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RESUMO 

 

Fungos endofíticos vivem com seus hospedeiros sem lhes causar danos, fornecendo-

lhes condições adequadas para sobreviverem aos estresses do meio ambiente. As interações 

entre plantas e fungos endofíticos vêm evoluindo há milhões de anos e podem tornar-se ainda 

mais complexas se o hospedeiro for uma planta medicinal, pois alguns destes fungos 

produzem os mesmos compostos que seus hospedeiros. O objetivo deste trabalho foi analisar 

a diversidade de fungos da planta medicinal Myracrodruon urundeuva em brejo de altitude e 

Caatinga, Pernambuco, Brasil, e avaliar seu potencial para produção de L-asparaginase. 

Amostras de folíolos de M. urundeuva (Anacardiaceae) foram coletadas em duas areas na 

floresta tropical seça (Caatinga) no nordeste do Brazil nos municipios de Serra Talhada 

(7°57’21.38”S, 38°17’43.92”W) e Triunfo (7°49’32.99”S., 38°6’54.21”O), Pernambuco, na 

estação seca (julho, 2016). Dados ecológicos de riqueza e diversidade foram obtidos. E para a 

produção da L-asparaginase foram selecionados 20 fungos endofíticos pertencentes a nove 

gêneros (sete isolados da Caatinga e 13 de brejo de altitude). O teste foi realizado atraves da 

fermentação submersa. Dos 672 fragmentos de folíolos analisados, foram isolados 187 fungos 

endofíticos (35 de Caatinga e 152 de brejo de altitude).  A taxa de colonização para a Caatinga 

ficou em 10.41% e para brejo de altitude 39.58%. Com base nas sequências de ITS e 

resultados BLASTn, foram identificados 12 gêneros (Diaporthe foi o mais frequente). As 

análises filogenéticas indicaram a relação com sete ordens: Ascomycota (Botryosphaeriales, 

Chaetothyriales, Diaporthales, Eurotiales, Glomerellales, Hypocreales, and Pleosporales) e 

uma ordem em Basidiomycota (Polyporales). Os resultados ecológicos apontaram o gênero 

Talaromyces (IndVal = 1; p <0,001) indicador da Caatinga, e Phyllosticta (IndVal = 1; p 

<0,001), Diaporthe (IndVal = 90%; p <0,006) e Colletotrichum (IndVal = 79% p <0,026) 

indicadores de brejo de altitude. A riqueza (sete espécies) e a diversidade (H’= 3.41) dos 

fungos endofíticos de brejo de altitude foram significativamente altas. O maior produtor de L-

asparaginase foi Diaporthe sp. URM 7793, produzindo (2.41 U/g). A planta medicinal M. 

urundeuva apresenta importante diversidade de fungos endofíticos influenciada pelos fatores 

climáticos do ecossistema em que se desenvolve e estes fungos apresentam potencial para 

produção da enzima L-asparaginase. 

 

Palavras-chave: Ecossistemas brasileiros. Endófitos. Enzimas. Riqueza de fungos. 

 



ABSTRACT 

Endophytic fungi lives with their hosts without any damage, contributing with 

adequate conditions to survive with environmental stresses. The interactions between 

endophytic plants and fungi have been evolving for millions of years and can become even 

more complex if the host for a medicinal plant, because some of these fungi produce the same 

compounds as their hosts. The objective of this work was to analyze the fungal diversity of 

the medicinal plant Myracrodruon urundeuva in brejo de altitude (montane rainforest), and 

Caatinga, Pernambuco, Brazil, and its potential for the production of L-asparaginase. Samples 

of M. urundeuva (Anacardiaceae) were collected in two areas in the Brazilian tropical dry 

forest (Caatinga) in northeastern Brazil in the municipalities of Serra Talhada (7°57’21.38”S, 

38°17’43.92”W) and Triunfo (7°49’32.99”S., 38°6’54.21”O), Pernambuco state, in dry 

season (July 2016). Ecological data of richness and diversity were obtained. And for the 

production of L-asparaginase 20 endophytic fungi belonging to nine genera (seven Caatinga 

and 13 montane rainforest isolates) were selected. The test was performed by submerged 

fermentation. Of the 672 fragments of leaflets analyzed, 187 endophytic fungi (35 from 

Caatinga and 152 from highland marsh) were isolated. The colonization rate for Caatinga was 

10.41% and for brejo 39.58%. Based on the ITS sequences and BLASTn results, 12 genera 

were identified (Diaporthe was the most frequent). The phylogenetic analyses which 

indicated the relationship with seven orders in Ascomycota (Botryosphaeriales, 

Chaetothyriales, Diaporthales, Eurotiales, Glomerellales, Hypocreales, and Pleosporales) and 

one order in Basidiomycota (Polyporales). The results are ecological, indicating the genus 

Talaromyces (IndVal = 1, p <0.001) indicative of Caatinga, and Phyllosticta (IndVal = 1, p 

<0.001), Diaporthe (IndVal = 90%, p <0.006) and Colletotrichum % p <0.026) indicators of 

altitude brejo. A richness (seven species) and a diversity (H '= 3.41) of the endemic brejo 

endophytic fungi, which are high. The largest producer of L-asparaginase for Diaporthe sp. 

URM 7793, yielding (2.41 U / g). The medicinal plant M. urundeuva presents important 

diversity of endophytic fungi influenced by the climatic factors of the ecosystem in which it 

develops and these fungi presented potential for the production of the enzyme L-asparaginase. 

Keywords: Brazilian ecosystems. Endophytes. Enzymes. Fungal richness. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os fungos que se abrigam no interior de tecidos vegetais são conhecidos como 

fungos endofíticos (AZEVEDO et al., 2000), já tendo sido encontrados em uma ampla 

diversidade de espécies de plantas, desde as algas até as imponentes angiospermas 

(FELÍCIO et al. 2015; ARNOLD & LUTZONI 2007; ARNOLD et al. 2000).  

Os fungos endofíticos habitam seus hospedeiros sem lhes causar qualquer dano, 

contribuindo com condições adequadas para estes hospedeiros sobreviverem em 

condições de estresses, como altas temperaturas e escassez de nutrientes em ambientes 

áridos (PETRINI, 1991; KHIDIR et al. 2010; HARDOIM et al. 2015). Estas interações 

ecológicas entre fungos e plantas ao que parece vinheram evoluindo há milhões de anos 

com as plantas terrestres superiores, como mostram registros de fungos em fósseis de 

vegetais (KRINGS et al. 2007).  

A relação entre os fungos endofíticos e as plantas pode tornar-se ainda mais 

complexa se os hospedeiros forem plantas medicinais, pois, neste caso alguns fungos 

podem produzir os mesmos compostos que seus hospedeiros (STIERLE et al. 1993; 

ZHAO et al. 2011; VENIERAKI et al. 2017).  O fungo endofítico Taxomyces 

andreanae foi o primeiro a ser relatado produzindo o mesmo metabólito secundário 

(taxol/paclitaxel) que seu hospedeiro, a planta medicinal Taxus brevifolia (STIERLE et 

al. 1993). A partir daí, inúmeros estudos foram realizados e novos fungos relatados 

como produtores de compostos, produzidos também por seus hospedeiros (KUMAR et 

al. 2013; SEETHARAMAN et al. 2017).  

Em países em desenvolvimento, 80% das pessoas utilizam na medicina popular 

produtos oriundos de plantas medicinais. E devido à elevada demanda por estes vegetais 

em todo o mundo, as populações de espécies nativas que apresentam grande 

importância biológica e potencial biotecnológico podem entrar em declínio (CHEN et 

al. 2016). Uma dessas plantas é Myracrodruon urundeuva Allemão (Anacardeaceae), 

conhecida popularmente como aroeira do sertão, que tem distribuição geográfica na 

América Central e do Sul (MONTEIRO et al. 2012). Esta espécie, nativa do Brasil saiu 

recentemente da lista de plantas ameaçadas de extinção, porém, seu uso indiscriminado, 

principalmente na indústria madeireira pode novamente colocá-la em perigo (IUCN, 

2017). A M. urundeuva apresenta uma vasta finalidade para uso da medicinal popular, 

sendo alvo de estudos de vários pesquisadores. Suas cascas e folhas têm inúmeras 

propriedades com atividade anti-inflamatória, antiulcerogênica, cicatrizante e algumas 
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pesquisas científicas investigaram essas potencialidades (VIANA et al. 1995; MORAIS 

et al. 1999; MAHMOUD et al. 2011). No Brasil, a M. urundeuva além de estar presente 

no Cerrado, abrange grande área da Caatinga, e trechos de brejos de altitude, que são 

fragmentos da floresta atlântica dentro da Caatinga, em áreas de grande altitude 

(PEREIRA FILHO & MONTINGELLI 2011).  

A floresta seca tropical do Brasil, a Caatinga, vem demonstrando ter uma alta 

diversidade de fungos endofíticos com potencial biotecnológico que precisa ser melhor 

estudada (SANTOS et al. 2015; BEZERRA et al. 2013; CAVALCANTI et al. 2017). 

Esses ecossistemas frequentemente vêm sofrendo uma série de pressões antrópicas o 

que pode ocasionar a perda de sua biodiversidade em grande escala, inclusive da 

comunidade de fungos endofíticos que habita a sua flora medicinal, pois quando se 

perde uma espécie vegetal importante, perde-se a oportunidade de isolar um fungo 

endofítico produtor de substâncias valiosas para a ciência, como as enzimas. 

