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RESUMO 

 

Fungos endofíticos são microrganismos que vivem no interior de tecidos vegetais, 

colonizando-os intra e/ou intercelularmente, durante algum período do seu ciclo de vida, 

sem causar danos aparentes aos seus hospedeiros. Nos últimos anos esses microrganismos 

têm despertado grande interesse devido ao seu potencial de utilização como fonte de novas 

moléculas bioativas que podem ser aplicadas na medicina, na indústria e na agricultura. 

Equisetum arvense é uma planta medicinal que atua como remineralizante, diurética, 

cicatrizante, desintoxicante, adstringente e anticancerígena. Tendo em vista que as plantas 

medicinais com ação antimicrobiana podem ser hospedeiras de fungos endofíticos com tais 

propriedades, o presente trabalho teve como objetivos verificar a composição dos fungos 

endofíticos associados à planta medicinal E. arvense e avaliar o potencial antimicrobiano 

desses fungos contra microrganismos de importância agrícola e médica. Duas coletas de 

seis amostras de E. arvense foram realizadas na horta medicinal do Instituto Agronômico 

de Pernambuco, nos meses de julho e outubro de 2010 correspondendo aos períodos de 

chuva e de estiagem, respectivamente. No laboratório de fungos fitopatogênicos da 

Universidade Federal de Pernambuco foram realizados os processos de desinfestação 

superficial das amostras dos tecidos vegetais (caule e raiz), isolamento e identificação dos 

fungos endofíticos, bem como os testes antimicrobianos. Um total de 235 fungos 

endofíticos foram isolados e destes, 205 foram identificados. Foram obtidos 22 taxa, 17 

identificados ao nível de espécie e cinco ao nível de gênero. Hyphomycetes foi o grupo de 

fungos com maior número de representantes. Fusarium e Colletotrichum gloeosporioides 

foram o gênero e a espécie mais frequentes, com 26,8% e 25,11% de frequência relativa de 

isolamento, respectivamente. Verificou-se através da técnica de cultura pareada que 

nenhum dos nove fungos endofíticos testados (Curvularia lunata var. aeria, C. pallescens, 

C. brachyspora, Cladosporium oxysporum, C. cladosporioides, C. sphaerospermum, 

Fusarium solani, F. verticillioides e Gliomastix murorum var. felina) apresentou 

capacidade antagônica contra os fungos fitopatogênicos F. oxysporum f. sp. lycopersici e 

Sclerotion rolfsii. Os mesmos fungos endofíticos foram submetidos a ensaios em meio 

sólido e oito apresentaram ação antimicrobiana a pelo menos um dos microrganismos de 

importância médica utilizados (as bactérias: Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, 

Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae e a levedura: Candida albicans). F. solani 

apresentou o maior halo de inibição para B. subtilis. Isso demonstra a potencialidade 

bioativa de fungos endofíticos isolados de E. arvense contra bactérias e fungos patogênicos 

ao homem. 

 

 

 

Palavras-chave: Equisetum arvense; Fungos endofíticos; Diversidade; Atividade 

antimicrobiana. 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Endophytic fungi are microorganisms that live inside plant tissues, colonizing  intra and/or 

intercellular, during some period of their life cycle, without causing any apparent injury to 

their hosts. In recent years these organisms have attracted great interest due to its potential 

use as a source of new bioactive molecules that can be applied in medicine, industry and 

agriculture. Equisetum arvense is a medicinal plant that acts as remineralizing, diuretic, 

healing, detoxifying, astringent and anti-cancer. Considering that medicinal plants with 

antimicrobial activity can be hosts for endophytic fungi with such properties, the aims of 

this study was to verify the composition of endophytic fungi associated with medicinal 

plant E. arvense and evaluate the antimicrobial potential of these fungi against 

microorganisms for medical and agricultural importance. Two collections of six samples of 

E. arvense were carried in the medicinal garden of Agronomy Institute of Pernambuco, in 

the months of July and October 2010 corresponding to periods of rain and drought, 

respectively. In the laboratory of phytopathogenic fungi of the Federal University of 

Pernambuco were performed processes of surface sterilized of plant tissues (stem and 

root), isolation and identification of endophytic fungi as well as antimicrobial testing. A 

total of 235 endophytic fungi were isolated and these, 205 were identified. Were obtained 

22 taxa, 17 identified to species level and five to the genus level. Hyphomycetes fungi was 

the group with the largest number of representatives. Fusarium and Colletotrichum 

gloeosporioides were genus and species more frequent with 26.8%  and 25.11% relative 

frequency of isolation, respectively. It was found by dual culture technique that none of the 

nine endophytic fungi tested (Curvularia lunata var. aeria, C. pallescens, C. brachyspora, 

Cladosporium oxysporum, C. cladosporioides, C. sphaerospermum, Fusarium solani, F. 

verticillioides and Gliomastix murorum var. felina) showed antagonistic ability against 

phytopathogenic fungi F. oxysporum f. sp. lycopersici and Sclerotion rolfsii. The same 

endophytic fungi were tested in solid medium and eight showed antimicrobial activity to at 

least one of the microorganisms of medical importance used (bacteria: Staphylococcus 

aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae and the yeast, 

Candida albicans). F. solani showed the highest inhibition for B. subtilis. This 

demonstrates the potential of bioactive endophytic fungi isolated from E. arvense against 

bacteria and fungi pathogenic to human. 

 

 

 

Key-words: Equisetum arvense; Endophytic fungi; Diversity; Antimicrobial activity. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Evolutivamente as plantas vêm desenvolvendo complexos mecanismos adaptativos, 

muitos destes somente possíveis, graças às interações com os microrganismos. Entre esses 

destacam-se os fungos endofíticos, que vivem em associação íntima no interior de tecidos 

de plantas vivas sem causar danos aparentes aos seus hospedeiros (Strobel, 2003). 

Atualmente os fungos endofíticos têm sido vistos como uma ótima fonte de novos produtos 

naturais bioativos úteis na agricultura, indústria e medicina uma vez que apresentam uma 

diversidade de adaptações a nichos ecológicos únicos e incomuns (Schulz et al., 2002; 

Strobel e Daisy, 2003; Strobel et al., 2004; Bandara et al., 2006).  

As interações endofítico/planta, ainda não estão totalmente compreendidas, mas 

podem ser simbióticas, neutras ou antagônicas. Nas interações simbióticas os fungos 

endofíticos produzem ou induzem a produção de metabólitos primários e secundários que 

podem conferir diversas vantagens à planta tais como a diminuição da herbivoria e do 

ataque de insetos, o aumento da tolerância a estresses abióticos e o controle de outros 

microrganismos (Souza et al., 2004). 

Os fungos endofíticos são conhecidos por produzirem substâncias de grande 

relevância capazes de inibir ou matar uma variedade de agentes causadores de doenças, 

bem como, bactérias e fungos que afetam a população humana, os animais e as plantas 

(Demain, 1999). Dessa forma, a micobiota endofítica obtida de plantas medicinais têm sido 

reconhecidamente alvo de isolamento, caracterização e análise por apresentar grande 

potencial para exploração e descoberta de novas moléculas bioativas, pois esses 

microrganismos podem sintetizar compostos com propriedades semelhantes aos do seu 

hospedeiro (Kumar e Hyde, 2004; Tejesvi et al., 2007; Aly et al., 2010; Xu et al., 2010; 

Araújo et al., 2010). 

 Nesse contexto, estudos sobre a potencialidade dos fungos endofíticos mostram-se 

relevantes tanto para uso no controle biológico de doenças e pragas, como para aplicação 

no setor biotecnológico ou indústria farmacêutica de produtos bioativos obtidos desses 

microrganismos, como é o caso dos antibióticos utilizados no tratamento de infecções em 

humanos (Stierle et al., 1995). 

Equisetum arvense é uma planta medicinal originária da Europa que tem uma 

utilização bastante diversificada, desde o uso em infusões de caráter terapêutico até a 

participação em diversas fórmulas de medicamentos alopáticos (Ferreira, 2001). Esta 
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planta pode atuar como remineralizante, diurética, cicatrizante, desintoxicante, 

adstringente, anticancerígena, antifúngica e antibacteriana (Mitich, 1992; Franco, 2001; 

Sapei et al., 2007). 

 Deste modo, caso o fungo endofítico tenha habilidade de produzir o mesmo 

metabólito bioativo que sua planta hospedeira, isto reduziria a necessidade de coletar 

plantas raras, as que apresentam crescimento reduzido ou estão ameaçadas de extinção, e 

preservaria a biodiversidade. Além disso, é reconhecido que uma fonte microbiana de um 

produto valorizado pode ser mais fácil e econômico para produzir, reduzindo eficazmente 

seu custo no mercado (Stierle et al., 1993). 

 Tendo em vista que as plantas medicinais com ação antimicrobiana podem ser 

hospedeiras de endofíticos com tais propriedades (Kusari et al., 2008), o presente trabalho 

teve como objetivos verificar a composição dos fungos endofíticos associados à planta 

medicinal E. arvense, que apresenta comprovada ação antifúngica e antibacteriana e 

avaliar o potencial antimicrobiano desses fungos contra microrganismos de interesse 

agrícola e de importância médica. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1. Microrganismos Endofíticos 

 

Os endofíticos compõem um grupo de microrganismos, principalmente fungos e 

bactérias, com habilidades únicas e características de interesse fora e dentro do hospedeiro, 

sendo potenciais fontes de estudo que fascinam pesquisadores do mundo todo. Este grupo é 

conhecido a mais de um século, contudo, somente nas últimas décadas houve um 

crescimento das pesquisas em decorrência, principalmente do seu potencial biotecnológico, 

como fontes promissoras de enzimas e produtos farmacêuticos (Araújo et al., 2002). A 

maior biomassa viva no planeta é formada por comunidades microbianas, que são 

responsáveis por muitos processos essenciais para a manutenção da vida nas condições 

ambientais atuais, sendo os microrganismos endofíticos parte integrante dessas 

comunidades (Andreote et al., 2008). 

O termo endofítico é derivado do grego (éndon = dentro + phytón = planta), e tem 

sido utilizado para definir os microrganismos que convivem simbioticamente com a planta 

hospedeira (Schulz e Boyle, 2005). De Barry, foi quem introduziu o termo ao se referir a 

“Qualquer organismo encontrado no interior de tecidos vegetais” (De Barry, 1968 apud 

Hyde e Soytong, 2008) englobando, desta forma, os fitopatogênicos. Carroll (1968 apud 

Hyde e Soytong, 2008) restringiu o uso do termo endofítico a organismos endosimbiontes 

que colonizam assintomaticamente os tecidos internos de plantas, ou seja, sem causar 

danos aparentes, excluindo as micorrizas e os fungos fitopatogênicos. Petrini (1991) 

propôs a expansão da definição de Carroll, incluindo todos os microrganismos que, pelo 

menos em algum período do seu ciclo de vida, colonizam os tecidos vegetais aéreos, sem 

causar danos aparentes ao seu hospedeiro. Neste conceito, foram excluídas as bactérias 

fixadoras de nitrogênio, os fungos micorrízicos e microrganismos que colonizam o interior 

da raiz. 

Outra definição, proposta por Hallmann et al. (1997), sugere que endofíticos podem 

ser considerados microrganismos isolados de tecidos vegetais desinfestados 

superficialmente ou do interior destes, e que não causam danos aparentes à planta, 

incluindo nesta definição todos os microrganismos que colonizam de forma sistêmica ou 

localizada o interior de tecidos vegetais e que em momento algum levam ao 

desenvolvimento de sintomas relacionados à patogenicidade. Azevedo e Araújo (2007) 
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definem endofítico como sendo todo microrganismo, cultivável ou não, que coloniza o 

interior da planta hospedeira e que não causa danos aparentes e nem forma estruturas 

externas visíveis. Finalmente, Mendes e Azevedo (2007) ampliaram a definição 

considerando todos os microrganismos cultiváveis ou não e que não causam danos 

aparentes, como endofíticos. Os autores ainda os dividem em dois tipos: Tipo I, que não 

produzem estruturas externas na planta hospedeira e Tipo II, que produzem estruturas 

externas à planta. 

