias provenientes dos isolados de
fungos endofiticos pertencentes a classe Sordariomycetes (Figura 8). Isolados de Hipocreales
(Figura 8) agruparam-se com alto valor de suporte e a identificacdo morfoldgica foi confirmada
pelos dados moleculares. Os isolados AV46 e PB148 identificados como Fusarium solani,
agruparam-se com outras sequéncias, pertencentes a essa espécie, com alto valor de suporte. O
mesmo ocorreu com o isolado AV58 que agrupou-se com F. proliferatum. Os isolados PB25
(Nectria pseudotrichia), PB41 (Purpureocilium lilacinum), AV22 e AA80 (Sarocladium strictum)
também foram confirmados molecularmente (Tabela 5 e Figura 8).

Com relacdo a ordem Diaphortales, foram encontrados apenas representantes do género
Diaporthe (Figura 8). Morfologicamente, esses individuos haviam sido identificados apenas em
nivel genérico do anamorfo (Phomopsis), sendo necessaria a analise molecular para a caracterizacdo
em nivel especifico. Alguns isolados apresentaram alto percentual de identidade no Blastn e forte
agrupamento nas analises filogenéticas com espécies depositadas no banco de dados, o que permitiu
a identificacdo da maioria deles em nivel especifico. Os isolados PB83, AA71, AA83 e PB 80
agruparam-se com Diaporthe arengae, D. anacardii, D. endophytica e D. endophytica,
respectivamente. Ja os individuos PB60 e AV57 formaram um clado separado na analise
filogenética (Figura 8), sendo mantidos como Diaporthe sp.

As ordens Sordariales e Coniochaetales foram representadas por dois isolados (Figura 8). O
isolado PB 147 foi identificado morfologicamente como Sordaria fimicola, apresentando alto
percentual de identidade maxima com sequencias dessa espécie depositadas no NCBI (Tabela 5) e
agrupando-se filogeneticamente com outras sequéncias de S. fimicola. Embora o clado ao qual esse
individuo pertence também apresente uma sequencia de S. humana, o isolado em questdo foi
considerado como S. fimicola com base em observacdes morfolégicas. Nao foi possivel identificar
morfologicamente e molecularmente o isolado AVP12, mesmo em nivel genérico ainda nao esta
claro a qual grupo o mesmo pertence.

Trés isolados agruparam-se com outros membros da ordem Xylariales (Figura 8). O isolado
AAB8 agrupou-se com altos valores de suporte com Hasnfordia sinuosae. Ja o isolado AV23 formou
um clado com Arthrinium xenocordella (Figura 8). O isolado PB21 pertence a espécie
Pestalotiopsis microspora.

A sequéncia do isolado AV50 agrupa-se fortemente com Nigrospora oryzae espécie
pertencente a ordem Trichosphaeriales (Figura 8).
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Figura 8. Filograma obtido a partir de analises de sequéncias da regido ITS do rDNA, mostrando o
posicionamento das espécies isoladas como enddfitos de Cocos nucifera pertencentes a classe
Sordariomycetes. Valores de suporte sdo de analise bayesiana e maxima verossimilhanca,
respectivamente. Sequéncias obtidas nesse estudo sdo mostradas em negrito.
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Tambeém foi construida uma arvore com as sequéncias provenientes dos isolados dos fungos
endofiticos de Cocos nucifera pertencentes as classes Dothideomycetes e Eurotiomycetes (Figura
9). A classe Eurotiomycetes foi representada por dois isolados. PBP14 agrupou-se com sequencias
de Neosartorya hiratsuka, tendo valor percentual de identidade de 100% com esse fungo (Tabela 5).
A identificacdo morfoldgica também confirmou a espécie. Ja o isolado PB38 néo foi identificado
em nivel especifico, porém ficou agrupado com Penicillium griseofulvum e P. citrinum.

Vinte e um isolados pertecem a classe Dothideomycetes, sendo distribuidos nas ordens
Botryosphaeriales, Capnodiales, Dothideales e Pleosporales (Figura 9). O Isolado AV50 foi
identificado morfologicamente e molecularmente como Aureobasidium pullulans (Dothideales).
Apenas um individuo da ordem Botryosphaeriales foi isolado (AA118) que foi identificado
morfologicamente apenas em nivel genérico como Guignardia. Entretanto, os dados moleculares
mostraram que a sequencia desse fungo apresentou 99% de identidade com Guignardia mangifera,
sendo agrupado filogeneticamente com essa espécie.