A enzima L-asparaginase vem sendo amplamente estudada por pesquisadores por ser 

utilizada principalmente no tratamento da leucemia linfoide aguda, um câncer que afeta, 

sobretudo crianças e adolescentes (PIETERS et al. 2011). O fármaco atual utilizado no 

tratamento da doença é originado de bactérias, o que pode ocasionar nos pacientes 

efeitos colaterais. Por outro lado, a enzima produzida a partir de fungos é mais viável 

por não apresentar tais efeitos (SARQUIS  et al. 2004). 

Portanto, torna-se de suma importância o estudo da diversidade fúngica da espécie 

vegetal M. urundeuva e seu potencial para produção da enzima L-asparaginase, sendo 

este o primeiro estudo sobre a capacidade de produção desta enzima por fungos isolados 

desta espécie de planta.  

O objetivo geral deste trabalho foi isolar e identificar por ferramentas morfológicas e 

moleculares os fungos da planta medicinal M. urundeuva em áreas de brejo de altitude e 

de Caatinga e avaliar seu potencial para produção de L-asparaginase. E os específicos 

foram: 

• Enriquecer as bases de dados genéticos de micro-organismos de áreas de brejo 

de altitude e Caatinga. 

• Apresentar dados ecológicos da estimativa da riqueza, diversidade, abundância 

relativa e similaridade dos fungos isolados; 

• Selecionar isolados de fungos com potencial para produção de L- asparaginase. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 FUNGOS ENDOFÍTICOS – HISTÓRICO, DISTRIBUIÇÃO E 

DIVERSIDADE 

 

O termo endófito é derivado do grego (éndon significa interior e phytón que 

significa planta), que quer dizer ‘no interior da planta’. A retrospectiva da história dos 

fungos endofíticos mostra que existem várias controvérsias em torno de seu 

conhecimento, porém, diante do avanço dos estudos, as pesquisas vêm cada vez mais 

decifrando e relatando a vida inédita desses micro-organismos (BARY, 1866 apud 

GAMBOA GAITAN, 2006).  

As primeiras definições sobre fungos endofíticos são de Carroll (1986, p. 205) 

“Mutualísticos, estes fungos colonizam partes de tecidos de plantas vivas e não causam 

sintomas de doenças”. Os fungos endofíticos foram citados pela primeira vez no início 

do século XIX, e por muito tempo suas características ecológicas e fisiológicas 

permaneceram obscuras, pelo fato de terem sido estudadas aprofundadamente somente 

no fim da década de 70. Desde então, os fungos endofíticos passaram a ganhar destaque 

por ser constatado que desempenhavam relações simbióticas importantes com seus 

hospedeiros, protegendo as plantas contra o ataque de insetos, das doenças e herbívoros 

(CARROLL et al. 1977; PETRINI & CARROLL, 1981; CARROLL, 1986).  

Este interessante grupo de fungos pode habitar o interior de vários tecidos 

vegetais, incluindo raízes, caule e especialmente suas partes aéreas como folhas, ramos, 

flores, frutos e sementes durante todo ou parte do seu ciclo de vida, sem causar-lhes 

danos visíveis e não desenvolvendo estruturas externas (PETRINI, 1991; AZEVEDO et 

al. 2000; AZEVEDO & ARAÚJO, 2007). O que vai delimitar a diferença dos fungos 

endofíticos com outros que também mantêm um vínculo com as plantas (os epifíticos 

que habitam a superfície das plantas e os fitopatógenos que causam doenças em plantas) 

é o estágio que a interação “planta-microrganismo” ocorre, sendo estes termos 

meramente conceituais (AZEVEDO et al. 2000). 

As interações existentes entre o endófito e o hospedeiro são de mútuo benefício, 

onde o microrganismo se beneficia com proteção e nutrientes, enquanto a planta se 

beneficia das condições favoráveis para um bom crescimento e resistência aos estresses 

ambientais (SAIKKONEM et al. 2004). Essas interações parecem estar bastante 

intrincadas, pois, em estudos de tecidos fossilizados, foi constatado que as relações 
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“planta-microrganismo” evoluíram há mais de 400 milhões de anos, e nesse processo os 

fungos desencadearam a passagem das plantas para a Terra (PIROZYNSKI & 

MALLOCH, 1975; TAYLOR & TAYLOR, 2000; KRINGS et al. 2007).  

Segundo Cannon & Simmons (2002) as plantas tropicais são um dos ambientes 

mais favoráveis à colonização de fungos endofíticos, assim como estudos de Arnold et 

al. (2001) que relataram 418 morfoespécies de fungos endofíticos de espécies vegetais 

de florestas no Panamá. Entretanto, as florestas tropicais secas não acompanham esses 

números, apresentando uma diversidade menor, como em estudos de Suryanarayanan et 

al. (2003) que relataram uma diversidade inferior de fungos na floresta tropical seca da 

índia, o que pode estar relacionado as condições climáticas desfavoráveis como as 

precipitações escassas, o que reflete em uma menor densidade dos vegetais dessas áreas. 

Por outro lado, alguns estudos nos ambientes de florestas tropicais secas mostram dados 

diferentes, onde há uma hiper diversidade de fungos endofíticos, sugerindo que esses 

ecossistemas devem ser melhor estudados (BEZERRA et al. 2012). As pesquisas 

existentes sugerem que em locais semiáridos há uma frequência maior de fungos 

pigmentados, seja em áreas de menor ou maior latitude (LORO et al. 2012). Nestes 

casos, nota-se que provavelmente esses micro-organismos oferecem proteção à planta 

contra os efeitos da radiação e das adversidades do clima seco (KHIDIR et al. 2010). 

Além disto, o clima e as estações do ano nesses ambientes são cruciais no número e na 

diversidade da comunidade de fungos (SANTOS et al. 2014), assim como a fase de 

desenvolvimento da planta e o ponto onde eles se alojam. 

Segundo Petrini et al. (1992) os fungos endofíticos não apresentam 

especificidade por hospedeiros, podendo colonizar diferentes partes da planta e são 

vários os fatores que podem influenciar na colonização desses tecidos. Entre eles o 

intemperismo da cutícula, textura do tecido, modificações na fisiologia e propriedades 

químicas do vegetal (PETRINI & CARROLL, 1981; PHOTITA et al. 2001). Além disto, 

Carroll (1988) e Nascimento et al. (2015) citam outros fatores como idade da planta, 

fatores climáticos e distribuição geográfica. Por outro lado, outros autores mostram que 

os vegetais podem ser colonizados por fungos endofíticos mediante um nível de 

especificidade e uma relação co-evolucionária entre o endófito e o hospedeiro (CROUS, 

2000).  

As partes superiores dos vegetais normalmente são as mais habitadas pelos 

fungos endofíticos, como as folhas, galhos, cascas, pecíolos e estruturas reprodutivas. 

Siqueira et al. (2011) constatou um maior número de fungos habitando folhas de Lippia 
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sidoides e uma menor quantidade no caule. As folhas parecem ser um ambiente propício 

à colonização dos fungos endofíticos, sobretudo as folhas mais velhas. Neste caso 

ocorre uma distinção na relação de desenvolvimento desses micro-organismos entre 

folhas adultas e jovens. Trabalhos mostram que as folhas adultas apresentam maior 

quantidade de fungos habitando seu interior, enquanto nas folhas jovens é relatada uma 

quantidade menor e isso pode estar vinculado ao fato do maior tempo de exposição das 

folhas ao ambiente o que acarreta a maior colonização dos endófitos nas folhas adultas 

(ARNOLD & HERRE 2003; PIMENTEL et al. 2006). Além disto, segundo Coley & 

Barone (1996) substâncias antifúngicas presentes nas folhas jovens podem estar 

envolvidas na menor taxa de colonização desses substratos.   

O conhecimento a respeito da diversidade de fungos endofíticos e, sobretudo de 

suas relações com seus hospedeiros é ainda uma rede de complexidade que a ciência 

vem descobrindo lentamente. Os estudos dos fungos endofíticos vêm demonstrando que 

existe uma grande quantidade desses microrganismos habitando vegetais, revelando que 

possam existir pelo menos um milhão de espécies residindo em plantas (DREYFUSS & 

CHAPELA, 1994). Os fungos endofíticos mais frequentemente isolados de plantas 

correspondem a espécies dos gêneros Colletotrichum, Cladosporium, Phomopsis, 

Fusarium e Xylaria (ARAÚJO et al. 2001; PEREIRA et al. 1999; PHOTITA et al. 

2001; BEZERRA et al. 2012). Estes fungos podem habitar os mais variados grupos de 

plantas existentes no planeta. Exemplos: algas marinhas (FELÍCIO et al. 2015), plantas 

herbáceas (TAECHOWISAN et al. 2003), plantas frutíferas (RODRIGUES & 

SAMUELS, 1999; ARAÚJO et al. 2001; LUZ et al, 2006), plantas ornamentais 

(SALAZAR & GARCIA, 2005; BEZERRA et al. 2017), plantas medicinais (HUANG 

est al. 2008; MUSSI-DIAS et al. 2012; BEZERRA et al. 2013; 2015) e tantas outras. 

 

2.2 FUNGOS ENDOFÍTICOS DE PLANTAS MEDICINAIS 

 

As plantas medicinais são aquelas que apresentam propriedades terapêuticas 

quando administradas ao homem ou animal, por diversas vias (LOPES ET AL. 2005), 

podendo ser utilizadas de diversas formas: consumidas in natura por meio das partes 

inteiras, por chás, infusões, utilizadas em rituais religiosos, extratos brutos ou 

enriquecidos, tinturas, pós, comprimidos, cápsulas, etc. Antes de serem usadas, podem 

ainda passar por processos de purificação para a extração de substâncias mais 
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elaboradas (RATES, 2001). Seu uso é regulamentado pelo órgão do Ministério da 

Saúde, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária – ANVISA (BRASIL, 2006). 