Os endofíticos se distinguem dos epifíticos (aqueles que vivem na superfície) e dos 

fitopatogênicos (que causam doenças). Na realidade existe um gradiente com interfaces 

entre endofíticos, epifíticos e fitopatogênicos que é parte da própria Biologia (Peixoto-Neto 

et al., 2002). Azevedo et al. (2002) relatam que a diferenciação entre endofíticos, epifíticos 

e fitopatogênicos tem significado meramente didático, dependendo assim do nicho 

ocupado pelo microrganismo em determinado estágio de sua interação com o hospedeiro. 

Para penetrar na planta hospedeira um endofítico pode viver por certo tempo como epífito 

e dentro da planta em certas condições de estresse, pode tornar-se patogênico (Araújo et 

al., 2010). 

Os microrganismos endofíticos já foram relacionados com diversos tipos de 

hospedeiros, entre eles plantas herbáceas (Taechowisan et al., 2003), plantas florestais 

tropicais (Strobel, 2002), plantas cultivadas (Melnroy e Kloepper, 1995), plantas 

medicinais (Huang et al., 2001) e plantas aquáticas (Chen et al., 2003). Geralmente, de 

dezenas a centenas de isolados podem ser obtidos de um único vegetal e, a partir deste, 

pelo menos uma espécie se mostra específica, confirmando o fato que os endofíticos são 

um componente relevante na diversidade microbiana (Tan e Zou, 2001; Strobel e Daisy, 

2003). 

A diversidade dos microrganismos endofíticos é alta, em particular, no Brasil, por 

possuir uma das maiores floras do mundo, além de se localizar em grande parte na região 

tropical que ao que tudo indica é também a que apresenta maior diversidade endofítica 

tanto de bactérias como de fungos. O estudo das comunidades endofíticas tem aumentado 

substancialmente nos últimos 30 anos, pois foi verificado que esses microrganismos 

apresentam importante papel no desenvolvimento da planta hospedeira (Araújo et al., 

2010).  
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2.2. Fungos Endofíticos 

 

Calcula-se que existam, aproximadamente, 400.000 espécies de plantas e cada uma 

delas pode abrigar pelo menos entre três a seis espécies de fungos endofíticos. Com isso, a 

estimativa do número total desses microrganismos ao nível mundial é de 1 milhão de 

espécies fúngicas (Strobel et al., 2004). Considerando a alta diversidade desses fungos 

associada ao clima tropical, a proporção sugerida para o número total de espécies seria de 

33 para cada vegetal, compreendendo cerca de 8.250.000 espécies (Arnold et al., 2000; 

Hawksworth, 2000; Gamboa et al., 2002). Um levantamento feito por Schulz e Boyle 

(2005) mostrou que na década de 90, mais de 6.500 fungos endofíticos haviam sido 

isolados de cerca de 500 plantas. O número de espécies pode variar de acordo com a 

espécie do hospedeiro, distribuição geográfica, tecido vegetal onde o fungo se instala 

(folha, caule, raiz, flor, semente), idade do vegetal, altitude, umidade, precipitação anual, 

entre outros fatores (Carroll, 1988; Kumaresan e Suryanaraynan, 2001; Strobel e Daisy, 

2003; Oki et al., 2007; Nascimento, 2009; Vieira et al., 2011). Até o presente os fungos 

endofíticos foram encontrados em todas as plantas estudadas: algas (Hawksworth, 1998), 

briófitas (Schulz et al., 1993), pteridófitas (Fisher, 1996), coníferas (Legault et al., 1989), 

arbustos (Petrini et al., 1992b) e árvores em geral (Faeth e Hammon, 1997).  

Rodriguez e Redman (2008) categorizam os fungos endofíticos como patógenos, 

sapróbios ou mutualistas, apoiando a questão que isolados da mesma espécie ou gênero 

podem apresentar uma plasticidade ecológica significante. Análises indicam que a 

expressão do comportamento depende do genótipo do hospedeiro. Tal hipótese foi 

exemplificada por estudos que demonstram que espécies de Colletotrichum classificadas 

como patogênicas para algumas plantas (Colletotrichum magna do Melão; C. acutatum e 

C. gloeosporioides do Morango), em outros hospedeiros (C. magna do tomate; C. 

acutatum e C. gloeosporioides do Melão), além de não causarem doenças, estabelecem 

uma relação mutualística como: resistência a doenças, promoção de crescimento e/ou 

tolerância à seca. 

Atribuem-se outras características importantes aos fungos endofíticos, as quais têm 

despertado interesse quanto ao seu potencial biotecnológico, econômico e ecológico. Por 

produzirem metabólitos que podem ser neutros ou terem ação antagônica para o hospedeiro 

ou também podendo apresentar utilidades na área médica, agrícola ou industrial. Novos 

antibióticos, antivirais, imunossupressores, antitumorais, antidiabéticos, antioxidantes, 
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antimicrobianos, antineoplásicos, antiherbicidas, antihelmínticos, inseticidas e cosméticos 

são alguns exemplos da capacidade de produção destes fungos (Azevedo et al., 2000; Tan 

e Zou, 2001; Schulz et al., 2002; Strobel et al., 2002; Esposito e Azevedo, 2004; Strobel et 

al., 2004; Gunatilaka, 2006; Zhang et al., 2006). 

 

2.2.1. Interação Ecológica entre Fungos Endofíticos e Plantas Hospedeiras 

 

Devido à associação entre os endofíticos e espécies vegetais, tem sido sugerido que 

estes microrganismos co-evoluíram com seus hospedeiros (Misagui e Donndelinger, 1990), 

apresentando uma íntima interação mutualística, onde os endofíticos recebem nutrientes e 

proteção da planta hospedeira e a mesma também encontra vantagens decorrentes dessa 

interação, o que promoveu adaptação destas espécies vegetais frente a condições adversas 

do ambiente como estresse intenso causado por fatores abióticos (temperatura, umidade, 

luz, solos ácidos, entre outros) ou bióticos (ataque de insetos, outros microrganismos e 

animais herbívoros, por meio da produção de vários compostos secundários como 

alcalóides, terpenóides, esteróides e compostos aromáticos repelentes ou tóxicos a seus 

inimigos) (Hallmann et al., 1997; M’Piga et al., 1997; Schardl e Phillips, 1997; Saikkonen 

et al., 1998; Liu et al., 2001; Ryu et al., 2006; Senthilkumar et al., 2007; Bae et al., 2008). 

Além de ajudar no aumento do crescimento vegetal, pela produção de compostos que 

facilitam a entrada e a utilização de nutrientes disponíveis no ambiente, ou pela síntese de 

reguladores vegetais como as giberelinas, auxinas, citoquininas e o etileno (Hallmann et 

al., 1997; Bent e Chanway, 1998; Shishido et al., 1999; Tsavkelova et al., 2007; Barrow et 

al., 2008; Araújo et al., 2010), os fungos endofíticos podem também estimular e induzir a 

produção e germinação de sementes (Freyermuth et al., 1996; Holland, 1997). 

A relação que se estabelece é complexa e depende de vários fatores, como 

características do vegetal, do microrganismo e do ambiente (Owen e Humdley, 2004), e é 

bastante questionada, existindo duas principais hipóteses: a do equilíbrio antagônico e da 

simbiose mutualística (Faeth, 2002; Selosse et al., 2004; Rudgers, 2004; Saikkonen et al., 

2004; Müller e Krauss, 2005; Schulz e Boyle, 2005; Kogel et al., 2006; Maheshwari, 

2006). Essa complexidade tem direcionado os estudos com endofíticos não só para os 

focos tradicionais, como controle biológico de pragas e doenças e promoção de 

crescimento vegetal, como, também para a investigação de padrões de colonização, forma 

de penetração e transferência desses microrganismos nas plantas (Araújo et al., 2010). 
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Os mecanismos de colonização dos tecidos dos vegetais por fungos endofíticos, 

segundo Petrini (1991) ocorrem de duas formas: horizontalmente e/ou verticalmente. A 

primeira consiste na transmissão do fungo por meio de esporos de origem assexual e 

sexual. Nesse caso, ocorre a penetração do fungo por aberturas naturais, tais como 

estômatos e hidatódios presentes nas partes aéreas da planta (folhas, caules, cotilédones, 

flores e frutos), ativamente pela secreção de enzimas que degradam a parede celular das 

células vegetais ou utilizando apressórios e haustórios, por aberturas artificiais como 

fissuras sofridas pela ação de insetos e outros animais, homem e agressões abióticas e ou 

ainda por secreção de enzimas hidrolíticas (Esposito e Azevedo, 2010). No segundo tipo de 

transmissão (vertical) o fungo é difundido sistemicamente entre gerações da planta 

hospedeira ao penetrarem as sementes ou através da zona radicular quando há ferimentos 

causados pela abrasão das raízes com o solo durante o crescimento (Saikkonen et al., 2004; 

Marinho et al., 2005; Johri, 2006). 

Dentro da planta, os fungos endofíticos podem permanecer próximos ao local de 

entrada ou se disseminarem pelo sistema vascular. Portanto, a colonização pode ser 

intracelular e limitada a poucas células, intercelular e localizada ou ainda inter e 

intracelular sistêmica e pode se desenvolver em qualquer tecido ou órgão do vegetal 

(Bacon e White, 2000; Zinniel et al., 2002; Peixoto-Neto et al., 2002; Schulz e Boyle, 

2005; Marinho et al., 2005; Johri, 2006). A relação bioquímica e a produção de 

metabólitos (primários e secundários) entre endofíticos e suas plantas hospedeiras ainda 

não estão totalmente esclerecidas (Owen e Hundley, 2004; Rosenblueth e Martinez-

Romero, 2006). 

As comunidades endofíticas cuja composição, forma de colonização e transmissão 

em função da planta hospedeira e das condições ambientais, se inter-relacionam em um 

balanço harmônico (Peixoto-Neto et al., 2002). Considerando essas três variáveis os 

fungos endofíticos são divididos, artificialmente, em dois grupos ecológicos: 

balansiaceous, que colonizam especificamente gramíneas e não-balansiaceous (Schulz e 

Boyle, 2005). O primeiro grupo é constituído por espécies de Epichloe e Balansia 

(anamorfos Neotyphodium e Ephelis) que se desenvolvem de forma sistêmica e intercelular 

em todos os órgãos de gramíneas e são transmitidos verticalmente através de sementes 

(Bacon e White, 2000). Devido a sua importância ecológica, os balansiaceous são os mais 

estudados por apresentarem estruturas especializadas na absorção de nutrientes e por 

produzirem uma variedade de metabólitos secundários como alcalóides tóxicos a insetos e 
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vertebrados. Por conta disso, a relação ecológica entre os fungos balansiaceous e seus 

hospedeiros é considerada mutualística, onde o fungo encontra nutrientes e proteção contra 

estresses abióticos e a planta por sua vez é protegida contra a herbivoria. (Saikkonen et al., 

1998; Schardl, 2000; White et al., 2000; Saikkonen et al., 2004; Schulz e Boyle, 2005). 

O segundo grupo, não-balansiaceous, é diversificado e constituído, principalmente, 

por diferentes espécies do filo Ascomycota, são encontrados em todos os órgãos de 

praticamente todas as plantas terrestres estudadas (Petrini, 1991; Stone et al., 2004; Schulz 

e Boyle, 2005), compreendendo frenquentemente os ascomicetos que produzem 

ascostromas (Loculoascomicetes) e os que produzem peritécios (Pirenomicetes) 

(Alexopoulos et al., 1996). A colonização deste grupo pode ser inter ou intracelular, 

sistêmica ou localizada (Schulz e Boyle, 2005). Podem ocorrer em ambientes temperados e 

tropicais, sendo os gêneros Acremonium, Alternaria, Cladosporium, Colletotrichum, 

Epicoccum, Fusarium, Guignardia, Phyllosticta, Pestalotiopsis, Phomopsis, Phoma e 

Pleospora, frequentemente isolados de uma gama de hospedeiros (Azevedo et al., 2000; 

Arnold et al., 2000; Schulz e Boyle, 2005; Pimentel et al., 2006; Siqueira et al., 2011; 

Vieira et al., 2011). 