Morfologicamente ndo foi possivel distinguir, em nivel especifico, os morfotipos dos
isolados de Cladosporium. As sequéncias geradas nesse estudo demonstram que o0s individuos desse
género encontrados como endofitos pertencem ao complexo Cladosporioides, com excec¢do do
isolado AV7 que apresentou 99% de identidade com sequéncias de C. dominicanum, formando um
clado distinto fortemente suportado (Figura 9). Alem de Cladosporium, outros trés géneros da
ordem Capnodiales ocorreram como endofitico em Cocos nucifera. Os isolados PB167 e PB162
apresentaram 99% de identidade com sequéncias de Stenella musae depositadas no GenBank
(Tabela 5), formando um clado bem suportado com essa espécie. A sequéncia do isolado AV58 foi
identificada como pertencente a Ramichloridium apiculatum (99% de identidade). O isolado AV125
ndo esporulou em meio de cultura permanecendo como Mycelia sterilia. Entretanto, as sequencias
desse fungo apresentaram 99% de identidade com sequéncias de Cercospora apii depositadas no
Genbank, no entanto nas analises filogenéticas o isolado AV125 formou um clados com C. apii, C.
abicola e C. beticola.

O isolado AV34 ndo foi identificado em nivel especifico, mostrando identidade maxima de
95% com sequéncias de Paraconiothyrium depositadas no GenBank. Na analise filogeneética a
sequéncia do isolado em questdo ndo agrupou com nenhuma outra sequéncia. O isolado AV36 foi
identificado morfologicamente como Phlyctaeniella sp., entretanto ndo agrupou com nenhum
género na arvore e nem mostrou percentual de identidade significativo com grupos especificos de

Pleosporales.
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Figura 9. Filograma obtido a partir de analises de sequéncias da regido ITS do rDNA, mostrando o
posicionamento das espécies isoladas como enddéfitos de Cocos nucifera pertencentes as classes
Dothideomycetes e Eurotiomycetes. Valores de suporte sdo de analise Bayesiana e maxima
verossimilhanga, respectivamente. Sequéncias obtidas nesse estudo sdo mostradas em negrito.
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Apesar da maioria das especies de fungos endofiticos encontrados em C. nucifera nesse
estudo pertecerem ao filo Ascomycota, trés espécies sdo anamorfos do filo Basidiomycota
(leveduras), identificadas apenas com base molecular. As sequéncias do isolado AA94 mostraram
alto percentual de identidade (100%BY e 95%ML) com sequéncias de Occultifur externus. A
sequencia de AA94 também formou um clado com altos valores de suporte com O. externus (Figura
10). Os isolados AA45, AA62 e AA64 apresentaram alto percentual de identidade (99%BY e
98%ML), agrupando-se filogeneticamente com Rhodotorula marina, Pseudozyma hubeiensis e P.

hubeiensis, respectivamente (Figuras 10 e 11).
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respectivamente. Sequéncias obtidas nesse estudo sdo mostradas em negrito.
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5. DISCUSSAO

Do total de 1296 fragmentos de folhas e raques semeados, 474 apresentaram crescimento de
fungos endofiticos 0 que representa uma frequencia de isolamento de 36,5%. Rodrigues (1994)
isolando fungos endofiticos de Euterpe oleracea Mart. (acai), obteve 21 a 30% de frequéncia de
isolamento. Rodrigues & Samuels (1990) isolaram fungos endofiticos em palmeiras tropicais e
obtiveram crescimento em 75 dos 597 discos semeados com uma frequéncia de 12,5%. Southcott &
Johnson (1997) obtiveram uma frequéncia de 20,3% em duas espécies de palmeiras (Sabal
bermudana L.H.Bailey e Livistona chinensis (Jacq.) R. Br. ex Mart. Taylor et al., (1999) e
Lumyong et al., (2009) obtiveram valores maiores como 60,9% e 68,7% de frequéncia no
isolamento de fungos endofiticos de Trachycarpus fortunei, Calamus kerrianus e Wallichia
caryotoides.