Existe uma relação complexa das plantas medicinais com os fungos endofíticos. 

Sabe-se que algumas propriedades que esses vegetais apresentam estão associadas ao 

potencial de produção de metabólitos secundários dos fungos endofíticos, podendo 

ocorrer também transferência de informações genéticas dos fungos para suas plantas 

hospedeiras, mediante mecanismos evolutivos (STROBEL, 2002). 

Na literatura há inúmeros registros de fungos endofíticos habitando plantas 

medicinais, como a planta Ginko biloba, uma das espécies vegetais mais antigas do 

mundo, conhecida por suas valiosas propriedades medicinais (DEFEUDIS, 1991). Desta 

espécie já foram relatados gêneros de fungos endofíticos produtores de compostos 

metabólicos (QIN et al. 2009). Outros estudos de Huang et al. (2008) também na China, 

relataram fungos de 39 gêneros diferentes em 29 tradicionais plantas medicinais 

chinesas, entre eles, Colletotrichum, Phoma e Alternaria. Mussi Dias et al. (2012) 

isolaram fungos de 11 espécies de plantas medicinais no Brasil, incluindo Vernonia 

condensata (boldo-do-chile), Cymbopogon citratus (capim-limão), Cymbopogon nardus 

(citronela), Maytenus ilicifolia (espinheira-santa), Punica granatum (romã), Morus 

nigra (amora-negra) e Bauhinia forficata (pata-de-vaca), onde os gêneros de fungos 

mais frequentes foram: Phomopsis, Colletotrichum e Nigrospora. Há também relatos de 

fungos endofíticos em outras ervas mundialmente utilizadas na medicina popular, como 

Foeniculum vulgare (erva-doce) de onde foi isolado Trichoderma sp. e Lippia sidoides 

(alecrim-pimenta), isolados Alternaria alternata e Drechslera dematioidea, sendo que 

este último fungo apresentou potencial antimicrobiano (MUSSI-DIAS et al. 2012; 

SIQUEIRA et al. 2011). 

Das fruteiras medicinais como Punica granatum (romã) foi encontrado com 

abundância o gênero Colletotrichum por Gomes (2008) e em estudos de Silva et al. 

(2006) foram isolados de Annona squamosa (pinha) os gêneros Acremonium, 

Aspergillus, Chaetomium, Colletotrichum, Cylindrocladium, Fusarium, Glomerella, 

Nigrospora, Penicillium e Phomopsis, onde alguns isolados demonstraram ser bons 

produtores das enzimas protease e lipase. De Anacardium occidentale (cajueiro) foi 

relatada uma alta frequência da espécie C. gloeosporioides em estudos de Freire & 

Bezerra (2001). Esses autores também encontraram Phomopsis sp. em Syzygium 

jambolanum (azeitona), porém em baixa frequência. 
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As plantas medicinais de ambientes secos apresentam vantagens fisiológicas por 

suas características xerófitas, destacando-se como resistentes às adversidades do 

ambiente. São plantas que suportam longos períodos hostis de seca, o que permite um 

equilíbrio ambiental, que consequentemente diminui as constantes degradações no 

ecossistema (ARRIEL et al. 2004). Deste ambiente há relatos de uma diversidade 

fúngica ainda pouco conhecida e explorada.  

Prathyusha (2015) isolou 24 espécies de fungos endofíticos de uma floresta seca 

de Bhadrachalam, na Índia a partir de plantas medicinais, sendo encontradas com maior 

frequência espécies como Acremonium, Cladosporium, Curvularia, Alternaria e 

Colletotrichum. E em regiões áridas do norte da Austrália foram isolados fungos 

endofíticos de plantas medicinais do gênero Nicotiana, onde os gêneros de fungos mais 

frequentemente isolados foram Aspergillus, Alternaria, Chaetomium, Cladosporium, 

Lecythophora, Penicillium, Setophom e Trichoderma (DASTOGEER et al. 2018). 

A floresta seca brasileira, a Caatinga, apresenta espécies vegetais medicinais de 

extrema importância, sendo altamente utilizadas na medicina popular (SILVA & 

ALBUQUERQUE 2005), porém existem várias lacunas sobre a comunidade endofítica 

que habita estas plantas. Freire & Gonçalves (2012) isolaram Paecilomyces sp. de 

Spondias tuberosa (umbuzeiro), uma importante planta medicinal nativa do semiárido 

brasileiro. Magalhães et al. (2017) também isolaram este fungo na Caesalpinia 

pyramidalis (catingueira) e de Hyptis suavuolens (bamburral). De Jatropha molíssima 

(pinhão) foram isolados fungos dos gêneros Fusarium e Penicillium. De Cnidosculus 

phyllacanthus (faveleira), estes mesmos autores e Freire & Gonçalves (2012) 

encontraram os seguintes gêneros de fungos: Penicillium, Fusarium, Humicola, 

Aspergillus e Curvularia. Outros estudos mostram a diversidade de fungos endofíticos 

de cactáceas. Em Cereus jamacaru (mandacaru) já foram isolados Aspergillus flavus, 

Fusarium oxysporum e Cladosporium cladosporioides (BEZERRA et al. 2013) e da 

Opuntia fícus indica (palma forrageira) já foram relatados 46 fungos endofíticos de 

tecidos sadios, a maioria identificada como Chrysonilia sitophila (FREIRE et al. 2015). 

A tabela 1 apresenta exemplos de fungos endofíticos isolados de plantas medicinais. 
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Tabela 1. Fungos endofíticos isolados de importantes plantas medicinais. 

 

Planta medicinal hospedeira País Gênero de fungo endofítico mais 

frequente 

Autores e ano de 

publiçação 

Aegle marmoelos, Aristolochia indica e 

Mitragyna parvifolia 

India Mycelia sterilia Prathyusha, 2015 

Anacardium occidentale (cajueiro) Brasil Phoma  Oliveira, 1999 

Artemisia lactiflora (artemísia-branca) China Colethotrichum Huang et al. 2008 

Artemisia mongolica China Colletotrichum  Zou et al. 2000 

Bauhinia forficata (pata de vaca) Brasil Myrothecium  Bezerra et al. 2015 

Camellia sinensis (chá-da-índia) Indonésia Fusarium sp., Penicillium sp., 

Schizophyllum sp., Diaporthe sp. 

Agusta, 2006 

Camptotheca cuminata China Colletotrichum  Liu et al. 2013 

Baccharis trimera (carqueja) Brasil Diaporthe  Vieira et al. 2014 

Cereus jamacuru (mandacaru) Brasil Cladosporium e Fusarium  Bezerra et al. 2013 

Cinnamomum zeylanicum (canela) Austrália Muscodor  Worapong et al. 2001 

Citrus spp. (citrinos)  Brasil Cryptococcus  Gai et al. 2009 

Coffea arábica (cafezeiro) - Colletotrichum  Tejesvi et al. 2006 

Espécies do gênero Nicotiana Austrália Penicillium, Cladosporium e 

Chaetomium 

Dastogeer, 2018 

Eucalyptus (eucalipto) Uruguai Plectosphaera  Bettucci & Saravay 1993 

Euterpe oleracea (açaizeiro) Brasil Xylaria e Letendraeopsis  Rodrigues, 1994 

Ginkgo biloba  China Colletotrichum, Alternaria, Fusarium e 

Phomopsis 

Zheng et al. 2013 

Glycine max (soja) Brasil Fusarium. Aspergillus, Penicillium e 

Mycelia sterilia 

Pimentel et al. 2006 

Heterosmilax japonica China Phomopsis e Glomerella Gao et al. 2005 

Ilex paraguariensis (erva–mate) Brasil Penicillium sp. Pimentel et al. 2006 

Lipia sidoides (alecrim- pimenta) Brasil Colletotrichum  Siqueira et al. 2011 

Morus nigra (amoreira), Vernonia 

condensata (boldo) 

Brasil Phomopsis sp. Mussi-dias et al. 2012 

Myracrodruon urundeuva (aroeira do 

sertão) 

Brasil Guignardia  Rodrigues et al. 2004 

Olea europaea (árvore oliveira) Portugal Epicoccum, Alternaria sp. e Fusarium sp. Landum et al. 2015 

Oppunia fícus indica (figueira-da-Índia) Brasil Chrysonilia  Bezerra et al. 2013 

Salvia miltiorrhiza (sálvia) China Alternaria sp. Lou et al. 2013 

Spondias mombin (cajazeira) Brasil Guignardia sp., Phomopsis sp. e 

Pestalotiopsis  

Rodrigues et al. 2000 

Taxus mairei China Mucor sp. Huang et al. 2008 

Thitonia diversifolia (girassol silvestre Brasil Phoma  Borges et al. 2008 

Thymus sp. Iran Alternaria, Phoma e Fusarium Masumi et al. 2015 

Withania somnifera (ginseng indiano) India Alternaria  Tenguria et al. 2015 

Zenziber officinale (gengibre) India Pomopsis sp. Anisha & Radhakrishnan 

2017 
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2.3 OS BREJOS DE ALTITUDE  

 

Os brejos de altitude fazem parte de trechos da composição da floresta Atlântica do 

Nordeste, sendo áreas com condições climáticas diferenciadas das áreas semiáridas 

circunvizinhas (ANDRADE-LIMA, 1982; MEDEIROS et al. 2017). As chamadas 

“ilhas” de floresta úmida, estes ambientes apresentam um elevado índice de precipitação 

devido aos planaltos e chapadas existentes (e.g., Borborema, Chapada do Araripe, 

Chapada de Ibiapaba) com altitude de 500 a 1100 m (Figura 1) (ANDRADE-LIMA, 

1966; PORTO et al. 2004).  Os brejos apresentam valiosos dados históricos referentes à 

antiga distribuição da diversidade em épocas passadas. O recuo das florestas ocasionado 

por modificações climáticas fez com que algumas espécies sobrevivessem como 

“refugiadas” em uma área de microclima favorável, o que acarretou diferenciações 

genéticas dentro dos táxons animais e vegetais nestas áreas. (BIGARELLA et al. 1975). 