Neste sentido, as florestas tropicais são consideradas ecossistemas com maior 

biodiversidade quando comparadas às florestas temperadas e esta diversidade biológica 

implica em diversidade química, pois no contexto da corrida evolucionária, sobrevive o 

organismo capaz de estar em constante inovação química (Bills, 2002). De fato, os mesmos 

autores mostram que fungos endofíticos de ambientes tropicais, fornecem um maior 

número de produtos naturais, além disso, notaram que é significativamente elevado o 

número destes microrganismos produzindo diversos metabólitos secundários ativos, se 

comparado com os fungos de florestas temperadas. Esta observação sugere a importância 

do ambiente em que a planta hospedeira está inserida sobre o metabolismo dos endofíticos. 

 

2.2.2. Ocorrência de Fungos Endofíticos em Plantas Medicinais 

 

Certos vegetais produzem fármacos e devido a essa capacidade são considerados 

como plantas de uso medicinal. Na verdade, segundo Araújo et al. (2010) estes vegetais 

podem possuir fungos endofíticos que também sintetizam estes compostos com 

propriedades medicinais, o que pode ser explicado por transferência horizontal dos genes 

durante a longa convivência entre endofítico e planta hospedeira. 
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Por colonizarem um nicho ecológico muito específico, onde microrganismo e seu 

hospedeiro estão sujeitos a constantes e singulares interações, alguns fungos endofíticos 

encontrados em plantas medicinais ou com propriedades terapêuticas demonstram a 

capacidade de produzirem metabólitos naturais bioativos envolvidos nessa relação 

endofítico-hospedeiro, com atividade biológica idêntica ou semelhante à planta que 

colonizam. Os metabólitos podem inibir uma ampla variedade de agentes causadores de 

doenças, incluindo fungos fitopatogênicos (Azevedo, 1998; Pilleggi et al., 2002; Strobel, 

2003; Puri et al., 2005; Eyberger et al., 2006; Kusari et al., 2008), além de apresentarem 

ação antibacteriana, antifúngica e antitumoral (Wagenaar et al., 2000; Strobel et al., 2004) 

e atuarem como agentes antidiabéticos e imunossupressivos (Zhang et al., 1999). Nesse 

sentido plantas medicinais se destacam como fortes candidatas a investigação do potencial 

biológico dos seus fungos endofíticos, diante da imensa diversidade vegetal existente em 

todo mundo (Strobel, 2003). 

Rodrigues et al. (2000) isolaram os fungos endofíticos Guignardia sp., Phomopsis 

sp. e Pestalotiopsis guepinii da planta medicinal Spondias mombin L. (Anacardiaceae). 

Corrado e Rodrigues (2004) isolaram o fungo Phomopsis sp. de pecíolos da mesma planta 

e de folhas de outra planta medicinal, a Aspidosperma tomentosum. 

Gao et al. (2005) avaliaram a composição de fungos endofíticos da planta 

medicinal Heterosmilax japonica, reconhecida na China por seus efeitos diuréticos, por 

meio de análises moleculares de RFLP e ITS de rDNA. Os autores observaram vários 

gêneros de fungos colonizando o interior deste vegetal, entre eles Mycosphaerella, 

Phomopsis, Aureobasidium, Cladosporium, Glomerella, Botryosphaeria e Guignardia. 

Também verificaram maior abundância de populações endofíticas em amostras coletadas 

na primavera do que no verão, constatando uma flutuação sazonal para os endófitos de H. 

japonica. 

Huang et al. (2008) isolaram 1.160 fungos endofíticos de 29 espécies de plantas 

medicinais e investigaram a taxa de colonização, a frequência relativa e a relação entre a 

presença destes microrganismos e os componentes químicos das plantas. Os resultados 

mostraram que a comunidade fúngica endofítica é bastante diversa e apresentam 

especificidade de hospedeiro e tecido. Os gêneros mais frequentes foram Alternaria, 

Colletotrichum, Phoma, Phomopsis e Xylaria. Os autores deste estudo sugerem que a 

medicina tradicional, utilizando plantas, é uma rica e viável fonte de novos fungos 
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endofíticos. Eles sugerem, ainda, que estudos sobre os componentes químicos das plantas 

hospedeiras são importantes para o entendimento da relação endofítico-hospedeiro. 

 

2.2.3. Atividade Antimicrobiana de Fungos Endofíticos  

 

 Os fungos endofíticos são conhecidos por produzirem substâncias de grande 

relevância capazes de inibir ou matar uma variedade de agentes causadores de doenças, 

bem como bactérias e fungos que afetam a população humana, os animais e as plantas 

(Demain, 1999). Dessa forma, fungos endofíticos obtidos de plantas medicinais têm sido 

reconhecidamente alvo de isolamento, caracterização e análise por apresentarem grande 

potencial para exploração e descoberta de novas moléculas bioativas (Kumar e Hyde, 

2004; Tejesvi et al., 2007; Guo et al., 2008; Kusari et al., 2009; Aly et al., 2010; Xu et al., 

2010; Siqueira et al., 2011; Yan et al., 2011). Estas substâncias, por sua vez, podem ser 

altamente tóxicas, como as micotoxinas, ou ser bastante úteis por serem utilizadas como 

fármacos para tratamento de várias patologias. Esta dicotomia de funções é consequência 

da grande diversidade de compostos químicos que os fungos produzem (Pinto et al., 2002). 

Além disso, os fungos endofíticos têm sido usados em estratégias de controle 

biológico de fungos fitopatogênicos, pois por habitarem o mesmo nicho ecológico 

competem por nutrientes, produzem substâncias antibióticas, parasitam o patógeno ou 

mesmo induzem a planta a desenvolver resistência a doenças, regulando assim a população 

destes microrganismos (Azevedo et al., 2002; Peixoto-Neto et al., 2002; Mota et al., 2003). 

E um dos pontos centrais para o biocontrole ser efetivo é a seleção de um antagonista, pois 

as chances de sucesso nos programas de controle biológico estão no isolamento e na 

seleção de microrganismos antagônicos eficientes (Ghini e Kimati, 1989; Bowers et al., 

2001). O uso de endofíticos no controle biológico de doenças em plantas é relatado por 

Azevedo et al. (2002), que destacam o uso de isolados considerados avirulentos ou 

hipoviulentos do patógeno, como no caso da murcha do tomate causada por Fusarium 

oxysporum f. sp. lycopersici controlada por isolados endofíticos dessa mesma espécie. 

Araújo et al. (2010) afirmam que em certos casos, efeitos sinergísticos entre plantas 

e microrganismos endofíticos acentuam o poder medicinal dessas plantas. Estudos 

desenvolvidos por Stierle et al. (1993) mostraram que o fungo Taxomyces andreanae 

encontrado na planta Taxus brevifolia produz um diterpeno denominado taxol que é 

também produzido pelo vegetal. O taxol é um poderoso antitumoral empregado no 
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combate ao câncer, especialmente de ovário e mama. O fungo Pestalotiopsis microspora 

encontrado na planta T. wallaquiana também produz taxol (Strobel et al., 1996).  

Zou et al., 2000 isolaram o fungo Colletotrichum gloeosporioides da planta 

medicinal chinesa Artemisia mongolia com grande resistência contra herbívoros, fungos e 

bactérias fitopatogênicas. Deste fungo foi obtido o ácido coletótrico com forte atividade 

contra algumas bactérias gram-positivas (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Sarcina 

lutea) e contra o fungo fitopatogênico Helminthosporium sativum. 

Castillo et al. (2002) isolaram e caracterizaram um novo antibiótico chamado 

munumbicina, produzido por uma linhagem endofítica, denominada Streptomyces NRRL 

30562, isolada da planta medicinal Kennedia nigriscans, nativa da Austrália. O extrato do 

endofítico, obtido com solvente orgânico, foi purificado e submetido à HPLC. Os quatro 

componentes principais resultantes foram denominados munumbicinas A, B, C e D. Nos 

ensaios contra alguns microrganismos patogênicos humanos, estes compostos 

demonstraram, em geral, atividade contra bactérias Gram-positivas, como Bacillus 

anthracis e Mycobacterium tuberculosis multiresistente. A munumbicina B inibiu 

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), enquanto a munumbicina D 

apresentou atividade contra o parasita da malária Plasmodium falciparum. O extrato da 

linhagem de Streptomyces foi testado ainda contra vários patógenos de plantas, 

apresentando atividade contra Pythium ultimum, Phytophthora infestans, Sclerotinia 

sclerotiorum, Erwinia carotovora, Cochliobolus carbonum e Penicillium sp., mostrando o 

grande potencial destas novas substâncias para a medicina e agricultura. 

Huang et al. (2007) investigaram a atividade antimicrobiana de fungos endofíticos 

da planta medicinal Nerium oleander L. e estes apresentaram bons resultados contra 

bactérias e fungos patogênicos. O líquido fermentado, filtrado e diluído da cultura de sete 

fungos endofíticos apresentou eficácia contra os microrganismos teste. Entre os isolados a 

amostra NoS16 inibiu Listeria monocytogenes e S. aureus com as concentrações mínimas 

inibitórias. 

Artemisia annua, planta medicinal que é conhecida por produzir um composto 

antifúngico denominado artemísia, que protege as plantas contra fungos fitopatogênicos 

(Liu et al., 2001). Estes autores verificaram que 21 fungos endofíticos isolados desta planta 

possuem atividade antagônica contra os fungos fitopatogênicos: Geaemannomyces 

graminis var. tritici, Rhizoctonia cerealis, Helminthosporium sativum, Fusarium 

graminearum, Gerlachia nivalis e Phytophthora capsici, sugerindo que a defesa da planta 
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seria, decorrente da presença destes microrganismos. Lu et al. (2000) identificaram três 

novos metabólitos do fungo endofítico Colletotrichum sp. isolado de A. annua com 

propriedades antimicrobianas. 

Li et al. (2005) verificaram a capacidade antagônica de fungos endofíticos de 12 

plantas chinesas contra fungos fitopatogênicos (Aspergillus niger, C. gloeosporioides, 

Fusarium sp., Phytophthora nicotianae, Scopulariopsis sp., Trichoderma viride e 

Verticillium sp.), e Lin et al. (2007) avaliaram os endofíticos da planta medicinal 

Camptotheca acuminata contra bactérias (B. subtilis, Escherichia coli e S. aureus) e 

fungos (Candida albicans e A. niger) patogênicos ao homem. Em ambas as pesquisas os 

resultados dos testes de bioatividade mostraram que aproximadamente 30% dos isolados 

mostraram atividade antimicrobiana contra pelo menos um microrganismo teste. 

Strobel (2003) e Strobel et al. (2004) apresentaram outras substâncias importantes 

produzidas por fungos endofíticos: criptocandina A, criptocina, pestaloside e jesterona. A 

criptocandina A é um antifúngico lipopeptídico obtido do fungo Cryptosporiopsis quercina 

isolado da planta medicinal Tripterigeum wilfordii. Este composto é ativo contra fungos 

importantes por causarem patologias ao homem, incluindo C. albicans e Trichophyton sp. 

e também frente a fungos fitopatogênicos como Sclerotinia sclerotiorum e Botrytis 

cinerea. A criptocina, um ácido tetrâmico, com atividade antifúngica também já foi isolado 

de C. quercina e pestaloside e jesterona ambos com propriedades antifúngicas e 

produzidos por fungos do gênero Pestalotiopsis, endofítico comumente encontrado em 

plantas tropicais. 

Alguns outros fármacos produzidos por fungos endofíticos são a leucinostatina A, 

antitumoral e antifúngico produzido por Acremonium sp.. Estes microrganismos também 

sintetizam antimicrobianos de importância na área de sanidade vegetal e animal, inclusive 

humana. É o caso do fungo Chloridium sp. que produz ajavanicina, que é um 

antibacteriano contra Pseudomonas (Araújo et al., 2010). 

Muscodor albus, uma nova espécie de fungo endofítico isolado da planta 

popularmente conhecida como pau-canela (Cinnamomum zeilanicum), demonstrou ser 

capaz de inibir e matar outros fungos e bactérias pela produção de cinco diferentes tipos de 

metabólitos voláteis (Strobel, 2003). 

           Peláez et al. (1998) isolaram fungos endofíticos de plantas medicinais, na Espanha, 

e 27% das espécies produziram compostos antimicrobianos. 
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           Rodrigues et al. (2000) pesquisaram compostos bioativos, produzidos por fungos 

endofíticos isolados da planta medicinal Spondias mombin L. e verificaram que  

Guignardia sp., Phomopsis sp. e Pestalotiopsis guepinii, ao serem avaliados contra 

actinomicetos, bactérias, leveduras e fungos filamentosos, causaram inibição no 

crescimento de todos os microrganismos testados. 