Raques sdo sempre menos colonizados do que a folha (Sahashi et al., 1999), entretanto
Vujanovic & Brisson (2002) observaram maior colonizagdo na raque em relagdo a folha. Em
estudos com palmeiras foi observadas preferéncia de algumas espécies por habitarem raques e
outras por habitarem as folhas (Frohlich et al., 2000; Lumyong et al., 2009). Este trabalho
representa o primeiro relato da avaliacdo da comunidade endofitica em raque de Cocos nucifera, no
entanto ndo foi possivel comparar estatisticamente a preferéncia dos isolados em relacéo a raque e 0
foliolo, devido a metodologia de coleta. O fato é que algumas espécies ocorreram apenas em foliolo
e outras apenas em raque o0 que demonstra que possivelmente existe preferéncia de algumas
espécies por determinada parte da folha do hospedeiro.

Muitos trabalhos retratam a preferéncia de fungos endofiticos por determinadas espécies
hospedeiras (Rodrigues & Samuels 1990; Frohlich et al., 2000; Arnold et al., 2001; Ananda &
Sridhar 2002), mas pouco se sabe sobre preferéncias entre cultivares de uma mesma espécie
hospedeira. Nesse estudo observamos que muitos tdxons de fungos endofiticos foram especificos
para determinada cultivar (Tabela 2) como o ando verde que apresentou cinco espécies exclusivas e
0 hibrido PB121 com 10 espécies exclusivas. Contudo os taxons que foram exclusivos foram
isolados poucas vezes, o que dificulta afirmar que existe especificidade com relacdo as diferentes
cultivares. Mariano et al. (1997) também trabalhando com cultivares de Cocos nucifera fizeram
semelhante observacgdo onde espécies muito frequentes ndo foram especificas a nenhuma cultivar.

O indice de similaridade de Sorensen foi baixo (21,81%) entre as cultivares e o hibrido, uma
vez que estudos com hospedeiros de espécies diferentes mostram similaridade em torno de 60%
(Arnold et al., 2001).

Trinta e oito espécies de fungos foram isoladas neste estudo. Em compara¢do com outros

trabalhos esse nimero € relativamente alto, uma vez que Loro et al., (2012) trabalhando com 48
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plantas, obtiveram 2 a 8 isolados morfologicalmente distintos para cada hospedeiro. Gamboa e
Bayman (2001), ao trabalhar com Guarea guidonia (L.) Sleumer, obtiveram 38 morfoespécies de
endofitos. Em 18 plantas medicinais foram identificados 29 téaxons (Selim et al., 2011) e 11
morfoespécies em Trichilia elegans A.Juss. (Garcia et al., 2012). Em estudos com fungos
endofiticos relacionados com palmeiras um alto nimero de espécies foi observado por Taylor et al.,
(1999). Esses autores mencionaram 75 taxons de fungos como endofitos de Trachycarpus fortunei
(Hook.) H.Wendl coletado em trés paises. Outros trabalhos relatam menor numero de
morphoespécie em determinados hospedeiros, como 12 em Licuala ramsayi F.Muell (Rodrigues &
Samuels, 1990).

Diferengas entre as cultivares assim como no hibrido PB121 foram observadas nos indices
ecoldgicos. O hibrido PB121 apresentou maiores indices (H” = 2,131; D = 4,066) seguido da
cultivar Ando verde (H* = 1,978; D = 3,455) e Ando amarelo (H’ = 1,709; D = 2,759). As principais
diferencas entre o Hibrido PB121 em relacdo aos outras cultivares estd em seu tamanho, cerca de
10m maior que o Ando amarelo e 20m maior que o Ando verde, seus foliolos também apresentam
maior consisténcia. Porém, tais indices estdo de acordo com outros trabalhos, onde foi observada
varia¢do do indice H’ entre 1,5 e 3,5 (Gazis & Chaverri, 2010; Fenghui et al., 2012). Loro et al.
(2012) encontraram valores de H’ entre 2.27 a 3.06 em gramineas na Venezuela e Bezerra et al.
(2013) encontraram valores de H’ = 2.991 em Cactaceae no Nordeste do Brasil.