 

Figura 1. Esquema representando a dinâmica dos brejos de altitude no Nordeste do Brasil. 

 

Fonte: Adaptado de Mayo & Fevereiro (1982). 

 

A grande maioria dos brejos são fragmentos de floresta Subperenifólia Tropical 

Plúvio-Nebular (ANDRADE-LIMA, 1982), composição da floresta Atlântica brasileira. 

Provavelmente a origem vegetacional dos brejos de altitude está relacionada às 

mudanças climáticas que ocorreram no pleistoceno (últimos 2 milhões - 10.000 anos). 

Neste tempo a floresta Atlântica penetrou nos domínios da Caatinga, e após períodos 

interglaciais permaneceu em áreas de microclima favorável. Desta forma, as espécies da 

floresta Atlântica ali presentes podem ser consideradas “refugiadas” nos enclaves da 

Caatinga. Ali, habitam também espécies de plantas da Amazônia, de florestas serranas 



Pádua, Ana P. S. L. - Diversidade e potencial de fungos endofíticos isolados...         24 

 

 

 

do sul e do sudeste do Brasil (ANDRADE-LIMA, 1982; PORTO et al. 2004). Devido as 

regiões de altitude do Nordeste brasileiro apresentarem um padrão ambiental com 

peculiaridades à cerca de seus fatores climáticos, a biodiversidade nesta área de 

transição torna-se mais alta que nas outras áreas de entorno (CABRAL et al., 2004), 

incluindo espécies  endêmicas de plantas  e animais (TABARELLI et al. 2001, 

SIQUEIRA-FILHO et al. 2008).  

As atividades de agricultura como o cultivo de culturas de subsistência e a retirada 

seletiva de plantas, incluindo as medicinais, assim como também a caça de subsistência 

têm se tornado grandes ameaças para os brejos de altitude que além de perderem parte 

da biodiversidade estão fragmentando-se cada vez mais, tornando-se áreas ameaçadas 

(VASCONCELOS SOBRINHO, 1971; SILVA & TABARELLI, 2000). Pernambuco é 

o estado do Nordeste que apresenta a maior quantidade de brejos de altitude, tendo sido 

registrados 23 até a década de 70 (TABARELLI & SANTOS, 2004), como pode ser 

observado na Tabela 2.   

Com base em dados de composição vegetal, riqueza brioflorística, predominância de 

táxons, vulnerabilidade de espécies, estudos mostram que a maioria dos brejos de 

altitude da Paraíba e de Pernambuco necessita de proteção, pois apresentam 

características exclusivas relacionadas à sua biodiversidade.  Um desses ambientes é o 

brejo de Triunfo (BT) que vem sofrendo um alto nível de pressão antrópica, estando na 

categoria de prioridade extremamente alta para conservação. Esse setor exibe alguns 

remanescentes de mata serrana em áreas particulares. Lá já foram realizados estudos 

florísticos e fitossociológicos de fanerógamas, de acordo com gradientes altitudinais 

(TABARELLI & SANTOS, 2004). Estudos de Ferraz et al. (1998) em ambiente de 

brejo de altitude e em Caatinga  relataram a presença principalmente de  espécies  

pertencentes as famílias  Cactaceae, Euphorbiaceae e Anacardiaceae. As plantas de 

brejo de altitude são de grande porte, possivelmente devido às boas condições hídricas 

proporcionadas pela altitude. 
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Tabela 2. Brejos de altitude de Pernambuco até a década de 1970 

Brejos Município Localização (Lat. S, Long. W) 

Agrestina Agrestina 8° 27’, 35° 56’ 

Bezerros Bezerros 8° 19’, 36° 25’ 

Brejo dos Cavalos Caruaru 8° 16’, 35° 58’ 

Camocim de São Felix Camocim de São Félix 8° 21’, 35° 45’ 

Catimbau Buíque 8° 37’, 37° 8’ 

Gravatá Gravatá 8° 12’, 35° 32’ 

Mimoso Arcoverde 8° 25’, 37° 2’ 

Poções Poção 8º11’, 36º42’ 

São José Moxotó 8° 43’, 37° 31’ 

São Miguel São Miguel 7° 20’, 38° 39’ 

Serra de Ororubá Pesqueira 8° 19’, 36° 46’ 

Serra do Arapuã Floresta 8° 36’, 38° 34’ 

Serra do Araripe Exu 7° 30’, 39° 43’ 

Serra do Comunati Águas Belas 9° 5’, 37° 7’ 

Serra do Genipapo Sanharó 8° 21’, 36° 32’ 

Serra do Olho d’Água Belo Jardim 8° 19’, 36° 25’ 

Serra do Vento Belo Jardim 8° 19’, 36° 25’ 

Serra Negra Bezerros 8° 13’, 35° 46’ 

Serra Negra Floresta 8° 36’, 38° 34’ 

Tacaratu Tacaratu 9° 05’, 38° 7’ 

Taquaritinga Taquaritinga 7° 54’, 36° 1’ 

Triunfo Triunfo 7° 49’, 38° 6’ 

Varas Arcoverde 8° 25’, 37° 2’ 

                                              Fonte: Adaptado de dados de Vasconcelos Sobrinho  (1971) 

 

Segundo trabalhos a respeito da diversidade em gradientes altitudinais, podem 

ocorrer três tipos de padrões de variação de diversidade e distribuição de espécies: 1) 

padrão “monotônico decrescente” – o número de espécies diminui conforme a altitude 

aumenta; 2) padrão constante decrescente – o número de espécies é constante em baixas 

altitudes e menor em altas altitudes; 3) padrão unimodal parabólico – a riqueza de 

espécies é mais alta no meio do gradiente, ou seja, a maior diversidade permanece em 

altitudes intermediárias, sendo este o padrão mais frequente na natureza (RAHBEK et 

al. 2007).  

A comunidade de fungos que habitam os brejos de altitude nordestinos ainda é 

pouco conhecida. Há relatos de Myxomycetes (SILVA & CAVALCANTI, 1988), de 

fungos micorrízicos arbusculares (Glomeromycota) (SILVA et al. 2014) e de fungos do 

gênero Mucorales isolados do solo (SANTIAGO et al. 2013). Já foram encontrados 

também fungos endofíticos habitando folhas de bananeira (ASSUNÇÃO, 2010). 

Entretanto, apesar da ampla variedade de vegetais existentes nesse ambiente, os fungos 

endofíticos que se abrigam nessas plantas são pouco conhecidos e explorados.  
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2.4 CAATINGA: UMA FLORESTA SECA BRASILEIRA 

 

As florestas secas, segundo Holdridge (1967) estão em áreas com as seguintes 

características: temperatura que ultrapassa 17º C, precipitação média de 250 a 2000 mm 

e a evapotranspiração sob precipitação é maior que 1. Outros autores, como Murphy & 

Lugo (1986), apresentam as florestas secas com uma estação seca bem definida e 

consideram o padrão de 500 a 2000 mm de precipitação como média anual.  

Áreas da vegetação do México do Sul e da América Central, assim como do 

Caribe e grande parte da vegetação de florestas intratropicais do planeta é considerada 

floresta seca tropical (MURPHY & LUGO, 1995). No Brasil, essas formações 

vegetacionais fazem parte de um complexo chamado Caatinga, sendo áreas que 

apresentam uma vegetação predominantemente xerófita (ANDRADE-LIMA, 1981; 

SANTOS et al. 2014). A Caatinga faz parte do domínio das florestas tropicais 

sazonalmente secas, nomeadas de Seasonally Dry Tropical Forests (SDTFs) 

(ESPÍRITO SANTO, 2009), que sofrem gradativamente processos de degradação 

alarmantes.  

O termo “caatinga” significa “floresta branca” em tupi-guarani, pois esta 

vegetação é marcada pela perda das folhas na estação seca, sendo possível ver troncos 

opacos, quase sem vida (ALBUQUERQUE & BANDEIRA, 1995). Trata-se de um 

ecossistema exclusivo do país que possui uma vegetação influenciada por um período 

chuvoso curto e um período seco prolongado. E devido a esta característica de 

deficiência hídrica, as plantas nessas áreas apresentam-se decíduas (MURPHY & 

LUGO, 1986; RODAL, 1992). 

A Caatinga abrange vários estados do Nordeste, incluindo grande parte de 

Pernambuco (GIULIETTI et al., 2006). No Nordeste sua vegetação cobre uma área de 

800.000 Km2 (70% da região) (Figura 2), e deste percentual 50% possuem água 

subterrânea (MARACAJÁ & BENEVIDES, 2006). Sua vegetação permanece como a 

mais degradada da América do Sul e de sua área protegida, apenas 1% encontra-se em 

reservas (GIULIETTI et al. 2006). 

 As áreas da Caatinga, apesar de serem muito heterogêneas, possuindo ampla 

diversidade de espécies e endemismo, vêm passando por processos de pressões 

antrópicas (MMA, 2002; SANTOS et al. 2014). Além disto, sua biodiversidade ainda 

pouco conhecida tem sido subestimada (SILVA & TABARELLI, 2000). A vegetação 

de caatinga do município de Serra Talhada é um exemplo de área que vêm sofrendo 
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processos de degradação. Segundo o Ministério do Meio Ambiente (MMA) este sítio é 

apontado como um local de alta importância biológica, sendo prioridade para pesquisas 

científicas.   

 

Figura 2.  Mapa abrangendo as regiões da Caatinga. 