          Huang et al. (2001) testaram a atividade antitumoral e antifúngica de fungos 

endofíticos das plantas medicinais Taxus mairei, Cephalataxus fortunei e Torreya grandis, 

na China e constataram que 52,3% dos isolados inibiram o crescimento de Fusarium sp. e 

Paecilomyces sp. 

No Brasil vários autores citam a produção de fármacos por fungos endofíticos como 

Xylaria sp., Fusarium moniliforme, Colletotrichum sp., Guignardia sp. e Phomopsis sp. 

(Gomes, 2008). 

A continuidade dos estudos sobres novos agentes antimicrobianos é importante para 

superar as dificuldades relatadas sobre o tratamento de infecções causadas por patógenos 

resistentes (Petersen et al., 2004), e os fungos endofíticos têm emergido como uma fonte 

alternativa para a produção de novos compostos antimicrobianos (Pupo et al., 2006; 

Guimarães et al., 2008). 

 

2.3. Equisetum arvense L. 

 

2.3.1. Características Gerais 

Originária da Europa, Equisetum arvense (Figura 1) popularmente conhecida como 

cavalinha, é uma planta pertencente à classe Articulatae, ordem Equisetales e família 

Equisetaceae, considerada um fóssil vivo datando do fim do período Paleozóico, no 

Carbonífero Superior (300 milhões de anos atrás) (Ferreira, 2001). O único gênero vivo de 

toda classe, Equisetum, é extremamente variável em sua morfologia principalmente as 

plantas híbridas (Veit et al., 1994), incluindo aproximadamente 25 espécies em todo o 

mundo, entre as quais destacam-se E. palustre, E. telmateia, E. pratense, E. sylvaticum, E. 

fluviatile, E. bogotense e E. arvense. É um arbusto bastante presente e sua distribuição se 

dá por todo Hemisfério Norte (D’Agostino et al., 1984; Radulovic et al., 2006). Podem ser 

encontradas em toda Europa e nas ilhas Britânicas, bem como, na América do Norte (do 

Alasca até o sul da Califórnia), Central e do Sul (Mitich, 1992; Santos et al., 2005). No 

Brasil podem ser encontradas em toda região centro-oeste e em Minas Gerais, onde 
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ocorrem como uma espécie cujo caule delgado apoia-se sobre outras plantas, podendo 

atingir até 12 m de comprimento (Corrêa, 1984). 

O nome de E. arvense, o qual Carolus Linnaeus (1707-1778) inseriu em seu Species 

Plantarum em 1753 (Mitich, 1992), é derivado do latim equi = cavalo, setum = cauda ou 

rabo (Teske e Trentini, 1995). Daí o seu nome e outras designações como rabo-de-cavalo, 

cavalinha-dos-campos, lixa-vegetal e erva-carnuda (Forès, 2004). São plantas perenes que 

preferem regiões úmidas (geralmente ocorrem nas margens de lagos e rios) e solos ricos 

em minerais, e se reproduzem por esporos e por rizomas tubulares (por baixo da superfície 

do solo). Possuem caules ocos, cilíndricos que emitem talos aéreos de cor verde-

acinzentados, desprovidos de folhas, flores e sementes. São constituídas de nós e entrenós, 

de textura rugosa e cor marrom clara, com pontas amareladas em forma de lança, onde se 

encontram uma estrutura de reprodução, denominada de estróbilo, onde se dá a produção 

de esporos, os quais sendo esféricos apresentam “quatro braços” que se estendem para que, 

tal como velas, possam ser transportados pelo vento e, uma vez no solo, recolhem-se para 

lá ficar se o solo for fértil ou, caso contrário, voltarem a estender-se (Aleixo, 1995; Franco, 

2001; Forès, 2004; Santos et al., 2005). Podem atingir de 10 a 25 cm de altura, raramente 

atingem 1 m de altura (Mitich, 1992). A maior espécie se encontra nos bosques úmidos da 

América do Sul, E. giganteum, capaz de subir pelas árvores até atingir vários metros de 

altura (Forès, 2004). 

 

 

Figura 1. Equisetum arvense L. 

Fonte: http://escolaambiente.faccat.br/cavalinha.html 

 

E. arvense apresenta bainha dentada caliciforme, presa pela base ao nó do caule. 

Desta bainha partem ramificações verticiladas e articuladas. Os ramos férteis aparecem 
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numa determinada época do ano para cada espécie, onde os estemas com os esporos são 

seguidos por ramos verdes em forma de pluma com 10 a 50 cm de comprimento, se 

assemelhando a um rabo de cavalo (Cemtchujnicov, 1976). As raízes da cavalinha têm 

uma grande capacidade de retirar nutrientes do solo, inclusive metais como ouro e 

quantidades significantes de cobalto, cálcio e sílica, aos quais é atribuída a atividade 

fungicida (Mitich, 1992). 

Esta espécie é conhecida como umas das plantas com maior acúmulo de silício 

(sílica biogênica) (Sapei et al., 2007). Os investigadores acreditam que as propriedades 

medicinais antibacterianas e antisépticas associadas à planta são devidas ao elevado teor 

deste componente. A sílica, termo que se refere aos compostos de dióxido de silício (SiO2) 

é depositada nos caules sob a forma de uma fina camada superficial (Rico et al., 2000). 

Além disso, possui em sua composição mais de 10% de constituintes inorgânicos (sendo 

que, dois terços são o ácido silícico e sais de potássio). Também apresenta magnésio, 

cálcio, fósforo, sódio, flúor, enxofre, manganês e alumínio. (D’Agostino et al., 1984; 

Franco, 2001), e compostos fenólicos, flavonóides (isoquercitina, campferol), ácidos 

orgânicos, resina, alcalóides (nicotina, equispermina, palustrina), tiaminase, dimetilsufona, 

esteróides (ᵦ-sitosterol, campesterol, isofucoesterol), vitamina C e fitosterol (Wichtl, 1994; 

Franco, 2001; Santos et al., 2005). A presença de flavonóides revela a existência de dois 

quimiotipos de E. arvense, uma ocorrendo na Ásia e América do Norte e outro na Europa 

(Nagai et al., 2004). 

A cavalinha é uma planta remineralizante, outrora utilizada para o restabelecimento 

dos doentes com tuberculose. Alguns dos ácidos (péctico e gálico) produzidos por esta 

planta são úteis para estancar as hemorragias (Forès, 2004; Nagai et al., 2004). Também, 

atua como depurativa, diurética, cicatrizante, combate problemas de pele, do tecido 

conjuntivo, rugas, estrias, úlceras varicosas, eczema, acne, unhas frágeis, celulite, flacidez, 

edemas, gota. É desintoxicante, podendo ser utilizada em cortes, contusões, ferimentos e 

disenterias. É também adstringente e anticancerígena. Apresenta bom resultado nos casos 

de arteriosclerose, osteoporose, artrose, descalcificação óssea, raquitismo, reumatismo, 

doenças urinárias, gastrite, anemia, além de consolidação de fraturas dos ossos, devido à 

ação adstringente do ácido monossilícico (Franco, 2001). É utilizada na Europa como 

abrasiva e polidor de metais devido à presença de sílica (Mitich, 1992; Lemus et al., 1996). 

Atualmente sua utilização é bastante diversificada e segue desde o uso em infusões de 
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caráter terapêutico até a participação em diversas fórmulas de medicamentos alopáticos 

(Ferreira, 2001). 

 

2.3.2. Fungos Endofíticos Associados à Equisetum arvense 

Ainda não há na literatura brasileira dados de estudos da micobiota endofítica de E. 

arvense. Recentemente, foram realizados alguns estudos relacionados às comunidades 

endofítcas de plantas marinhas e halófitas (Cornick et al., 2005; Lin et al., 2008; Maciá-

Vicente et al., 2008). No entanto, houve poucas pesquisas sobre comunidades de fungos 

endofíticos de plantas aquáticas/ribeirinhas (Sridhar e Bärlocher, 1992; Sati e Belwal, 

2005). 

Até o momento apenas dois trabalhos sobre a composição de fungos endofiticos de 

E. arvense  foram publicados. Um deles foi realizado na Índia por Sati e Belwal (2005) que 

isolaram hyphomycetes aquáticos como endofíticos de raízes de plantas ribeirinhas de dois 

riachos em Kumaun Himalaia na Índia, dentre as quais o gênero Equisetum foi avaliado. 

Neste trabalho, os autores observaram que a frequência máxima de ocorrência desses 

microrganismos foi nos meses de novembro e dezembro, quando as temperaturas foram 

mais baixas e das 18 espécies isoladas quatro foram obtidas de Equisetum (Alatospora 

acuminata, Anguillospora crassa, Pestalotiopsis submersus e Tetracladium setigerum), 

sendo as três primeiras relatadas pela primeira vez como endofíticas e a última já havia 

sido isolada de raízes do morangueiro. 

O outro trabalho tratou de um levantamento sobre a composição da comunidade 

endofítica de cinco plantas, sendo três aquáticas (que vivem submersas) e duas ribeirinhas 

(que ocorrem ao lado do córrego e parte do seu tronco fica na água) na província de 

Yunnan, sudoeste da China onde o clima é temperado. E. arvense foi uma dessas últimas, e 

foi a que apresentou maior taxa de colonização e maior número de táxons, correspondendo 

a 63% e 16, respectivamente. Dos 214 fungos endofíticos isolados, Cladosporium, 

Fusarium e Geotrichum foram os gêneros dominantes (Li et al., 2010). 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Coleta do Material Vegetal 

 

Foram realizadas duas coletas da planta E. arvense na horta medicinal do setor de 

fitoterápicos do Instituto Agronômico de Pernambuco (IPA) em Recife-PE (07º52’47,2”S; 

038º06’17.1”W) (Figura 2), sendo uma durante o período chuvoso (mês de julho) (coleta 

1) e a outra durante o período de estiagem (mês de outubro) (coleta 2) do ano de 2010. Os 

dados de precipitação pluviométrica e de temperaturas máxima e mínima da área de cultivo 

da referida planta, nos períodos de coleta constam na tabela 1. 

Em cada coleta foram escolhidas aleatoriamente seis amostras de E. arvense. Essas 

plantas foram colhidas inteiras, ao longo das coletas, acondicionadas em sacolas plásticas 

identificadas com etiquetas e conduzidas ao Laboratório de Fungos Fitopatogênicos do 

Departamento de Micologia, do Centro de Ciências Biológicas da UFPE (Recife-PE, 

Brasil), onde caules e raízes aparentemente sadios, ou seja, sem manchas ou qualquer tipo 

de lesão causada por patógenos, insetos ou ação mecânica foram separados 

individualmente e lavados em água corrente para retirar resíduos de poeira e solo. 

 

 

 

                   

 

 

 

 

 

 

       Figura 2. Horta medicinal do Instituto Agronômico de Pernambuco (IPA). 
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3.2. Desinfestação das Amostras e Isolamento dos Fungos Endofíticos  

 

A desinfestação superficial, para eliminação dos microrganismos epifíticos, das 

amostras teciduais da planta E. arvense foram conduzidas de acordo com Araújo et al. 

(2005). Após a lavagem em água corrente as amostras foram submetidas, em câmara 

asséptica, a uma sequência de imersões: em solução de álcool etílico a 70% por 1 minuto, 

em hipoclorito de sódio (2,5% de cloro ativo) por 4 minutos, novamente em etanol (70%) 

por 30 segundos e lavadas duas vezes em água destilada esterilizada por 1 minuto, por fim 

as amostras foram colocadas para secar em papel de filtro esterilizado. O controle da 

eficiência do processo de desinfestação foi confirmado através da semeadura de alíquotas 

(1mL) da última água da lavagem em placas de Petri com o mesmo meio de cultura 

utilizado no isolamento dos fungos.  