Registros de indices ecoldgicos para fungos endofiticos ocorrendo em espécies de palmeiras
(Arecaceae) s@o escassos, no entanto Frohlich & Hyde (1999) trabalhando com essas plantas
concluiram que o nimero de espécies de endofiticos (Ascomycota, Basidiomycota e anamorficos)
que ocorrem em Arecaceae € alto, seguindo a razdo 1:26 (palmeira:fungo), sendo mais elevada do
que a razdo geralmente aceita de 1:6 para outras plantas. Esse fato sugere que essa seria uma
estimativa mais precisa da relacao de espécies hospedeiro-especificas de fungos para palmeiras nos
trdpicos e que a estimativa realizada por Hawksworth (1991) de 1,5 milhdes de espécies de fungos
existentes no planeta seria muito conservadora.

N&o houve diferenca significativa em relacdo aos periodos chuvosos e de estiagem com
relacdo a comunidade fungica, mesmo havendo diferenca na precipitacdo entre as estagdes. Petrini
et al. (2000) ndo observaram diferenca na comunidade endofitica entre os periodos no qual foram
coletados. Entretanto, em estudos com palmeiras, diferencas significativas foram observadas, sendo
a maior ocorréncia de fungos endofiticos na estagde imida e menor na seca (Lumyong et al., 2009).

Além da identificagdo morfologica também foram observados o percentual de identidade
méaxima das sequéncias e foram realizadas analises filogenéticas com as sequéncias obtidas. Apesar
de existirem varios trabalhos com analises moleculares (Marquez et al., 2008; Huang et al., 2009;

Premalatha & Kalra, 2013; Kusari et al., 2013) e alguns com analises morfologicas e moleculares
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(Unterseher & Schnittler 2010; Garcia et al., 2013), apenas um trabalho foi realizado para fungos
endofiticos em membros da familia Arecaceae (Guo et al., 2000).

Arthrinium é comumente encontrado como endofitico (Marquez et al., 2008; Yuan et al.,
2010; Benerjee, 2011; Wachowska et al., 2013) mas também foi relatado como patégeno em
humanos (Rai, 1989). Recentemente uma nova espécie, Arthrinium jatrophae, foi descrita como
endofitica de Jatropha podagrica L. (Sharma et al., 2014). Varvas et al. (2013) além de isolarem a
forma anamorfica, também isolaram sua forma perfeita: Apiospora. O isolado obtido neste estudo
foi identificado como Arthrinium xenocordella. Essa espécie foi recentemente descrita e seu tipo foi
isolado de solo. Segundo a descricao original, A. xenocordella se assemelha morfologicamente com
A. phaeospermum (Crous et al., 2013). Devido a essa semelhanca a identificacdo foi possivel
principalmente devido as andlises filogenéticas onde as sequéncias do nosso isolado formaram um
clado com as sequéncias depositadas no Genbank provenientes da espécie tipo. Esta € a primeira
citacdo de Arthrinium xenocordella como endofitico e a primeira referéncia para o Brasil.

Ascotricha chartarum e seu anamorfo Dycima foram isolados como endofitico de raizes de
espécies de mangue na India (Ananda & Sridhar 2002). Essa mesma espécie de fungo foi isolada
como endofitica de folhas de Ficus L. no nordeste da Tailandia (Wang et al., 2008). O género
Ascotricha tem sido encontrado como micoparasita (Tavares et al., 2004) ndo sendo comumente
encontrado como endofitico, entretanto alguns trabalhos tem relatado a presenca desse fungo em
alguns hospedeiros. O isolado AA8 apresentou tanto a fase anamorfa quanto a teleomorfa. Esse
fungo agrupou-se com sequéncias de Hansfordia sinuosae na andlise filogenética, o que leva a crer
que é possivel que Hansfordia seja um anamorfo de Ascotricha. Morfologicamente o isolado AA8
apresentou todas as caracteristicas (na fase teleomorfa) de Aschotrica guamensis, enquanto seu
anamorfo foi caracterizado como Dycima. O género Hansfordia foi estabelecido por Hughes
(1951), no entanto Von Arx (1982) considera este género como sinénimo de Dicyma. Em 2011,
Cheng et al. separaram o0s dois géneros devido a presenca de células de separacdo presente em
Hansfordia e ausente em Dycima. Além disso, eles descreveram uma nova espécie (Hansfordia
sinuosae). Até o momento nenhuma sequéncia da regido ITS de Ascotricha foi gerada, apenas
sequéncias da regido 18S do rDNA, a qual é muito conservada e utilizada principalmente com
intuito de posicionamento de grupos em niveis taxonomicos superiores (Okane et al., 2001). Nas
analises filogenéticas fica claro que Hansfordia e Dycima estdo intimamente relacionadas e que o
isolado AA8 (A. guamenses) esta fortemente agrupado com H. sinuosae, o que indica que 0S
géneros Dycima e Hansfordia podem ser sinénimos.