 

                 Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística – IBGE (2004). 

 

As condições extremas de habitat existentes na Catinga, como salinidade do 

solo, pouca quantidade de nutrientes e escassez de água são fatores que contribuem para 

as adaptações fisiológicas e reprodutivas das espécies deste ambiente (BEGON et al. 

2009). Os variados metabolismos que estas espécies apresentam, mediante as condições 

de estresse, podem representar recursos biotecnológicos importantes nas pesquisas 

científicas (SANTOS et al. 2015). Neste sentido, a comunidade de fungos que habita a 

Caatinga pode representar uma fonte promissora. Há dados que mostram que os fungos 

colonizadores de solos com alta salinidade, déficit de água e altas temperaturas formam 

uma rede de interações complexas neste ambiente. Sua genética e metabolismo 

diferenciado lhes permite sobreviver nessas áreas, desencadeando também para as 

plantas que habitam o mesmo ambiente um fator de resistência em condições extremas. 

E isto pode representar a descoberta de proteínas, genes ou metabólitos essenciais em 

processos biotecnológicos (HAWKSWORTH, 1991; BEZERRA et al. 2012, 2015; 

SANTOS et al. 2015). 
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2.5 MYRACRODRUON URUNDEUVA ALLEMÃO 

 

A família Anacardiaceae apresenta aproximadamente 81 gêneros e 800 espécies 

distribuídas em ambientes secos e úmidos, desde as regiões tropicais até regiões 

temperadas (PELL, 2011). A M. urundeuva Allemão (Anacardiaceae), podendo ser 

designada também com os sinônimos Astronium gardneri e A. urundeuva é 

popularmente conhecida como aroeira do sertão. É uma árvore nativa do Brasil, 

ocorrendo em várias regiões brasileiras, principalmente no Cerrado e Caatinga. Ocorre 

também em outros países como o México e a região Chaquenha, abrangendo a 

Argentina, Bolívia (na selva tucumano-boliviana) e Paraguai (Figura 3) (LORENZI, 

2008; HASSLER, 2018).  

Etimologia do termo Myracrodruon urundeuva: Myracrodruon vem de “myra”, 

que significa = bálsamo e urundeuva possui origem guarani “Iuba” que significa = 

árvore. O nome comum aroeira tem ligação com a palavra arara e a terminação eira, 

significando "árvore da arara", simbolizando a árvore que essa ave frequentemente 

pousa e vive (BRAGA, 1976).  

 

Figura 3. Mapa detalhando as áreas onde ocorrem a M. urundeuva 

 

 
Fonte: http://cncflora.jbrj.gov.br/portal/pt-br/profile/Myracrodruon%20urundeuva 
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Os frutos da aroeira do sertão são do tipo drupa globosa, sendo um fruto-

semente (FIGUEIRÔA et al. 2004) e as folhas são compostas imparipinadas, de 

inserção alterna (Figura 4). A floração ocorre entre julho e setembro e a maturação dos 

frutos entre setembro a outubro.  

 

Figura 4. Ilustração de M. urundeuva Allemão 

 

Fonte: Martius, C., Eichler, A.G., Urban, I., Flora Brasiliensis, vol. 12(2): fasicle 71, t. 85 (1876). In: 

http://botanicalillustrations.org/illustration.php?id_illustration=12459&SID=0&mobile=0&code_category

_taxon=9&size=1. 

 

Myracrodruon urundeuva Classificação (Cronquist) 

Divisão: Magnoliophyta (Angiospermae) 

Classe: Magnoliopsida (Dicotiledonae) 

Ordem: Sapindales 

Família: Anacardiaceae 

Espécie: Myracrodruon urundeuva Allemão 
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A Caatinga torna-se uma área bastante vulnerável diante do desmatamento de 

suas espécies vegetais, pois é um ambiente com a maioria dos trechos ocupados pela 

agricultura, o que pede uma ação imediata de medidas de restauração (CASTELLETI et 

al. 2004; LEAL et al. 2005). A aroeira do sertão saiu recentemente da lista das espécies 

ameaçadas de extinção, estando atualmente na escala de levemente preocupante, porém, 

por ser uma arvore muito versátil, sendo apreciada por madeireiros, deve ser conservada 

a fim de se garantir sua proteção (IUCN, 2017; MONTEIRO et al. 2012). 

M. urundeuva (Figura 5) pode atingir de 5 a 20 m de altura e o DAP (diâmetro a 

altura do peito 1,30 m do solo) de 30 a 60 cm (CARVALHO, 2003). Sua preferência é 

pelos solos calcários e férteis e sua madeira constitui-se de alta resistência contra fungos 

xilófagos, não apodrecendo facilmente ao entrar em contato com a água (PAES et al., 

2009). Segundo Lorenzi (2008) esta espécie é heliófita e também seletiva xerófita, 

perdendo suas folhas na estação seca. Sua madeira é bastante utilizada por ser muito 

pesada, sendo resistente e durável, apresentando um alto valor econômico (MEDINA, 

1966) e sua casca contém grandes quantidades de tanino, fazendo com que seja útil para 

o processo do curtimento do couro (SOUZA et al. 2007). 

 

Figura 5. Exemplar de M. urundeuva Allemão (aroeira do sertão). 

 

         
     Fonte: APNE/CNIP 
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O Brasil é o país que tem a maior diversidade genética de plantas no mundo, 

mas apenas 10% teve suas características biológicas analisadas. Ainda há poucas 

pesquisas em torno do substrato natural de alto valor dessas plantas (DO AMARANTE 

et al. 2011). A aroeira do sertão apresenta importantes propriedades químicas e 

medicinais (Tabela 3), tendo um amplo uso farmacológico, sendo frequentemente usada 

por pessoas, principalmente de zonas rurais do sertão do Nordeste do Brasil para 

diversas finalidades, como o óleo para limpeza de pele, infecções e para combater 

micoses (BALBACH, 1995; OLIVEIRA et al. 2010). Esta planta também é utilizada 

por populações de países da América do Sul, como a Bolívia na medicina popular 

(DEHARO et al. 2004).  A casca de sua madeira possui substâncias fenólicas como 

flavonóides e chalconas diméricas, as urundeuvinas (VIANA et al. 1995; BERNARDES 

et al. 2011), sendo utilizada para fins anti-inflamatórios, anti-alérgicos, adstringentes e 

cicatrizantes, além disto, as folhas são usadas para o tratamento de úlceras, e já há 

pesquisas relacionadas ao tratamento do câncer (ALMEIDA et al. 1998; VIANA et al. 

1995; MAHMOUD et al. 2011). Outros estudos relataram o potencial da enzima lectina 

isolada das folhas desta planta contra larvas do mosquito Aedes aegypt (SÁ et al. 2009). 

 

Tabela 3. Substâncias químicas encontradas nas folhas e cascas da M. urundeuva.  

 

Substâncias químicas das folhas de 

M. urundeuva 

Substâncias químicas da casca da 

madeira de M. urundeuva 

Galotaninos Lectina 

Ácido gálico Chalconas diméricas (urundeuvinas) 

Galato de metila Tanino 

Galato de etila Ácido gálico 

Ácido clorogênico Galato de metila 

Ácido protocatecuico Galato de etila 

 Ácido clorogênico 

 Ácido protocatecuico 

Fonte: Tabela adaptada de dados de Viana et al. (1995); Souza (2007); Sá (2009); Souza (2012). 

 

 2.6 FUNGOS ENDOFÍTICOS DE PLANTAS DA FAMÍLIA ANACARDEACEAE 

 

Uma das principais características das espécies da família Anacardeaceae é a 

presença de resina em seus troncos lenhosos e um sabor característico de terebintina nas 

partes em desenvolvimento da planta que lembra o sabor do fruto verde da mangueira 

(Mangifera indica), uma das mais conhecidas espécies dentro da família. Outros 

exemplos são: Anacardium occidentale, (cajueiro), Espondia tuberosa arruda 

(umbuzeiro), Schinus terebinthifolius (aroeira da praia), e a M. urundeuva (aroeira do 

sertão) com um amplo uso na medicina popular (SOUZA & LORENZI, 2005). 



Pádua, Ana P. S. L. - Diversidade e potencial de fungos endofíticos isolados...         32 

 

 

 

De espécies vegetais medicinais da família Anacardeaceae já foram isolados fungos 

endofíticos de Schinus terebinthifolius (Aspergillus, Penicillium, Phomopsis, Alternaria, 

Phomopsis, Colletotrichum e o actinomiceto Streptomyces) (GOMES, 2008; TONIAL, 

2014) e de Anacardium occidentale isolou-se espécies do gênero Fusarium, assim como 

em Mangifera indica (FREIRE & BEZERRA, 2001).  Existem poucos estudos da 

comunidade endofítica da espécie M. urundeuva, já tendo sido registrados fungos no 

Brasil, isolados do caule, como Aspergillus niger, das folhas e cascas Pestalotiopsis 

guepinii, Guignardia mangiferae, Phomopsis sp. e Pseudofusiccocum stromaticum 

(SOUSA et al. 2013; RODRIGUES et al., 2004; RODRIGUES et al. 2005; 

GONÇALVES, 2014). 

 

2.7 RELAÇÃO DOS FUNGOS ENDOFITICOS COM ENZIMAS 

ANTICANCERÍGENAS 

 

Os fungos endofíticos formam um grupo seleto, apresentando características 

peculiares e habitando uma diversidade de nichos ecológicos, sendo, portanto excelentes 

para os processos biotecnológicos. Muitas espécies são capazes de produzir enzimas 

(amilase, lipase, pectinase, renina e protease) (ALVES et al. 2002; BEZERRA et al., 

2012) e outras são fontes de aplicação de compostos anticancerígenos (STROBEL & 

DAISY 2003; KHARWAR et al. 2008).  