 Após a desinfestação, com o auxílio de um bisturi esterilizado, foram retirados seis 

fragmentos (0,5 cm
2
 aproximadamente) dos tecidos vegetais por planta coletada, os quais 

foram transferidos para placas de Petri contendo o meio de cultura Batata-Dextrose-Ágar 

(BDA, pH 6,8; contendo 200g de batata; 20g de dextrose e 15g de ágar para 1000mL de 

água destilada; autoclavado por 15 min a 120ºC; Lacaz et al., 2002) suplementado com o 

antibiótico cloranfenicol (100 µg/mL) para suprimir o crescimento de bactérias. Foram 

utilizadas, para cada uma das seis amostras de cada coleta, dez repetições com seis 

fragmentos de caule e dez repetições com seis fragmentos de raiz, totalizando 1440 

fragmentos (720 de caule e 720 de raiz).  As placas foram incubadas em temperatura 

ambiente (25±2ºC) por até trinta dias. O crescimento das colônias fúngicas foi 

Tabela 1. Precipitação pluviométrica e temperaturas 

máxima e mínima no município de Recife, 

Pernambuco 

 

Fonte: Instituto Agronômico de Pernambuco (IPA); Sistema de 

Monitoramento Agrometereorológico (Agritempo). 
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acompanhado diariamente e na medida em que surgiam eram repicadas, purificadas e 

preservadas em tubos contendo meio BDA para posterior identificação.  

 

3.3. Identificação dos Fungos Endofíticos 

 

  A identificação dos fungos foi realizada na Micoteca URM do Departamento de 

Micologia do Centro de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Pernambuco, 

Recife-PE, Brasil. Foram observadas características macroscópicas das colônias 

(coloração, aspecto, textura, consistência, presença de pigmentos, diâmetro e bordas) a 

partir de cultivo em colônia central e microscópicas (morfologia das estruturas de 

resistência, reprodutivas e somáticas) a partir de lâminas preparadas com fragmentos de 

micélio e para maior riqueza de detalhes, foram também preparadas lâminas sob a forma 

de microcultivo e observadas sob microscópio óptico. Os fungos que não esporularam 

quando cultivados em BDA foram transferidos para os meios de cultura Ágar Extrato de 

Malte (EMA, pH entre 5 e 6; contendo 20g de extrato de malte, 1g de peptona, 20g de 

dextrose e 20g de ágar para 1000mL de água destilada; autoclavado por 15 min a 120ºC)  e 

V-8 (contendo 5g de tomate, aipo, beterraba, alface, cenoura, agrião, salsinha, espinafre e 

glicose para 1000mL de água destilada; autoclavado por 15 min a 120ºC ) a fim de induzir 

a esporulação. Os aspectos observados foram comparados com os descritos nas chaves 

taxonômicas de literaturas específicas (Booth, 1971; Ellis, 1971; Ellis, 1976; Sutton, 1980; 

Carmichael et al., 1980; Barnett e Hunter, 1987; Domsch et al., 1993; Hanlin, 2000).  

 

3.4. Avaliação in vitro de Fungos Endofíticos com Ação Antagônica contra Fungos 

Fitopatogênicos 

 

       3.4.1. Fungos Endofíticos e Fitopatogênicos Utilizados 

 

 Foram utilizados nove isolados de fungos endofíticos (devido à escassez de 

experimentos de antagonismo com os mesmos) obtidos da planta medicinal E. arvense 

(Curvularia lunata var. aeria; Curvularia pallescens; Curvularia brachyspora; 

Cladosporium oxysporum; Cladosporium cladosporioides; Cladosporium 

sphaerospermum, Fusarium solani; Fusarium verticillioides e Gliomastix murorum var. 

felina), pertencentes ao grupo dos Hyphomycetes  e dois isolados de fungos 
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fitopatogênicos das espécies Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (URM 5283) e 

Sclerotium rolfsii. O primeiro foi fornecido pela Micoteca URM do Departamento de 

Micologia do Centro de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Pernambuco e o 

segundo foi gentilmente fornecido pelo Prof. Dr. Antônio Felix da Costa, o qual foi isolado 

a partir de um feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), na sede do Instituto Agronômico 

de Pernambuco-IPA, em Recife PE, em fevereiro de 2010. F. oxysporum f. sp. lycopersici 

e S. rolfsii destacam-se por causarem murcha de fusarium, murcha e podridão de 

esclerócio, respectivamente, em tomateiro (Lycopersicon esculentum), uma das principais 

hortaliças do mundo em termos de área de plantio e consumo (Ghini e Nakamura, 2001; 

Kawchuk et al., 2001; Yaqub e Shahzad, 2005; Filgueira, 2005). 

 

3.4.2. Análise da Velocidade do Crescimento Micelial dos Isolados  

 

Para determinar a velocidade do crescimento micelial de cada isolado fúngico 

(endofíticos e fitopatogênicos), foram feitas inoculações individuais, transferindo-se discos 

de micélio-ágar de 4mm de diâmetro para o centro de placas de Petri invertidas, contendo 

meio BDA, com três repetições para cada isolado. A mensuração diária dos diâmetros das 

colônias, com o auxílio de uma régua milimetrada, foi realizada em dois sentidos 

ortogonais (vertical e horizontal) até o momento em que atingiram a borda da placa (Figura 

3). A taxa de crescimento para cada uma das espécies foi obtida através da fórmula 

adaptada de Lilly e Barnett (1951), utilizando os dados de crescimento em dois intervalos 

de tempo: Txc= (C2-C1)/(T2-T1). Onde: Txc= taxa de crescimento; C1= crescimento no 

tempo 1; C2= crescimento no tempo 2; T1= tempo em que ocorreu a leitura 1; T2= tempo 

em que ocorreu a leitura 2. 

 

    

Figura 3. Medição do crescimento micelial em dois sentidos ortogonais. 
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3.4.3. Técnica de Cultura Pareada  

 

Para determinar o potencial antagônico dos fungos endofíticos isolados contra os 

fungos fitopatopênicos foi empregado o método de pareamento entre as culturas descrito 

por Dennis e Webster (1971). Em placas de Petri de 9cm de diâmetro, contendo meio de 

cultura BDA, foram depositados discos de micélio-ágar do antagonista e do fitopatogênico 

em pontos equidistantes, 7cm entre si e a 1cm da borda (Figura 4), considerando-se a taxa 

de crescimento de cada isolado, de tal forma que possibilitasse as colônias alcançarem 

simultaneamente o centro da placa. 

Os isolados foram classificados quanto ao antagonismo segundo a escala de Bell et 

al. (1982), com as seguintes notas: 1 – Antagonista cresce e ocupa toda a placa, 2 – 

Antagonista cresce sobre uma parte do patógeno  (2/3 da placa), 3 – Antagonista e 

patógeno crescem até a metade da placa (nenhum organismo domina o outro), 4 – 

Patógeno cresce sobre uma parte do antagonista (2/3 da placa) e 5 – Patógeno cresce e 

ocupa toda a placa. Para observação das interações entre os isolados foram colocadas 

lamínulas na região do ponto de encontro entre o antagonista e os fungos fitopatogênicos 

que posteriormente foram observadas sob microscopia óptica. 

O delineamento foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 9 x 2, sendo nove 

fungos endofíticos utilizados no pareamento contra dois fungos fitopatogênicos, com três 

repetições. 

 

 

 

Figura 4. Distribuição dos discos de micélio-ágar dos fungos endofíticos (A) 

e fitopatogênicos (B), em meio BDA, para ensaio de antagonismo. 
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3.5. Atividade Antimicrobiana dos Fungos Endofíticos frente a Isolados de 

Importância Médica 

 

Os fungos endofíticos foram submetidos ao ensaio antimicrobiano em meio sólido 

baseado na metodologia descrita por Ichikawa et al. (1971) a qual permite uma seleção 

rápida e qualitativa de microrganismos produtores de substâncias bioativas. Foram testados 

os mesmos fungos endofíticos citados no item 3.4.1. Os microrganismos teste foram 

obtidos da Coleção de Microrganismos do Departamento de Antibióticos da UFPE 

(UFPEDA), sendo duas bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus (ATCC-6538/ 

UFPEDA-02) e Bacillus subtilis (ATCC-6633/ UFPEDA-86), duas bactérias Gram-

negativas: Escherichia coli (ATCC-25922/UFPEDA-224) e Klebsiella pneumoniae 

(ATCC-29665/ UFPEDA-396) e uma levedura patogênica ao homem: Candida albicans 

(UFPEDA-1007). 

Os fungos endofíticos utilizados na atividade antimicrobiana foram cultivados 

durante sete dias em placas de Petri contendo meio de cultura BDA, incubadas em 

temperatura ambiente (28±2ºC), de forma que o crescimento fosse em “tapete”. Após este 

período, com o auxílio de um furador previamente esterilizado foram retirados cilindros de 

6mm de diâmetro dos fungos (micélio-ágar) e inoculados (de forma invertida) na superfície 

de placas Petri com meio Müeller-Hinton (pH entre 7,2 e 7,4; contendo 30g de infusão de 

carne bovina, 17,5g de peptona de caseína ácida, 1,5g de amido e 17g de ágar para 

1000mL de água destilada; autoclavado por 15 min a 120ºC) e BDA, previamente 

semeados com as bactérias e C. albicans, respectivamente. As placas de Petri foram 

incubadas por 24h a 37ºC (as com bactérias) e a 30ºC (as com levedura). Os halos de 

inibição foram medidos após este período. Como controle foi utilizado um cilindro apenas 

com meio BDA. Foram considerados negativos (-) quando não foi observado halo de 

inibição; +, os que apresentaram halos de até 10 mm; e ++, os que apresentaram halo de 

inibição maior do que 10 mm. 

O delineamento foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 9 x 5, sendo nove 

fungos endofíticos utilizados no teste antimicrobiano e cinco microrganismos testes de 

importância médica, com três repetições. 
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3.6. Análise dos Dados 

 

A taxa de colonização (TC) foi calculada pela razão entre o número de fragmentos 

com crescimento fúngico (Nf) e o número total de fragmentos (Nt) multiplicado por 100 

(TC=Nf/Nt x 100) (Araújo et al., 2002; Huang et al., 2008). A frequência relativa (FR) de 

isolamento foi calculada pelo número de isolados de uma espécie ou gênero dividido pelo 

total do número de isolados (Photita et al., 2001). A densidade média dos fungos 

endofíticos nas duas coletas e no caule e raiz foram comparadas através do teste t para 

amostras independentes utilizando o software BioEstat 5.0 (Ayres et al., 2007). As médias 

do crescimento micelial foram submetidas à análise de variância e depois foram 

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o software Assistat – 

Assistência Estatística (Silva, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Silva, F.G.           Micobio t a  endofít ica da p lanta med ic ina l. . .  

                                                                                                                                                                                               

36 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Fungos Endofíticos Isolados da Planta Medicinal Equisetum arvense  

 

       Um total de 235 isolados de fungos endofíticos filamentosos foram obtidos a partir dos 

1440 fragmentos de tecidos vegetais (720 de caule e 720 de raiz) de E. arvense utilizados, 

sendo que 205 foram identificados aos níveis de gênero e espécie e 30 não puderam ser 

identificados por não terem apresentado estruturas reprodutivas, mesmo utilizando 

métodos alternativos para estimular a produção de esporos, sendo então agrupados como 

fungos não esporulantes. O processo de desinfestação utilizado foi eficiente, pois, não foi 

observado o aparecimento de colônias de fungos ou bactérias no plaqueamento das 

alíquotas da última água da sequência de lavagens. 

Dos 22 taxa obtidos, 17 foram identificados ao nível de espécie e cinco ao nível de 

gênero. A Tabela 2 mostra esses dados e o respectivo valor da frequência relativa de 

isolamento de cada isolado. O fungo Colletotrichum gloeosporioides foi o que apresentou 

maior frequência (25,11%). Esses dados corroboram os de Siqueira et al. (2011) que 

também isolaram C. gloeosporioides endofiticamente da planta medicinal Lippia sidoides, 

e o mesmo apresentou a maior frequência de isolamento (12,3%). O segundo fungo 

endofítico mais frequente foi Fusarium oxysporum (14,89%). A terceira maior frequência 

pertence aos fungos que não foram identificados, constituindo o grupo dos não 

esporulantes com 12,77% de frequência. Problemas na identificação de fungos endofíticos 

já foram observados por outros autores (Gamboa e Bayman, 2001). Petrini (1991) cita o 

tempo como fator importante na indução da esporulação, podendo os fungos esporularem 

dois, três ou até 14 meses depois do isolamento. 