Aureobasidium pullulans é comumente encontrado como endofitico em regides tropicais
(Costa et al., 2012). A. pullulans, além de ser uma espécie aplicada no controle bioldgico, foi

encontrada com alta frequéncia como endofitico de folhas de uva sob cultivo organico (Schmid et
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al., 2011). Aureobasidium pullulans também foi encontrada como endofitico em Acer
pseudoplatanus L. (Pugh & Buckley, 1971), Sequoia semperviren (D. Don) Endl. (Espinosa-Garcia
& Langenheim, 1990), Eucalyptus globulus Labill. (Bettucci & Saravay, 1993), Crataegus
monogyna Jacg. (Schulz et al., 1993), Musa acuminata Colla (Cao et al., 2001), Plumeria rubra L.
(Suryanarayanan & Thennarasan (2004), cactos no Arizona (Suryanarayanan et al., 2005),
Ammophila arenaria (L.) Link e Elymus farctus (Viv.) Runemark ex Melderis (Méarquez et al.,
2008), Artemisia capillaris Thumb. (Huang et al., 2009), Holcus lanatus L. (Méarquez et al., 2010),
Populus tremula L. (Albrectsen et al., 2010), Vitis vinifera L. (Gonzalez & Tello, 2011), cana-de-
acucar (Shrestha et al., 2011), Phleum pratense L. (Varvas et al., 2013) além de familias como
Orchidaceae (Chen et al., 2011) e Cactaceae (Bezerra et al., 2013).

Cladosporium é um fungo habitante de superficie foliar e interior de folhas jovens e maduras
(Sadaka & Ponge, 2003). E um género comumente encontrado como endofitico, ocorrendo em
diferentes hospedeiros: Ficus L. (Wang et al., 2008), Acer saccharum Marsh. (Vujanovic &
Brisson, 2002), Vitis vinifera (Gonzalez & Tello 2011; Pancher et al., 2012), Cereus jamacaru DC.
(Bezerra et al., 2013), cactos Suryanarayanan et al., 2005), Plumeria rubra (Suryanarayanan &
Thennarasan, 2004), Miscanthus Andersson (Shrestha et al., 2011), Sambucus nigra L. e Vaccinium
oxycoccus L. (Schulz et al., 1993), Aquilaria malaccensis Lamk. (Premalatha & Kalra, 2013),
Holcus lanatus L. (Marquez et al., 2010), Ammophila arenaria e Elymus farctus (Méarquez et al.,
2008), Vigna unguiculata (L.), Walp. (Rodrigues & Menezes, 2002), Paspalum ligulare Nees,
Bothriochloa pertusa (L.) A.Camus e Chloris inflata Link (Loro et al., 2012), Hevea brasiliensis
Mill.Arg. (Gazis & Chaverri, 2010), Ginkgo biloba (Xiao et al., 2013), Oryza granulata Nees et
Arn. ex Watt (Yuan et al., 2011), Eucalyptus nitens (Fisher et al., 1993), Musa acuminata H.Deane
& Maiden (Cao et al., 2001), Stryphnodendron adstringens Mart. (Carvalho et al., 2012),
Thysanolaena latifolia (Roxb. ex Hornem.) Honda e Saccharum spontaneum L. (Bhilabutra et al.,
2010), Ocimum sanctum Linn. e Sapindus detergens Roxb., Hort. Beng. (Bhagat et al., 2012),
Malus domestica Borkh (Camatti-Sartori et al., 2005) e Populus tremula (Albrectsen et al., 2010).
Em palmeiras tem sido isolados de Trachycarpus fortunei (Taylor et al., 1999), Calamus kerrianus
Becc. (Lumyong et al., 2009), Livistona chinensis (Guo et al., 2000). Em Cocos nucifera foi o
género mais isolado como endofitico (Mariano et al., 1997).