A maioria dos fungos endofíticos que habitam o interior das plantas medicinais 

mantêm uma relação ainda desconhecida com estes vegetais, podendo beneficiar seus 

hospedeiros, como mostram estudos de Yang et al. (1994) ao relatar Phoma sp. como 

um endófito mutualista, obtendo nutrientes e proteção da planta e sendo capaz de 

produzir o altersolanol, um antibiótico que confere ao seu hospedeiro proteção contra 

doenças bacterianas. 

Já se sabe que alguns compostos isolados de plantas medicinais foram 

posteriormente isolados de fungos endofíticos que as habitavam (VENIERAKI et al. 

2017), o que indica uma possível relação ecológica entre ambos. Este fator pode 

representar um benefício, pois reisolar compostos de vegetais são processos limitados e 

dependentes de fatores geográficos, climáticos e da preservação de habitats 

(KHARWAR et al. 2011). Dessa forma, o uso dos compostos advindos de fungos 

endofíticos pode vir a suprir a demanda de extração de produtos naturais a partir de 
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vegetais, minimizando a ameaça que algumas espécies enfrentam de se extinguir 

(PEIXOTO NETO et al. 2002).  

O progresso das pesquisas de produtos naturais isolados a partir de 

microrganismos teve muitos avanços para os estudos oncológicos (COSTA-LOTUFO et 

al. 2010). Estudos de Wiyakrutta et al. (2004) constataram que fungos endofíticos 

isolados de plantas medicinais de florestas da Tailândia apresentaram atividade contra 

células de carcinoma epidermóide oral humano e também contra células de câncer de 

mama. O fungo endofítico Taxomyces andreanae isolado a partir da planta medicinal 

Taxus brevifolia Nutt. (Taxaceae) foi um dos fungos pioneiros nos estudos para o 

tratamento do câncer por sua capacidade de produzir o taxol.  Este composto 

diterpenóide terapêutico (STIERLE et al. 1993) também já foi isolado de outras plantas 

do gênero Taxus (PEIXOTO NETO et al. 2002). Outro exemplo de fungo produtor do 

taxol é o Stegolerium kukenani, isolado a partir da espécie tropical Stegolepis 

guianensis (Rapateaceae), uma planta nativa de Roraima (Brasil) e da Venezuela 

(STROBEL et al. 2001). Relatos também mostram a atividade anticancerígena do fungo 

Tubercularia sp, isolado da planta medicinal T. marei (Taxaceae) (WANG et al. 2000). 

Outras substâncias também já foram encontradas em fungos endofíticos, como a 

vickicristina ou leurocristina, importante alcalóide no tratamento da leucemia, isolada 

do fungo Fusarium oxysporum, endófito da planta medicinal Catharanthus roseus 

(Apocinaceae) (KUMAR et al. 2013). 

 Desde a década de 60, os estudos da atividade antitumoral da enzima L-

asparaginase produzida por microrganismos vem sendo divulgados (MASHBURN & 

WRISTON 1964; VERMA et al. 2007; WINK et al. 2010; LOPES et al. 2015). As 

bactérias Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi são os micro-organismos modelos de 

produção da L-asparaginase terapêutica. Entretanto, a enzima isolada de bactérias pode 

apresentar efeitos colaterais nos pacientes (KUMAR et al, 2013). Por outro lado, 

pesquisas apontam os fungos como alternativas na produção da enzima, pois, há menor 

efeito colateral e menor imunogenicidade, sendo mais viáveis para o uso terapêutico 

(SARQUIS et al. 2004; SANTOS et al. 2015). 

 

2.8 CARACTERÍSTICAS DA ENZIMA L-ASPARAGINASE 

 

A partir de estudos de Broome (1965), mediante experimentos envolvendo 

cobaias de ratos, houve um grande progresso nas pesquisas com a enzima L-
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asparaginase (SARQUIS et al. 2004;  LOPES et al. 2015; SANTOS et al. 2015; 

KRISHNAPURA & BELUR 2016; DORIYA & KUMAR,  2016). A L-asparaginase 

amino-hidrolase (EC 3.5.1.1), abreviada por L-ASNase é a enzima capaz de converter o 

aminoácido L-asparagina em ácido aspártico e amônia durante o tratamento de diversos 

tipos de câncer (Figura 6), como a leucemia linfoblástica aguda (LLA), doenças 

malignas do sistema linfoide e linfomas de Hodgkin, sendo alvo de inúmeras pesquisas 

nos últimos anos (BROOME, 1965; APPEL et al. 2007; DUVAL, 2002). Além disto, ela 

é utilizada na indústria de alimentos para prevenção da formação de acrilamida nos 

alimentos processados a altas temperaturas. A acrilamida possui efeito neurotóxico, 

apresentando-se como carcinogênica para humanos (MOHAN KUMAR et al. 2013). A 

L-asparaginase pode ser encontrada em vários organismos como animais, inclusive no 

soro de alguns roedores, também em plantas e microrganismos, porém ela é ausente em 

seres humanos (EL-BESSOUMY et al. 2004).  

 

Figura 6. Esquema ilustrando o processo de reação da enzima L-asparaginase 

 

 
 

Fonte: https://www.researchgate.net/figure/271316401_fig1_Fig-1-Schematic-illustration-of-the 

reaction-mechanism-of-L-asparaginase.  

 

2.9 PRODUÇÃO DE L-ASPARAGINASE POR FUNGOS ENDOFÍTICOS 

 

Nos últimos anos, os estudos avançaram no desenvolvimento de medicamentos 

obtidos a partir de fontes naturais. Em 2003, aproximadamente 40% dos medicamentos 

terapêuticos eram de fontes naturais (25% obtidos de plantas, 13% de microrganismos e 

3% de animais) (CALIXTO, 2008). Esse valor aumentou e em 2011 o valor de 40% 

passou para 50% (SACCARO JÚNIOR, 2011). 
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No Brasil, a primeira causa de morte por doença entre crianças e adolescentes de 

1 a 19 anos continua sendo o câncer. O Brasil importa o fármaco L-asparaginase de uma 

empresa chinesa, porém, o país já esteve desabastecido do medicamento (MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2017; INCA, 2017). Atualmente, a produção de L-asparaginase 

terapêutica é realizada por dois micro-organismos modelos: a Escherichia coli e a 

Erwinia chrysanthemi. No entanto, a produção da enzima através destas bactérias pode 

desencadear efeitos colaterais nos pacientes por sua origem procariótica. Uma 

alternativa seria a utilização dos fungos para produção da L-asparaginase, como mostra 

estudos de Sarquis et al. (2004) com esta enzima. A literatura mostra que vários estudos 

já foram realizados com fungos para a produção da enzima L-asparaginase. As espécies 

dos gêneros Fusarium, Aspergillus e Penicilium são reconhecidas como as principais 

produtoras. Exemplos: Aspergillus acolumnaris, A. alliaceus, A. amstelodami, A. 

awamori, A. flavus, A. japonicus, A. nidulans, A. niger, A. niveus, A. oryzae, A. 

penicilliformis, A. puniceus, A. striatus, A. sunderbanii, A. tamarii, A. terreus, A. wentii, 

de Fusarium anguioides, F. caucasicum, F. culmorum, F. moniliforme, F. oxysporum, 

F. roseum, F. semitectum, F. solani, F. tricinctum, Penicillium aculeatum, P. 

chrysogenum, P. citrinum, P. claviforme, P. crustosum, P. digitatum, P. expansum, P. 

granulatum, P. nelicum, P. nigricans. Também já foram relatados Cladosporium sp., 

Tilachlidium humicola e Verticillium malthoasei produzindo L-asparaginase (SCHEETZ 

et al. 1971; NAKAHAMA et al. 1973; GULATI; et al. 1997; SARQUIS et al. 2004; 

RANI et al. 2012; TIPPANI & SIVADEVUNI, 2012; MOHAN KUMAR & 

MANONMANI, 2013; IMADA et al. 1973; NIHARIKA et al. 2014).  

O estudo da produção da enzima vem focando cada vez mais na produção a 

partir de fungos endofíticos, como fungos isolados de cactos da Caatinga (SANTOS et 

al. 2015). Os fungos endofíticos isolados de tecidos internos de plantas medicinais pode 

representar um benefício, já que essas plantas possuem substâncias específicas 

terapêuticas e compostos bioativos que podem estar presentes na sua comunidade de 

fungos (STROBEL et al. 2001). De plantas medicinais já foram isolados os seguintes 

gêneros de fungos endofíticos produtores de L-asparaginase: da Withania somnifera: 

Alternaria, Chaetomium, Cladosporium, Petromyces e Pleospora (MOHARRAM et al., 

2016), fungos do gênero Colletrothichum da planta medicinal Pereskia bleo (CHOW & 

TING, 2014). De Tabernaemontana heyneana foram isoladas espécies de Fusarium 

spp. que apresentaram uma alta atividade da enzima (MANASA & NALINI, 2014) e 
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Theantana et al. (2009) relataram Fusarium, Penicillium e Collethotrichum de plantas 

medicinais da Tailândia como produtoras de L- asparaginase.  