Os fungos menos frequentes foram Fusarium lateritium, Gliomastix murorum var. 

felina, Pithomyces sp., com frequência de colonização de 0,85% e Chloridium sp., 

Curvularia brachyspora, Phialophora  repens e Cladosporium cladosporioides com 0,43% 

de frequência.  
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Tabela 2. Número total de isolados e frequência relativa de isolamento dos fungos 

endofíticos obtidos de caule e raiz da planta medicinal Equisetum arvense nas coletas. 

     N= Número de fungos; FR(%)= Frequência relativa de colonização. 

 

Colletotrichum é um gênero predominantemente isolado como endofítico de diferentes 

plantas (Pileggi, 2006), inclusive em plantas medicinais como Artemisia annua, A. 

mongolica e Hertersmilax japonica (Lu et al., 2000; Zou et al., 2000; Gao et al., 2005). 

Este gênero também foi o mais frequente em um trabalho realizado por Chen et al. (2011), 

apresentando 42,3% de frequência de colonização em fragmentos de caule, da folha e da 

raiz da planta medicinal Huperzia serrata e no estudo de Huang et al. (2008), onde 

verificaram 74,1% de frequência de Colletotrichum em Artemisia lactiflora, planta 

medicinal chinesa. 

Colletotrichum gloeosporioides é considerado um patógeno mundial de plantas porque 

produz um composto fitotóxico que causa antracnoses, infectando muitas espécies de 

Fungos Endofíticos N FR(%) 

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. 59 25,11 

Fusarium oxysporum  E.F. Sm. & Swingle 35 14,89 

Não esporulantes 30 12,77 

Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg 15 6,38 

Talaromyces sp.  C.R. Benj. 13 5,53 

Cladosporium oxysporum Berk. & M.A. Curtis 11 4,68 

Fusarium solani Sacc. 11 4,68 

Curvularia lunata var. aeria (Bat., J.A. Lima & C.T. Vasconc.) M.B. Ellis 8 3,40 

Cladosporium sphaerospermum Penz. 6 2,55 

Curvularia pallescens Boedijn 6 2,55 

Phoma cava Schulzer 6 2,55 

Phoma glomerata (Corda) Wollenw. & Hochapfel 6 2,55 

Phomopsis archeri B. Sutton 6 2,55 

Xylaria sp.  Hill ex Grev. 6 2,55 

Nigrospora oryzae (Berk. & Broome) Petch 4 1,70 

Sordaria sp.  Ces. & De Not. 3 1,28 

Fusarium lateritium  Nees 2 0,85 

Gliomastix murorum var. felina (Marchal) S. Hughes 2 0,85 

Pithomyces sp. Berk. & Broome 2 0,85 

Chloridium sp.  Link 1 0,43 

Curvularia brachyspora Boedijn 1 0,43 

Phialophora  repens  (R.W. Davidson) Conant 1 0,43 

Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries 1 0,43 

Total 235 100,00 
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plantas (Wang et al., 2008). Entretanto, já foi isolado como endofítico de diversas plantas 

como bromeliáceas (Petrini e Dreyfuss, 1981), mangueira (Johnson et al., 1992; Freire e 

Bezerra, 2001), palmeiras (Rodrigues e Samuels, 1999), cajueiro, aceroleira, mandioca, 

romanzeiro, umbuzeiro, mamoeira, carnaubeira (Freire e Bezerra, 2001), Rhizophora 

(Kumarasen e Suryanarayanan, 2001), Citrus (Araújo et al., 2001; Durán et al., 2005), 

Musa (Photita et al., 2001), Theobroma cacao (Rubini et al., 2005), além de cereais, 

legumes e vegetais (García-Pajón e Collado, 2003).  

O gênero Fusarium apresenta espécies isoladas do solo e vegetais, também podem ser 

encontradas associadas a doenças em várias plantas hospedeiras (Mota e Gasparotto, 1998; 

Ventura e Costa, 2006). Peixoto-Neto et al. (2002) afirmaram que o endofítico pode vir a 

se comportar como um patógeno devido a redução dos mecanismos de defesa da planta 

hospedeira, comportando-se como patógenos latentes ou isolados hipovirulentos. Em vista 

disto eles consideram que a diferenciação entre as categorias ecológicas dos fungos 

endofíticos como patógenos, sapróbios ou mutualistas é de significado puramente didático 

já que a distância entre as condições pode ser muito estreita. 

Os isolados dos 22 taxa foram distribuídos em três grupos: Hyphomycetes com 15 

representantes, Coelomycetes com 4 e Ascomycetes com 3. Considerando esses dados 

foram obtidas as respectivas porcentagens de frequência de isolamento: 28,84%, 7,70% e 

5,76% (Figura 5). Kharwar et al. (2011) obtiveram resultados semelhantes aos do 

presente estudo, ao analisarem a planta medicinal Adenocalymma alliaceum, que 

apresentou 149 isolados de fungos endofíticos, dos quais 77,85% pertenciam ao grupo 

dos Hyphomycetes, 8,05% eram Ascomycetes, e 4,03% eram Coelomycetes, e 10,07% 

corresponderam aos fungos não identificados. Essa elevada frequência de isolamento dos 

fungos Hyphomycetes também foi verificada por Vieira et al. (2011) quando isolaram 

fungos endofíticos de algodão (Gossypium spp.), a qual foi de 73,90%. A maior 

frequência de distribuição de Hyphomycetes está de acordo com os dados verificados em 

outras plantas com propriedades medicinais como, Melia azedarach, Terminalia arjuna, 

Aegle marmelos, Eucalyptus citriodora e Azadicachata indica (Santos et al. 2003; 

Tejesvi et al., 2005; Gond et al., 2007; Verma et al., 2007; Kharwar et al., 2010). 

Hyphomycetes como endofíticos são comuns em plantas de regiões de clima temperado e 

tropical (Bacon e White, 2000). Ao observarem a frequência dos grupos de fungos 

endofíticos, Siqueira et al. (2011) encontraram resultados diferentes aos do presente 

estudo, visto que o grupo dos Hyphomycetes foi o segundo mais frequente, representando 
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pouco mais de 25% dos isolados e Coelomycetes foi o grupo dominante com 45% de 

colonização em folhas e caules da planta medicinal Lippia sidoides. 

Considerando o número de fragmentos utilizados a taxa de colonização foi de 

apenas 16,32%. Valor superior foi observado por Li et al. (2010), que ao analisarem a 

micobiota endofítica de E. arvense verificaram maior taxa de colonização de fungos 

endofíticos (63%), quando comparada com as outras quatro plantas avaliadas no mesmo 

estudo. Isso pode ser devido ao local de coleta (margens de um rio na província de Yunnan 

na China, onde o clima é temperado). Esse vegetal prefere locais úmidos, como as margens 

de rios e lagos de áreas de clima temperado ao contrário do observado em relação à planta 

utilizada neste estudo, que foi cultivada na cidade do Recife, onde o clima é tropical. 

Inúmeros fatores bióticos e abióticos estão envolvidos na penetração e colonização 

endofítica, entre eles a química e anatomia do tecido do hospedeiro e as condições 

ambientais a que o vegetal está exposto (Coley e Barone, 1996). Em plantas medicinais 

chinesas, Huang et al. (2008) também verificaram que os fungos endofíticos colonizaram 

de 36,7% a 100% dos fragmentos vegetais amostrados. Enquanto que Conti (2007), 

também em Recife, observou uma frequência total de apenas 23,3% de fungos endofíticos 

isolados de folhas da planta medicinal Borreria verticillata. 

 

             

Figura 5. Frequência relativa de isolamento dos grupos de fungos 

endofíticos isolados de caule e de raiz de Equisetum arvense nas coletas. 

 

 

Verificou-se um total de 14 gêneros de fungos endofíticos, Fusarium (26,8%) e 

Colletotrichum (25,1%) foram os mais frequentes. Estes resultados corroboram os estudos 

anteriores que demonstraram que espécies de Fusarium (Gond et al., 2007; Kharwar et al., 

2008) e Colletotrichum (Larran et al., 2001; Cannon e Simmons, 2002; Arnold et al., 2003; 

Huang et al., 2008) são frequentemente encontrados como dominantes na comunidade 



Silva, F.G.           Micobio t a  endofít ica da p lanta med ic ina l. . .  

                                                                                                                                                                                               

40 

 

endofítica em diferentes vegetais. Os demais gêneros foram: Cladosporium (7,65%), 

Curvularia (6,40%), Talaromyces (5,55%), Phoma (5,1%), Phomopsis e Xylaria (2,55%) 

Nigrospora (1,7%) Sordaria (1,3%), Gliomastix e Pithomyces (0,85%), Chloridium e 

Phialophora (0,42%) (Figura 6).  

 

 

Figura 6. Frequência relativa de isolamento dos 14 gêneros de fungos 

endofíticos isolados de caule e de raiz de Equisetum arvense nas coletas. 

 
 

Nos períodos de coleta analisados, foi observado que a densidade média de fungos 

endofíticos foi de 24% na primeira coleta, com um total de 144 isolados, e de 15,17% na 

segunda coleta, com um total de 91 isolados. O erro padrão para cada coleta foi de 8,58 e 

2,56 respectivamente (Figura 7) e não houve diferença significativa (t=2,41; p=0,06) ao 

comparar a densidade de fungos endofíticos de cada amostra das coletas através do teste t. 

Os resultados encontrados por Lima (2010) e Assunção (2010), diferem com os 

obtidos nesse trabalho, uma vez que foram encontradas frequências de colonização de 

fungos endofíticos de 53,77% em Vitis labrusca L. cv. Isabel e 59,7% em Musa spp., 

respectivamente, durante a estação chuvosa. A ocorrência de um maior número de fungos 

endofíticos na época chuvosa também foi observada em um estudo realizado por Pimentel 

et al. (2006), ao isolarem esses microrganismos em folhas da erva-mate (Ilex 

paraguariensis). Em muitos casos, folhas analisadas durante o período chuvoso abrigaram 

mais fungos endofíticos do que aquelas observadas no período de estiagem (Wilson e 

Carroll, 1994; Suryanarayanan et al., 1998).  
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Figura 7. Densidade média (± erro padrão) de fungos endofíticos isolados de 

Equisetum arvense nas coletas 1 (julho) e 2 (outubro) de 2010. As médias seguidas 

pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. 

 

No entanto, alguns autores obtiveram maior frequência de fungos endofíticos na 

estação de estiagem (Hallmann et al., 1998; Gao et al., 2005). Contudo, é importante 

reconhecer que essa variação na densidade de fungos endofíticos pode estar relacionada 

não só a diferença de estação, mas também a interação com outros microrganismos 

(patógenos e epifíticos) (Osono, 2007; Santamaria e Bayman, 2005), além de sofrerem 

influência do meio ambiente (Pimentel et al., 2006; Unterseher et al., 2007) e da idade do 

tecido vegetal (Photita et al., 2001; Vujanovic e Brisson, 2002). 

Em relação ao número de espécies encontradas nos dois períodos de coleta, não 

houve diferença significativa (t=0,09; p=0,92) através do teste t, visto que as médias foram 

de 7 e 6,83 para as coletas 1 e 2, respectivamente. A dinâmica da população de fungos 

endofíticos pode estar associada a algumas propriedades do hospedeiro como a 

composição química (Espinosa-Garcia e Langenheim, 1990) e a fisiologia (Lappalainen et 

al., 1999). As condições ambientais também podem influenciar na composição da 

comunidade fúngica endofítica tanto no tempo como no espaço, bem como em diferenças 

sazonais (Kinkel, 1991; Collado et al., 1999; Fryar et al., 2004).  

Colletotrichum gloeosporioides (19,31%) e F. oxysporum (17,93%) foram as 

espécies mais frequentes na coleta 1 (Figura 8). A frequência de fungos não identificados 

neste período foi de 17, 24%.  
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Figura 8. Porcentagem de fungos endofíticos isolados de Equisetum arvense na  

coleta 1. 

 

Na coleta 2 a espécie que apresentou maior frequência de colonização (21,38%) foi 

C. gloeosporioides, seguido por C. oxysporum (6,9%) e F. oxysporum (6,21%). Os demais 

isolados apresentaram frequência abaixo de 3,5% (Figura 9). 