Cladosporium cladosporioides é considerado um complexo com cerca de 38 espécies
(Bensch et al., 2012) de dificil diferenciagdo morfologica e molecular. No presente estudo foram
obtidos seis isolados que foram identificados como C. cladosporioides e todos agruparam com
sequéncias de C. cladosporioides presentes no banco de dados. Como utilizamos apenas a regido
ITS do rDNA e se faz necessario a utilizacdo de varios genes para a identificacdo de C.

cladosporioides, resolvemos utilizar o termo Complexo. Cladosporium cladosporioides é uma
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espécie atuante na decomposicao da matéria organica (Ellis, 1976; Samson et al., 2000) e tem sido
isolada de diversos vegetais como endofito: folhas de Heliconia spp. (Pereira, 1993), Coffea
arabica L. (Santamaria & Bayman 2005), dentre outros. Outro fungo deste género isolado das
folhas de C. nucifera foi C. dominicanum. Essa espécie é de comum ocorréncia em ambientes
hipersalinos (Zalar et al., 2007) e esta sendo citada pela primeira vez como endofitico.

Curvularia geniculata (= Cochliobolus geniculatus) tem sido relatada como endéfito em
Zingiber officinale Roscoe (Ginting et al., 2013), Kigelia pinnata (Jacqg.) DC. (Maheswari &
Rajagopal, 2013) e Saccharum spontaneum L. (Bhilabutra et al., 2010). No presente trabalho
apenas a fase anamorfa desse fungo foi observada. Normalmente o género Curvularia apresenta
espécies saprobias ou fitopatdgenas, sendo isolada do ar, plantas e animais (Freire et al., 1998).
Outros trabalhos também tém relatado tdxons de Curvularia isolados como endofiticos tais como:
Curvularia eragrostidis em Tapeinochilus ananassae Hassk (Furtado et al., 2007), Curvularia
lunata em Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H. Rob. (yacon) (Gallo et al., 2007), C. pallescens em
bromelidceas (Petrini & Dreyfuss, 1981), Rhizophora L. (Kumaresan & Suryanarayanan, 2001;
Kumaresan & Suryanarayanan, 2002) e caupi (Rodrigues & Menezes, 2002).

Phomopsis (=Diaporthe) é comumente isolado como endofitico em diversos hospedeiros,
principalmente em regibes tropicais (Costa et al., 2012). Em palmeiras, Rodrigues & Samuels
(1990) isolaram representantes desse género na regido da nervura central de folhas de Licuala
ramsayi, sem, no entanto, encontrar o fungo na regido dos vasos condutores. Espécies desse género
foram encontradas apenas em folhas, ndo aparecendo na raque. Rodrigues (1994) observou isolados
de Phomopsis em folhas do hospedeiro E. oleraceae, enquanto Guo et al. (2000) relatou
representantes do género em folhas de L. chinensis. Phomopsis também foi isolado como endofitico
em Cocos nucifera por Mariano et al. (1997).

Fusarium tem ampla distribuicdo geografica (Ventura & Costa, 2006) e tem sido reportado
como toxigénico (Bottalico & Perrone, 2002), causando doengas em humanos e principalmente em
plantas economicamente importantes (Bottalico, 1998). Como endofitico é comumente isolado em
hospedeiros de ambientes tropicais (Costa et al., 2012). Em palmeiras, taxons de Fusarium tem sido
comumente isolados porém em alguns trabalhos esses fungos sdo identificados apenas em nivel
genérico (Rodrigues, 1991; Frohlich et al., 2000). Fusarium proliferatum foi relatado como
endofitico em 4apices caulinares de pupunheira (Almeida et al., 2005) e F. solani em Licuala
ramsayi (Rodrigues & Samuels, 1990) e Trachycarpus fortunei (Taylor et al., 1999). Em Cocos
nucifera apenas F. oxysporum e F. semitectum foram reportados como enddfitos até o momento
(Mariano et al., 1997). O presente trabalho relata a primeira ocorréncia de F. proliferatum e F.

solani como endofiticos em C. nucifera.
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Guignardia apresenta-se como saprobio ou semiparasita de folhas (Sivanesen, 1984), mas
tem sido isolado como endofitico em vérios vegetais (Corréa, 2008; Petrini & Dreyfuss, 1981;
Aratjo et al., 2001; Duran et al., 2005; Photita et al., 2001; Freire & Bezerra, 2001; Rodrigues et
al., 2004; Wang et al., 2008; Gazis & Chaverri, 2010; Carvalho et al., 2012; Sawmya et al., 2013).
A maioria das espécies de Guignardia isoladas como endofitico sdo referidas como G. mangiferae.
Segundo Glienke et al., (2011) esses isolados estdo identificados erroneamente. Mesmo néo tendo
utilizado a espécie tipo, os autores afirmam que G. mangiferae ocorre apenas causando doengas em
Mangifera indica L. e que todos os isolados endofiticos em diferentes hospedeiros sdo na verdade
Phyllosticta capitalensis. Para Kirk & Cooper (2005) o nome correto para os fungos endofiticos
referidos como G. mangifera é P. capitalensis.