Diante da abordagem literária, o presente trabalho contribuirá para fornecer 

dados importantes para o conhecimento da diversidade de fungos endofíticos da planta 

medicinal M. urundeuva em áreas de brejo de altitude e de Caatinga. Além disto, devido 

a crescente busca por microrganismos que produzam a enzima L-asparaginase, torna-se 

importante o conhecimento sobre o potencial de fungos de plantas de ambientes ainda 

não explorados, visando colaborar nos estudos desta enzima tão solicitada atualmente. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 LOCALIZAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DAS ÁREAS DE ESTUDO 

As amostras foram coletadas em áreas de brejo de altitude, no município de 

Triunfo- PE e de Caatinga no município de Serra Talhada-PE. O município de Triunfo-

PE está inserido geologicamente na província da Borborema. Segundo classificação de 

Köppen (1948), o clima nessa região de maciço montanhoso é do tipo CW, 

mesotérmico, apresentando inverno seco e verão chuvoso e temperatura média anual de 

25° C, podendo ter mínima de 12° C e máxima de 30° C. No estado de Pernambuco, 

Triunfo (Figura 7) é a mais elevada cidade do estado (altitude na área urbana varia entre 

950 a 1095 m). Neste munícipio está situado o segundo pico mais elevado do estado, o 

Pico do Papagaio, com 1165m (IBGE, 2014). A vegetação deste setor apresenta 

composição arbórea, com floresta estacional subcaducifólia tropical plúvio-nebular - 

brejo de altitude (ANDRADE-LIMA, 1966; PORTO et al. 2004). 

O município de Serra Talhada- PE, (altitude: 429m) está localizado no Vale do 

Pajeú. Segundo a classificação climática de Köppen (1948), o clima é do tipo BSwh, ou 

seja, clima semiárido, com precipitações escassas e mal distribuídas durante o ano, com 

temperatura média anual de aproximadamente 25° C, podendo ultrapassar os 30° C em 

períodos quentes. A vegetação deste setor apresenta-se de arbórea a arbustiva-arbórea, 

com característica de floresta estacional caducifólia espinhosa - caatinga arbórea 

(ANDRADE-LIMA, 1966; LEAL et al. 2005). 

Em áreas de brejo de altitude, assim como em áreas de caatinga há inúmeros 

locais onde a espécie vegetal M. urundeuva pode ser encontrada, já tendo sido relatada 

por Ferraz et al. (1998), tanto em trechos de Triunfo como em Serra Talhada, sendo 

comum nos dois ambientes, possuindo distribuição na grande floresta atlântica 

(RIZZINI, 1963). As amostras de áreas de brejo de altitude foram coletadas em uma 

propriedade rural, no sítio Mata redonda, situado no município de Triunfo-PE, 

aproximadamente quatro quilômetros, afastando-se do centro da cidade, coordenadas 

7°49’32.99”S. 38°6’54. 21” O (Figuras 8 e 9). E as amostras de áreas de Caatinga foram 

coletadas na Fazenda Saco, pertencente a uma propriedade do Instituto Agronômico de 

Pernambuco (IPA), município de Serra Talhada-PE, coordenadas 7°57’21.38”S 

38°17’43.92” O (Figuras 10; 11 e 12). A Fazenda Saco possui 3.200 hectares dos quais 

887,24 fazem parte o Parque Estadual Mata da Pimenteira, uma unidade de 
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Conservação Estadual. As coletas do material vegetal das duas áreas ocorreram na 

estação seca, no mês de julho de 2016.  

 

Figura 7. Brejo de altitude no município de Triunfo-PE. 

 

 
         Fonte: https://www.bloggertriunfope.blogspot.com.br 

 

Figuras 8 e 9. Vista de duas áreas de coletas em áreas de brejo de altitude no município de Triunfo-PE. A: 

área 1 e B: área 2. 

   

Fonte: Pádua, A. P S. L. 
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Figura 10. Vista do açude Saco, localizado na fazenda saco, no município de Serra Talhada-PE 

. Fonte: Edinilza Maranhão 

Figuras 11 e 12. Vista de duas áreas de coletas nas proximidades do açude Saco no município de Serra Talhada-PE. 

A: área 1  e B: área 2. 

Fonte: Pádua, A. P S. L. 

3.2 COLETA E PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL 

Foram coletados folíolos (Figura 13) sadios de oito exemplares diferentes de M. 

urundeuva em brejo de altitude e oito em Caatinga, sendo obtidas 48 amostras em cada 

área, totalizando 96 amostras. É importante destacar que os folíolos de brejo de altitude 

encontrados foram de plantas mais velhas e os de Caatinga de plantas mais jovens, não 

sendo este um critério determinante no estudo. O material vegetal foi acondicionado 

individualmente (seis folíolos por exemplar) em sacos plásticos, transportado para o 

laboratório, e processado dentro de 48 h. O processamento dos folíolos para o 

isolamento de fungos endofíticos seguiu procedimentos de Bezerra et al. (2013; 2015), 

que envolve assepsia e fragmentação do tecido vegetal. Os folíolos foram lavados 

superficialmente com água e detergente para remoção de impurezas e logo em seguida 
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enxaguados com água destilada. Na sequência, foram mergulhados em álcool 70% por 

um minuto, retirados e mergulhados em hipoclorito de sódio (2 – 2,5%) por três 

minutos. Em seguida foram mergulhados novamente no álcool 70% por um minuto, e 

por fim passaram por três lavagens seguidas de água destilada em recipientes diferentes. 

A fragmentação do tecido vegetal ocorreu com auxilio de uma lâmina de bisturi 

esterilizada. Foram trinta fragmentos por planta, totalizando 672 fragmentos vegetas 

distribuídos em sete fragmentos por placa, totalizando 104 placas. Destas, 48 placas da 

área brejo de altitude e 48 placas da área Caatinga com meio BDA com clorafenicol 

(100mgL-1) e das oito placas restantes, quatro da área brejo de altitude e quatro da área 

Caatinga com meio CDM (Czapeck- Dox modificado) com o aminoácido L-asparagina 

para um teste inicial de seleção de fungos com potencial para produzir a enzima L-

asparaginase.  

Figura 13. Exemplar de galho de M. urundeuva coletado em brejo de altitude 

         Fonte: Pádua, A. P S. L. 

Na sequência, todas as placas de Petri foram incubadas em uma BOD na 

temperatura de 25ºC e o crescimento dos fungos acompanhado por até 30 dias (Figura 

14). Os fungos isolados foram purificados e mantidos nos meios de cultura adequados 

para identificação morfológica e/ou molecular (para aqueles que não foi possível a 

identificação por análises morfológicas). Para o controle de desinfestação superficial 

dos folíolos, foi retirado 0,1ml da última água da lavagem da desinfestação e semeado 

em placas com meio BDA com clorafenicol (100mgL-1).  
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Figura 14. Esquema representando o isolamento dos fungos endofíticos dos folíolos de M. urundeuva. 

Fonte: Pádua, A. P S. L. 

Foi obtido um comprovante de registro para coleta de material botânico, fúngico e 

microbiológico expedido pelo (ICMBio) Instituto Chico Mendes de Conservação da 

Biodiversidade. As coleções de plantas foram registradas sob o número 61879-1 e pelo 

código de autenticação 89369941(Anexo A). As culturas representativas dos fungos 

endofíticos isolados foram depositadas na coleção de cultura URM (Micoteca URM 

Profa. Maria Auxiliadora Cavalcanti ISO 9001: 2015) na Universidade Federal de 

Pernambuco, Recife, Brasil. 

3.3 IDENTIFICAÇÃO DOS FUNGOS 

Para a identificação dos fungos, primeiramente todas as culturas foram 

inoculadas em placas com meio BDA e transferidas para BOD com temperatura de 

25°C, onde o crescimento foi acompanhado por até sete dias. A partir dai foram 

observadas as características macromorfológicas das culturas e os fungos foram 

agrupados em possíveis gêneros diferentes. Para uma análise mais precisa todas as 

culturas foram identificadas por meio do sequenciamento da região ITS e do domínio 

D1/D2 do LSU. A extração do DNA genômico foi realizada conforme instruções do 

fabricante do kit de extração de DNA “Wizard Genomic DNA Purification Kit” com 
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algumas modificações de Bezerra et al. (2017). Todo o procedimento foi realizado 

utilizando luvas apropriadas. Para amplificação da região ITS foram utilizados os 

primers ITS1 e ITS4 (WHITE et al. 1990; O’DONNELL,1993). As análises de PCR 

foram realizadas conforme descrito por Bezerra et al. (2017). Os produtos amplificados 

foram purificados e sequenciados na Plataforma Tecnológica de Genômica e Expressão 

Gênica do Centro de Biociências (CB) da UFPE. 

3.4 ANÁLISES FILOGENÉTICAS 

Pesquisas usando a ferramenta BLASTn no banco de dados GenBank no NCBI 

foram usadas para verificar a relação de todas as sequências de rDNA de ITS. Após este 

primeiro resultado, as sequências selecionadas foram depositadas no GenBank e 

alinhadas com as sequências obtidas neste estudo para verificar sua relação com base 

nas análises de máxima verossimilhança (ML) e inferência bayesiana (BI). A interface 

MAFFT on-line (KATOH & STANDLEY 2013) foi usada para realizar o alinhamento e 

o programa MEGA v. 7.0 (KUMAR et al. 2016) foi usado para ajustes de sequências. A

análise ML foi realizada usando o MEGA v. 7.0 com 1000 reamostragens de bootstraps. 

O BI foi conduzido por MrBayes 3.1.2 (RONQUIST & HUELSENBECK, 2003) 

lançado a partir de Topali 2.5 (MILNE et al., 2004), utilizando duas corridas ao longo de 

1 x 106 gerações com um valor de 25%. O modelo de substituição de nucleotídeos foi 

estimado pela ferramenta on-line Findmodel 

(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/findmodel/findmodel.html), que sugeriu o 

modelo Jukes-Cantor (JC). A árvore obtida foi impressa com TreeView v. 1.6.6 (PAGE, 

1996). As seqüências ITS geradas foram depositadas no GenBank (XX9999-YY9999). 