 

 

Figura 9. Porcentagem de fungos endofíticos isolados de Equisetum arvense na 

coleta 2. 

 

Algumas espécies ocorreram apenas na coleta 1: C. cladosporioides, C. 

brachyspora, C. pallescens, F. lateritium, G. murorum var. felina, P. repens e Xylaria sp.. 

Enquanto que, N. oryzae, Pithomyces sp. e Sordaria sp. foram isolados exclusivamente na 

coleta 2. 
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O caule de E. arvense apresentou uma densidade média de fungos endofíticos de 

23% e um total de 138 isolados em comparação com os isolados da raiz (16,16%), com um 

total de 97 isolados. Demonstraram especificidade com o caule: C. sphaerospermum, C. 

brachyspora, G. murorum var. felina, N. oryzae, P. repens, Pithomyces sp. e Sordaria sp.. 

Em relação a raiz foram específicos: C. cladosporioides e Chloridium sp. (Tabela 3). No 

que diz respeito ao número de espécies, foram encontradas 20 no caule e 15 na raiz. 

 

Tabela 3. Fungos endofíticos isolados da planta medicinal Equisetum arvense nas 

coletas em relação ao tecido vegetal analisado 

 

Fungos Endofíticos N(Caule) F(%) N(Raiz) F(%) 

Cladosporium cladosporioides 0 0,00 1 1,02 

Cladosporium oxysporum 3 2,19 8 8,16 

Cladosporium sphaerospermum 6 4,38 0 0,00 

Chloridium sp. 0 0,00 1 1,02 

Colletotrichum gloeosporioides 51 37,23 8 8,16 

Curvularia brachyspora 1 0,73 0 0,00 

Curvularia lunata var. aeria 5 3,65 3 3,06 

Curvularia pallescens 1 0,73 5 5,10 

Fusarium lateritium 1 0,73 1 1,02 

Fusarium oxysporum 16 11,68 19 19,39 

Fusarium solani 4 2,92 7 7,14 

Fusarium verticilioides 5 3,65 10 10,20 

Gliomastix murorum var. felina 2 1,46 0 0,00 

Nigrospora oryzae 4 2,92 0 0,00 

Phialophora repens 1 0,73 0 0,00 

Phoma cava 5 3,65 1 1,02 

Phoma glomerata 3 2,19 3 3,06 

Phomopsis archeri 2 1,46 4 4,08 

Pithomyces sp. 2 1,46 0 0,00 

Sordaria sp. 3 2,19 0 0,00 

Talaromyces sp. 4 2,92 9 9,18 

Xylaria sp. 4 2,92 2 2,04 

Não identificados 15 10,95 15 15,31 

Total 138 100,00 97 100,00 

N(Caule/Raiz)= Número de fungos; F(%)= Frequência de colonização. 

 

Os fatores que podem ser importantes para estabelecer tal especificidade, incluem a 

estrutura, textura, fisiologia, bioquímica de cada tecido vegetal, a capacidade de utilização 
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de substratos específicos pelo fungo e características do ambiente como elevação, 

exposição, vegetação associada (Roll e Roll, 1979; Petrini e Carroll, 1981; Stone, 1987; 

Petrini e Fisher, 1990; Fisher et al., 1994; Rodrigues, 1994). De fato, Petrini et al. (1992a) 

concluiram que os tecidos e órgãos vegetais podem apresentar microhabitats distintos e 

Taylor et al. (1999) confirmam a hipótese que cada espécie hospedeira pode funcionar 

como um ecossistema único. De acordo Arnold e Herre (2003), na dinâmica da interação 

microrganismo endofítico/planta hospedeira, inúmeros fatores abióticos e bióticos, podem 

exercer pressões seletivas que interferem na composição, frequência e especificidade das 

espécies endofíticas. Além da interferência das variáveis que naturalmente influenciam a 

comunidade de fungos endofíticos, diferenças nas metodologias empregadas no 

isolamento, tornam comparações entre estudos ainda mais problemáticas (Cannon e 

Simmons, 2002; Arnold et al., 2001). 

 

4.2. Atividade Antagônica de Fungos Endofíticos contra Fungos Fitopatogênicos 

 

4.2.1. Avaliação do Índice de Velocidade do Crescimento Micelial (IVCM) 

 

O fungo fitopatogênico Sclerotium rolfsii apresentou a maior média de crescimento 

(1,59 cm/dia), levando cerca de cinco dias para colonizar toda placa de Petri e os fungos C. 

oxysporum, C. cladosporioides, C. sphaerospermum e G. murorum var. felina foram os 

isolados endofíticos que apresentaram crescimento mais lento, cerca de 11 dias para 

colonizar toda a placa de Petri (Tabela 4). Apesar do seu crescimento lento, espécies do 

gênero Cladosporium são citadas na literatura pela sua habilidade antagônica a outras 

espécies fúngicas (Medeiros e Menezes, 1994). Da mesma forma, Sharma e Heather 

(1987) relataram a ação antagônica de Cladosporium spp. sobre agentes causadores de 

ferrugens em plantas. 
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Tabela 4. Índice de velocidade de crescimento micelial (cm/dia) dos 

isolados fúngicos fitopatogênicos e endofíticos em meio BDA
1
 

 

 

 

1
Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente pelo 

Teste de Tukey (5% de probabilidade). 

 

4.2.2. Pareamento dos Fungos Endofíticos contra Fungos Fitopatogênicos  

 

De acordo com a escala de Bell et al. (1982), seis dos nove isolados de fungos 

endofíticos (C. lunata var. aeria, C. pallescens, C. brachyspora, C. oxysporum, F. solani e 

F. verticillioides) confrontados com o fungo fitopatogênico F. oxysporum f. sp. lycopersici 

receberam nota 3 ao antagonismo, uma vez que nenhum indivíduo dominou o outro, ou 

seja, os dois fungos cresceram juntos até o centro da placa, ocorrendo paralização do 

crescimento dos isolados, com pouca ou nenhuma sobreposição de hifas. Por outro lado, C. 

cladosporioides, C. sphaerospermum e G. murorum var. felina tiveram seu crescimento 

inibido visto que F. oxysporum f. sp. lycopersici cresceu sobre uma parte deles (cerca de 

2/3 da placa) e receberam nota 4 ao antagonismo (Tabela 5; Figuras 10 e 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fungos IVCM (cm/dia) 

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici 0,76 cd 

Sclerotium rolfsii  1,59 a 

Curvularia lunata var. aeria  0,81 c 

Curvularia pallescens  1,43 b 

Curvularia brachyspora  0,79 c 

Cladosporium oxysporum  0,65 ef 

Cladosporium cladosporioides  0,62 fg 

Cladosporium sphaerospermum  0,59 fg 

Fusarium solani  0,71 de 

Fusarium verticillioides  0,76 cd 

Gliomastix murorum var. felina  0,56 g 
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Tabela 5. Classes de antagonismo para os isolados de fungos endofíticos encontrados em 

Equisetum arvense contra o fungo fitopatogênico Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici 

 

Isolados Classe de Antagonismo
1
 

Curvularia lunata var. aeria 3 

Curvularia pallescens 3 

Curvularia brachyspora 3 

Cladosporium oxysporum 3 

Cladosporium cladosporioides 4 

Cladosporium sphaerospermum 4 

Fusarium solani 3 

Fusarium verticillioides 3 

Gliomastix murorum var. felina 4 

    

                       
1
De acordo com a escala de Bell et al. (1982). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Pareamento entre os isolados de Curvularia lunata var. aeria (A), Curvularia 

brachyspora (B), Cladosporium oxysporum (C), Fusarium verticillioides (D) na esquerda e 

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici na direita. 

 

 Resultados contrários aos obtidos no presente estudo foram verificados por Kumar et 

al. (2011) ao testarem o fungo endofítico Alternaria sp., isolado da planta medicinal 

Tylophora indica, o mesmo mostrou atividade antifúngica contra F. oxysporum e Sclerotinia 

sclerotiorum através da mesma técnica de cultura pareada. 

A B C D 
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Figura 11. Microscopia do encontro entre Curvularia lunata var. aeria
1
  e Fusarium 

oxysporum f. sp. lycopersici
2
.
 
Setas laranjas: hifas de 1; Setas vermelhas: hifas de 2; 

Setas pretas: conídios de 1; Setas brancas: conídios de 2. 

 

Oliveira (1999) também observou resultados positivos quando comparados aos do 

presente trabalho, pois ao testar em cultivo pareado a capacidade antagônica de 16 fungos 

endofíticos isolados de folhas de cajueiro (Anacardium occidentale) contra C. 

gloeosporioides, verificou que o comportamento de Emericella nidulans, Trichoderma 

pseudokoningii e C. cladosporioides foi semelhante na redução do crescimento do fungo 

fitopatogênico, com elevadas porcentagens de inibição da ordem de 68,3%, 67,8% e 

63,0%, respectivamente. 

Mejía et al. (2008) ao utilizarem a técnica de cultura pareada entre fungos 

endofíticos de cacau (T. cacao) contra os principais fungos fitopatogênicos dessa cultura, 

observaram que das morfoespécies endofíticas testadas, 40%, 65% e 27% mostraram 

antagonismo contra Moniliophthora roreri (podridão parda), Phytophthora palmivora 

(podridão parda) e Moniliophthora perniciosa (vassoura de bruxa), respectivamente. O 

mecanismo antagônico mais comum foi a simples competição por substrato.  

Utilizando a técnica de obtenção de extratos brutos, Rocha (2007) ao testar in vitro 

88 isolados de fungos endofíticos de Hevea brasiliensis contra a germinação de 

Microcyclus ulei (fungo causador do mal-das-folhas na seringueira), observou resultados 

positivos, pois nas concentrações avaliadas (50% e 12,5%) 15 dos isolados apresentaram 

inibição acima de 80%. 

Curvularia lunata var. aeria e F. solani isolados endofiticamente de folhas de Musa 

spp., mostraram ser potenciais antagonistas para o controle biológico, visto que inibiram 

100% o crescimento de Pseudocercospora musae, com sobreposição de hifas (Assunção, 
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2010), com isso, receberam nota 1 ao antagonismo. No mesmo trabalho, F. solani também 

se mostrou um bom controlador, recebendo nota 2 (cresceu sobre uma parte do fungo 

fitopatogênico) quanto ao antagonismo de Mycosphaerella musicola. A autora também 

encontrou resultados semelhantes ao do presente estudo, onde C. lunata var. aeria e F. 

solani receberam nota 3 em relação ao antagonismo de Cladosporium musae, onde 

cresceram até 50% da placa de Petri. Os endofíticos do presente estudo que apresentaram 

nota 3, são considerados prováveis antagonistas. Esses resultados obtidos in vitro devem 

ser interpretados como de valor relativo para o controle desses fungos no campo (Bettiol et 

al., 2009). 

O fungo fitopatogênico S. rolfsii cresceu sobre todos os fungos endofíticos 

pareados, limitando o crescimento dos mesmos, recebendo nota 5 ao antagonismo (Tabela 

6; Figura 12).  

 

Tabela 6. Classes de antagonismo para os isolados de fungos endofíticos encontrados em 

Equisetum arvense contra o fungo fitopatogênico Sclerotion rolfsii 

 

Isolados Classe de Antagonismo
1
 

Curvularia lunata var. aeria 5 

Curvularia pallescens 5 

Curvularia brachyspora 5 

Cladosporium oxysporum 5 

Cladosporium cladosporioides 5 

Cladosporium sphaerospermum 5 

Fusarium solani 5 

Fusarium verticillioides 5 

Gliomastix murorum var. felina 5 

 

                               1
De acordo com a escala de Bell et al. (1982). 
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        Figura 12. Pareamento entre os isolados de Curvularia lunata var. aeria (A), 

Curvularia brachyspora (B), Curvularia   pallescens (C), Cladosporium oxysporum (D) 

na esquerda e Sclerotion rolfsii na direita. 

 

Da mesma forma Sati e Arya (2010) confrontaram S. rolfsii contra cinco 

hyphomycetes endofíticos isolados de plantas ribeirinhas e verificaram que o mesmo não 

foi inibido por nenhum deles. No mesmo trabalho os autores observaram que o fungo 

endofítico Tetrachaetum elegans foi capaz de inibir o crescimento de F. oxysporum e de 

outros quatro fungos fitopatogênicos. Afirmam, ainda, que esta propriedade antagônica 

destes hyphomycetes aquáticos também pode ser usada no futuro para a exploração de 

compostos naturais, que podem competir com fungicidas sintéticos. 