Nigrospora oryzae (=Khuskia oryzae) é um fungo comumente isolado como endofico de
Rhizophora L. (Suryanarayanan et al., 1998), Viscum album L. (Persoh et al., 2010), Aegle
marmelos (L.) Corr.Serr. (Gond et al., 2007), Dactylis glomerata L. (Marquez et al., 2007), Cereus
jamacaru (Bezerra et al., 2013), Cactos (Suryanarayanan et al., 2005), Plumeria rubra L.
(Suryanarayanan & Thennarasan 2004), Mangifera indica (Johnson et al., 1992), Anacardium
(Freire & Bezerra, 2001) Annona L. (Silva et al., 2006) entre outros. Em palmeiras foi isolada em
Licuala sp. (Frohlich et al., 1999) Euterpe oleracea (Rodrigues 1994) Trachycarpus fortunei
(Taylor et al., 2000) e Cocos nucifera (Mariano et al., 1997).

Lasiodiplodia theobromae foi a Unica espécie isolada conhecida como fitopatégeno
causando a queima das folhas em Cocos nucifera. Mariano et al. (1997) também reportaram a
ocorréncia dessa espécie como endofitica em C. nucifera.

Nectria pseudotrichia é pouco conhecida, ocorrendo como endofitica apenas em Taxus
globosa Schitdl. (Soca-Chafre et al., 2011). Esse trabalho relata a primeira ocorréncia de N.
pseudotrichia como endofitico em palmeiras.

Neosartorya tem sido reportado em solo, suco de frutas e do ar (Samson et al., 2007), e
também como patdgeno em humanos causando aspergilose cerebral (Guarro et al., 2002; Mellado et
al., 2006; Alcazar-Fuoli et al., 2008). Trata-se da primeira ocorréncia de N. hiratsuka como
endofitico.

Phlyctaeniella ocorre como epifitico de folhas e em madeiras na Austria, Autralia, EUA e
india (Tiwari et al., 2012). Espécies desse género ndo apresentam sequéncias no GenBank nio
sendo possivel identificar o isolado por meio da biologia molecular. Com base em analises
morfologicas trata-se de uma nova especie para Phlyctaeniella e a primeira ocorréncia do género
como endofitico e para o Brasil.

Paecilomyces lilacinus (=Purpureocillium lilacinus) é considerado uma espécie saprébia

capaz de utilizar grande faixa de substratos e parasitar varios hospedeiros (Goettel et al., 2001).
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Ocorre predominantemente no solo (Jatala, 1986) no entanto é capaz de colonizar endofiticamente
raizes (Nunes, 2008; Cao et al., 2002; Lopez-Lorca et al., 2002) e folhas de Camptotheca
acuminate Decne. (Lin et al., 2007) Cannabis sativa (Kusari et al., 2012) Cereus jamacaru
(Bezerra et al., 2013). Trata-se da primeira ocorréncia de P. lilacinum como endofitico em Cocos
nucifera.

Pyrenochaetopsis foi recentemente criado por Gruyter et al., (2010). H& poucos relatos de
ocorréncia do género como endofitico. P. microspora foi isolada como endofitica em Acacia
nilotica (Ahsanul 2012). Trata-se da primeira ocorréncia de Pyrenochaetopsis decipiens e P.
leptospora como endofiticas.

Ramichloridium apiculatum foi isolado como endofitico em Oryza granulata (Yuan et al.,
2011), Phragmites australis (Cav.) Trin. ex Steud. (Angelini et al., 2012) e em Orchidiaceae
(Petrini & Dreyfuss 1981). Trata-se da primeira ocorréncia de R. apiculatum como endofitico em
palmeiras.

Acremonium strictum (=Sarocladium strictum) tem sido isolado como endofitico em plantas
medicinais egipcias (Selim et al., 2011). Trata-se da primeira ocorréncia de S. strictum como
endofitico em Cocos nucifera.

Sordaria fimicola tem sido isolada em Quercus ilex (Fisher et al., 1994), Pinus halepensis
(Botella & Diez 2011), Fagus sylvatica (Unterseher & Schnittler 2010), Arabidopsis thaliana
(Garcia et al., 2013), Stryphnodendron adstringens (Carvalho et al., 2012), Holcus lanatus L.
(Mérquez et al., 2010) e Populus tremula L. (Albrectsen et al., 2010). Trata-se da primeira

ocorréncia de S. fimicola como endofitico em palmeiras.

Syncephalastrum é um género reportado como enddéfito de Theobroma cacao L. (Rubini et
al., 2005) e Zea mays L. (Pimentel et al., 2002).

Xylaria é comumente isolado como endofitico de regides tropicais (Costa et al., 2012),
sendo de dificil identificacdo em nivel especifico devido a demora na esporulacdo em meio de
cultura (Davis et al., 2003). Em palmeiras Xylaria tem sido isolada de Trachycarpus fortunei
(Taylor et al., 1999), Licuala ramsayi (Rodrigues & Samuels 1990), Calamus kerrianus e Wallichia
caryotoides (Lumyong et al., 2009), Livistona chinensis (Guo et al., 2000), Licuala ramsayi e
Licuala sp. (Frohlich et al., 2000) e Cocos nucifera (Mariano et al., 1997).

Stenella musae foi descrita recentemente como anamorfo de Mycosphaerella (Arzanlou et
al., 2008), no entanto, devido a estudos filogenéticos, observou-se que Mycosphaerella seria
polifilético e algumas espécies foram transferidas como Stenella musae para Zasmidium musae
(Braun et al., 2010). Nao existem relatos da ocorréncia dessa espécie como endofitico. Entretanto,

S. musae foi a espécie mais isolada neste estudo.
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Leveduras endofiticas sdo de dificil identificacdo em nivel de espécie (Lima 2010). Foram
isoladas algumas leveduras e ap6s analises moleculares foram identificadas como Pseudozyma
hubeiensis, Rhodotorula marina e Occultifur externus. Devido a dificuldade em isolar leveduras
endofiticas, o fato de obter trés espécies para um Unico hospedeiro mostra-se um dado importante.
Essas sdo as primeiras ocorréncias de leveduras como endofiticos em espécies de palmeiras.

Isolados nédo esporulantes s&o um problema, estes isolados ndo podem ser identificados por
técnicas morfoldgicas tradicionais (Guo et al., 2000). Neste estudo foram obtidos alguns isolados
que permaneceram como Mycelia sterilia. Foram realizadas analises moleculares que permitiram a
identificacdo dos isolados AA89 como Alternaria alternata, AV125 como Cercospora apii e PB147

como Fusarium solani.
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6. CONCLUSOES

Os resultados do isolamento de fungos endofiticos de folhas sadias de Cocos nucifera permitem

concluir que:

- Nigrospora oryzae, Pestalotiopsis microspora e Stenella musae destacaram-se como

isolados mais frequentes como endofiticos em Cocos nucifera;

- Nenhuma diferenca significativa com relacdo a ocorréncia de fungos endofiticos foi

observada em relacéo aos periodos chuvosos e de estiagem;

- Entre as cultivares e o Hibrido PB121 a similaridade pelo indice de Sorensen foi baixa;

- Arthrinium xenocordella, Ascotricha guamenses, Phlyctaeniella, Pyrenochaetopsis
decipiens, P. leptospora e Stenella musae sdo citadas pela primeira vez como endofiticos;

- Fusarium proliferatum, F. solani, Paecilomyces lilacinus foram encontrados pela primeira

vez como endofiticos em Cocos nucifera;

- Nectria pseudotrichia, Ramichloridium apiculatum, Sordaria fimicola, Pseudozyma
hubeiensis, Rhodotorula marina e Occultifur externus sdo citadas pela primeira vez como
endofiticos em palmeiras;

- Arthrinium xenocordella e Phlyctaeniella sdo citadas pela primeira vez no Brasil;

- A analise molecular dos fungos a partir da obtencdo de sequencias para compara¢do com o

banco de dados do NCBI e construcéo de arvores filogenéticas contribuiram significantemente para

a identificacdo dos taxons encontrados.
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