Foram obtidos, endofiticamente, quarenta e nove isolados de Phomopsis sp. de 

folhas e pecíolos da planta medicinal Maytenus ilicifolia e os mesmos foram testados 

quanto a capacidade antagônica contra duas linhagens de Guignardia citricarpa, sendo 38 

deles capazes de inibir o crescimento de G. citricarpa com valores acima de 50% (Gomes, 

2008). 

Resultados contrários foram observados por Cao et al. (2009) ao avaliarem o 

potencial de micoparasitismo de três fungos endofíticos (Choiromyces aboriginum, 

Stachybotrys elegans e Cylindrocarpon sp.) da planta Phragmites australis contra oito 

fungos fitopatogênicos habitantes do solo. A maioria dos isolados expressou inibição do 

crescimento micelial com reduções na faixa de 60 a 70%. C. aboriginum apresentou o 

maior efeito inibitório sobre o crescimento micelial de Rhizoctonia solani com uma 

redução de 100% em relação ao controle. Este mesmo fungo também sofreu ação pelo 

isolado endofítico Cylindrocarpon sp. e juntamente com R. cerealis demonstrou 93,3% de 

redução no crescimento.  

Orole e Adejumo (2009) estudaram o efeito de fungos endofíticos (Beauveria 

bassiana, Trichoderma koningii, Alternaria alternata, Phoma sp. e Acremonium strictum) 

isolados de raízes de milho  sobre os fungos fitopatogênicos isolados de plantas de milho 
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infectadas (F. oxysporum, F. pallidoroseum, F. verticillioides e Cladosporium herbarum) e 

os resultados mostraram que T. koningii e A. altenata cresceram sobre o micélio de todos 

os fitopatogênicos. 

Segundo Baker e Cook (1974), entre os efeitos dos fungos neste tipo de confronto 

estão a redução ou paralisação do crescimento micelial, a germinação de conídios, as 

distorções nas hifas e a endólise.  

 

4.3. Ação Antimicrobiana dos Fungos Endofíticos frente a Isolados de Importância 

Médica 

 

A atividade antimicrobiana dos fungos endofíticos foi observada pela medição do 

halo de inibição sobre os microrganismos teste. Um grande halo de inibição indica uma 

forte atividade antimicrobiana. A maioria dos fungos produz e secreta um ou mais 

compostos com atividade antibiótica (Pal e Gardener, 2006). 

Dos nove fungos endofíticos submetidos ao ensaio antimicrobiano em meio sólido, 

oito (C. lunata var. aeria, C. pallescens, C. brachyspora, C. oxysporum, C. 

sphaerospermum, F. solani, F. verticillioides e G. murorum var. felina) mostraram 

atividade contra pelo menos um microrganismo teste com halos de inibição variando de 

6,83 a 19,16 mm (Tabela 7; Figura 13). F. solani apresentou o maior halo de inibição para 

a bactéria Gram-positiva Bacillus subtilis. Esta bactéria foi sensível a todos os isolados 

endofíticos, exceto ao C. cladosporioides. F. solani também demosntrou halos de inibição 

de 9,33, 14,33 e 14 mm, respectivamente para Staphylococcus aureus, Escherichia coli e 

Candida albicans, não inibindo apenas a bactéria Gram-negativa Klebsiella pneumoniae, 

que se mostrou resistente aos demais fungos endofíticos avaliados. Este isolado também 

apresentou atividade contra o fungo leveduriforme C. albicans. F. verticillioides 

apresentou atividade contra B. subtilis, S. aureus e E. coli.  
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Tabela 7. Atividade antimicrobiana de fungos endofíticos isolados de Equisetum 

arvense frente a quatro bactérias e a um fungo patogênicos ao homem 

 

Fungos Endofíticos 

Microrganismos teste/UFPEDA
1
 

02 86 396 224 1007 

Curvularia lunata var. aeria - ++ - - - 

Curvularia pallescens + + - + - 

Curvularia brachyspora - ++ - - - 

Cladosporium oxysporum - ++ - + - 

Cladosporium cladosporioides - - - - - 

Cladosporium sphaerospermum - ++ - - - 

Fusarium solani + ++ - ++ ++ 

Fusarium verticillioides + ++ - + - 

Gliomastix murorum var. felina + ++ - - - 

        

1
UFPEDA 02: Staphylococcus aureus; UFPEDA 86: Bacillus subtilis; UFPEDA 396: Klebsiella    

pneumoniae; UFPEDA 224: Escherichia coli; UFPEDA 1007: Candida albicans. 

-: sem atividade; +: halo de inibição de até 10 mm; ++: halo de inibição maior do que 10 mm. 

 

 

 

                  
Figura 13. Halos de inibição de Bacillus subtilis formados em presença de fungos 

endofíticos isolados de Equisetum arvense. A: Gliomastix murorum var. felina; B: 

Curvularia pallescens; C: Curvularia lunata var. aeria; D: Fusarium verticillioides; E: 

Curvularia brachyspora; F: Cladosporium cladosporioides; G: Fusarium solani; H: 

Cladosporium oxysporum e I: Cladosporium sphaerospermum. *Controle. 

 

Assim como no presente trabalho, Ding et al. (2010) também observaram halos de 

inibição com menos de 20 mm de diâmetro. Esses autores testaram a atividade 

antimicrobiana de 26 isolados de fungos endofíticos da tradicional planta medicinal 

chinesa Camptotheca acuminata contra duas bactérias fitopatogênicas, Pseudomonas 
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solanacearum e Ralstonia solanacearum, e 34,6% dos 13 isolados testados apresentaram 

ação contra um dos microrganismos e apenas 15,4% contra os 2 isolados fitopatogênicos, 

onde a maioria dos halos de inibição foram entre 10 e 14 mm. Semelhantemente, Cui et al. 

(2011) em estudo de atividade antimicrobiana de fungos endofíticos isolados do caule de 

Aquilaria sinensis, planta usada na medicina tradicional chinesa, verificaram que 46,4% 

dos isolados endofíticos mostraram inibição do crescimento contra pelo menos um dos 

microrganismos teste (S. aureus, B. subtilis, E. coli). Da mesma forma, Nascimento (2009) 

ao testar 35 isolados de fungos endofíticos de folhas da planta medicinal Calotropis 

procera, verificou que seis apresentaram ação antimicrobiana com halos de inibição de até 

20 mm. Neste trabalho a autora observou também que esta capacidade foi apenas contra 

bactérias Gram-positivas, com destaque para o isolado C. pallescens com halos maiores 

que 15 mm para S. aureus e Streptococcus pyogenes.  

A espécie C. cladosporioides nas condições desse estudo não foi capaz de inibir 

nenhum dos microrganismos teste. Semelhantemente, Gond et al. (2010), quando 

estudaram os fungos endofíticos da planta medicinal indiana Nyctanthes arbor-tristis, 

verificaram que espécies do gênero Cladosporium sp., não apresentaram ação contra 

nenhum dos microrganismos testados. O contrário foi observado no trabalho de 

Nascimento (2009), onde C. cladosporioides, isolado de C. procera, foi capaz de inibir o 

crescimento de um fungo patogênico ao homem (Epidermophyton floccosum) e uma 

bactéria (Mycobacterium smegmatis). No presente estudo, C. oxysporum foi capaz de 

formar halos de inibição para B. subtilis e E. coli, por outro lado, C. sphaerospermum 

formou apenas em B. subtilis. 

Pinto (2003) testou 24 fungos endofíticos de folhas da planta medicinal 

Lonchocarpus guilleminianus e verificou que dez destes isolados apresentaram atividade 

no ensaio em “bloco de gelose” para S. aureus, B. subtilis, E. coli, Pseudomonas 

aeruginosa, C. albicans, A. niger e Candida spp. (isoladas de pacientes imunodeprimidos). 

O fungo endofítico RM-13 foi o que mostrou maior halo de inibição (25 mm) para 

Candida sp. Utilizando a mesma metodologia, Conti (2007) avaliou a ação antimicrobiana 

de fungos endofíticos isolados da planta medicinal Borreria verticillata contra cinco 

microrganismos teste (S. aureus, B. subtilis, E. coli, K. pneumoniae e Candida sp.), onde 

nove mostraram inibição (sete não identificados e dois do gênero Penicillium) e apenas 

Candida sp. não foi inibida por nenhum dos fungos endofíticos testados. 
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Siqueira et al. (2011) também realizaram um ensaio antimicrobiano em meio sólido 

com 203 fungos endofíticos isolados da planta medicinal Lippia sidoides, dos quais 16 

mostraram atividade contra pelo menos um microrganismo teste de interesse médico (dois 

fungos: Trichophyton rubrum e Malassezia furfur e duas bactérias: S. aureus e B. subtilis) 

com halos de inibição de 12 a 30 mm. 

Guimarães et al. (2008), estudaram a micobiota endofítica das plantas medicinais 

Viguiera arenaria e Tithonia diversifolia, isolaram 39 fungos e testaram a atividade 

antimicrobiana dos seus extratos e observaram que dois extratos (5,1%) apresentaram 

atividade contra S. aureus, enquanto que 10 extratos (25,6%) foram ativos contra E. coli e 

25 (64,1%) mostraram atividade significante contra C. albicans. 

Kharwar et al. (2011) testaram 12 fungos endofíticos da planta medicinal 

Adenocalymma alliaceum em relação ao seu potencial antibacteriano, e nove (75%) destes 

mostraram potencial contra um ou mais bactérias patogênicas ao homem (Shigella flexnii, 

Salmonella enteritidis, S. paratyphi, Pseudomonas aeruginosa e Morganella morganii). 

No mesmo estudo, os fungos A. alternata, C. lunata, Penicillium sp. e Chaetomium 

globosum se destacaram ao mostrarem atividade de amplo espectro contra quatro dos cinco 

microrganismos teste.  

Uma menor atividade antimicrobiana (8,3%) foi verificada por Gong e Guo (2009), 

ao avaliarem os fungos endofíticos isolados das plantas medicinais Dracaena cambodiana 

e Aquilaria sinensis. Em outros estudos, os fungos endofíticos A. alternata, Alternaria sp., 

Colletotrichum sp. e Phomopsis sp., isolados de outras plantas medicinais foram capazes 

de inibir S. aureus, S. aureus resistente à meticilina e B. subtilis (Souza et al., 2004; 

Chareprasert et al., 2006; Phongpaichit et al., 2006; Sette et al., 2006; Lin et al., 2007). 

Fungos não esporulantes foram os mais frequentemente isolados da planta medicinal 

Camptotheca acuminata e foram também os principais bioativos contra as bactérias S. 

aureus, B. subtilis, E. Coli e o fungo C. albicans (Krohn et al., 2001; Lin et al., 2007). 

Os fungos endofíticos do presente estudo que formaram halos inbição, demonstram 

potencialidade na produção de substâncias antimicrobianas contra bactérias e fungos 

patogênicos ao homem, lançando novas perspectivas sobre o potencial biotecnológico dos 

mesmos e apoiando a necessidade de estudos posteriores para elucidação dos prováveis 

compostos bioativos produzidos por estes microrganismos. 
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5. CONCLUSÕES 

 

 Hyphomycetes é o grupo com maior número de representantes da micobiota 

endofítica em Equisetum arvense; 

 

 Não há diferença significativa entre a densidade média dos fungos endofíticos 

de E. arvense entre as coletas realizadas; 

 

 Os tecidos de E. arvense analisados não demonstram diferença significativa 

entre a frequência relativa de isolamento dos fungos endofíticos; 

 

 Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium oxysporum são os fungos 

endofíticos mais frequentes em E. arvense; 

 

 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici  e Sclerotion rolfsii não são 

antagonizados pelos fungos endofíticos testados; 

 

 Fusarium solani demonstra melhor resultado no teste antimicrobiano em meio 

sólido, inibindo a maioria dos microrganismos patogênicos testados; 

 

 Futuros estudos são necessários para identificar os compostos ativos produzidos 

pelos fungos endofíticos testados visando à elucidação do papel simbiótico 

desses em E. arvense. 
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