3.5 ANÁLISES ECOLÓGICAS E ESTATÍSTICAS 

A taxa de colonização (TC) foi obtida através da razão entre o número de 

fragmentos colonizados (Nf) e o número total de fragmentos (Nt) isolados do tecido 

vegetal, multiplicado por 100 (TC=Nf/Nt X 100) (ARAÚJO et al. 2002). 

Foi calculado o índice de diversidade de riqueza (S) e Shannon-Wiener (H ') de 

endófitos fúngicos para todas as amostras. A riqueza foi definida como o número de 

espécies em cada amostra e o índice de diversidade de Shannon-Wiener (H ') calculado 

com base na equação H' = -Σ (Pi ln (Pi)), onde Pi = ni / N, ni = número de isolados 



Pádua, Ana P. S. L. - Diversidade e potencial de fungos endofíticos isolados...         43 

endofíticos da espécie i, N = número total de isolados endofíticos de todas as espécies 

(SHANNON-WEAVER, 1949) e para fins estatísticos, os valores de H 'foram 

convertidos em Exp (H'). O valor alfa de Fisher foi calculado com base na equação S = 

α * ln (l + n / α), onde S é o número de taxa, n é o número de isolados e α é o alfa de 

Fisher (FISHER et al. 1943). As curvas de acumulação de espécies foram determinadas 

e a riqueza total (observada) foi comparada com a estimativa usando o índice Chao de 

primeira ordem (Chao 1) para avaliar a suficiência do esforço de amostragem. 

A permutação de análise de variância multivariada (PerMANOVA), com base na 

distância de Bray-Curtis, foi aplicada para testar se os conjuntos de fungos endofíticos 

diferiram entre os ecossistemas e a escala multidimensional não-métrica (NMDS) 

aplicada para visualizar graficamente a organização de amostras em espaços 

bidimensionais empregando o Funciona metaMDS e ordiplot. Essas análises foram 

realizadas utilizando dados de abundância relativa. 

Os diagramas de Venn foram construídos usando a ferramenta DrawVenn 

disponível on-line (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/). A análise de 

indicadores de espécies (ISA) foi realizada para detectar possíveis associações entre 

espécies de fungos e ambientes AM. Os valores de indicação (IndVal) foram calculados 

para cada espécie e o significado determinado pelo teste de Monte Carlo usando 9999 

permutações (DUFRENE & LEGENDRE, 1997). Uma espécie foi considerada um 

indicador para cada área quando apresentou p <0,05 e IndVal ≥25%. 

Todas as análises foram realizadas com o software R v.3.4.3 (R Development 

Core Team, 2017). O PerMANOVA foi conduzido usando a função adonis, NMDS, 

riqueza (observada e estimada) e a diversidade de fungos endofíticos em cada amostra 

foi calculada usando o pacote "vegano" (OKSANEN et al. 2017). A ISA foi realizada 

utilizando "indícios de índices" com 9999 permutações (DE CACERES E LEGENDRE 

2009). As diferenças de riqueza e diversidade de fungos endófiticos entre as áreas foram 

avaliadas utilizando uma análise de variância unidirecional (ANOVA) implementada no 

pacote agricolae (DE MENDIBURU, 2017). 

3.6 SELEÇÃO DE FUNGOS QUANTO À PRODUÇÃO DE L- ASPARAGINASE 

(ASNASE)  

Foram selecionados 20 fungos para a etapa da produção da enzima L-

asparaginase, onde utilizou-se dez isolados correspondentes a nove gêneros de fungos 
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identificados previamente no primeiro teste de produção da enzima (primeiro screening) 

e outros dez fungos isolados do meio CDM modificado no teste inicial de fungos com 

potencial para produzir L-asparaginase para o segundo screening. Os dois ensaios 

tiveram a metodologia padronizada. Segue a lista dos códigos dos fungos selecionados:  

Primeiro screening: 

➢ C1 (URM 7780); C9 (URM 7786); C18 (URM 7779); C22 (URM 7785); C20

(URM 7778); (Isolados de Caatinga)

➢ B7 (URM 7787); B18 (URM 7797); B61(URM 7788); B104 (URM 7796);

B109 (URM 7789); (Isolados de brejo de altitude)

Segundo screening: 

➢ CDM 1B (URM 7781); CDM 2B (URM 7790); CDM 3B (URM 7782); CDM

5B (URM 7783); CDM 6B (URM 7792); CDM 8B(URM 7784); CDM 9B

(URM 7794); CDM 10B (URM 7795); (Isolados de meio CDM de brejo de

altitude)

➢ CDM 4C (URM 7791); CDM 7C (URM 7793); (Isolados de meio CDM de

Caatinga)

Para a preparação do inóculo, os isolados de fungos selecionados, previamente 

armazenados em água e glicerol em freezer foram reativados em meio de cultura batata-

dextrose-ágar (BDA), em placas, durante sete dias ou até seu completo 

desenvolvimento. Duas etapas foram realizadas para o primeiro passo da produção da 

enzima, utilizando procedimentos de Loureiro et al. (2012) com adaptações. 

A) Etapa pré-fermentativa: primeiramente foi preparado o meio Czapex Dox’s

modificado (CDM) (SAXENA & SINHA, 1981), composto por glicose (2,0 g/L), L-

asparagina (10,0 g/L), KH2PO4 (1,52 g/L), KCl (0,52 g/L), MgSO4.7H2O (0,52 g/L), 

CuNO3.3H2O (0,001 g/L), ZnSO4.7H2O (0,001 g/L), FeSO4.7H2O (0,001 g/L), pH 6,2. 

Na etapa de pré-fermentação foram utilizados 50 mL do meio CDM contidos em frascos 

de Erlenmeyer (250 mL), onde cinco discos de 5 mm de micélio das culturas foram 

inoculados e incubados a 37°C, a 120 rpm por 96 horas. Após esse período, as culturas 

foram filtradas com auxílio de bomba de vácuo, Kitassato e funil de Büchner, utilizando 

papel de filtro Whatman nº 1.  

B) Etapa fermentativa: na etapa da fermentação, todo o micélio coletado na pré-

fermentação foi inoculado em frascos de Erlenmeyer (250 mL) contendo 50 mL do 

meio CDM (sem glicose) e incubados a 37°C, a 120 rpm por 96 horas. Após esse 
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período, as culturas foram filtradas utilizando papel de filtro Whatman nº 1 e a biomassa 

obtida foi utilizada para determinar a atividade enzimática. 

3.7 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DA ENZIMA L-ASPARAGINASE 

A determinação da atividade da enzima foi feita de acordo com Loureiro et al. 

(2012) em que 0,6 mL Tris-HCl (20 mM, pH 8,6), 0,2 mL L-asparagina (100 mM), 0,2 

mL hidroxilamina pH 7,0 (1 M) e 1g do micélio de cada cultura obtido da etapa da 

fermentação foram incubados a 37°C por 30 minutos, sendo adicionado na sequência a 

essa mistura 0,5 ml de solução de cloreto férrico/TCA/HCl para interromper a reação. 

Para o preparo do branco foi adicionado 0,5ml de cloreto férrico e, posteriormente, 1g 

de micélio. Em seguida a mistura foi centrifugada a 5.000 rpm por 5 minutos, 2ml de 

sobrenadante foi retirado com o auxilio do pipetador e transferido para as cubetas de 

vidro, onde as amostras foram lidas em espectrofotômetro a 500 nm. A partir dai, para a 

leitura, uma unidade de L-asparaginase valerá como a quantidade de enzima que 

catalisa a formação de 1 µmol de β-hidroxâmico aspártico por minuto por mililitro 

(U/mL). As análises foram realizadas em triplicata e comparadas ao branco da amostra. 

O melhor produtor foi definido como o fungo capaz de produzir a maior quantidade de 

U/g -1 para a atividade intracelular dentre as cepas testadas neste estudo.  

3.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA DA ATIVIDADE DA L-ASPARAGINASE 

O teste não paramétrico de Kruskal-Wallis foi utilizado para determinar se houve 

diferença estatisticamente significativa (p <0,05) entre os resultados da produção de L-

asparaginase pelos fungos endofíticos testados. Este teste permite comparar duas ou 

mais amostras independentes de tamanhos iguais ou diferentes e não assume 

normalidade para os resíduos correspondentes. Todos os cálculos foram feitos usando o 

software R development Core Team (2015). 

3.9 LISTA DOS MEIOS DE CULTURA E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS 

NESTE TRABALHO 

No apêndice A (Apêndice) e no apêndice B (Apêndice) são apresentados em duas 

listas os meios de cultura e os equipamentos, respectivamente que foram utilizados no 
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presente estudo. 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 ISOLAMENTO A PARTIR DOS FOLÍOLOS DE M. URUNDEUVA 

Dos 672 fragmentos vegetais utilizados dos folíolos das duas áreas foram 

obtidos 187 fungos endofíticos da planta M. urundeuva, sendo 152 de brejo de altitude e 

35 de Caatinga (Figura 15). Foram isolados apenas fungos filamentosos, onde uma vez 

purificados, os isolados foram designados, adotando-se as iniciais do nome das áreas de 

coleta (B- brejo de altitude e C- Caatinga) seguido de um número que designa o isolado 

(B1, B2... B141/ C1, C2... C30) e para os isolados do meio CDM, usou-se a sigla do 

meio, o número que designa o isolado e as iniciais do nome das áreas de coleta: C-

Caatinga e B-brejo de altitude (CDM 1B... CDM 10B; CDM 1C... CDM 7C). 

A riqueza dos fungos endofíticos observados neste estudo foi semelhante a 

outras pesquisas realizadas em ambientes secos (FISHER et al. 1994; KHIDIR et al. 

2010; LORO et al. 2012; BEZERRA et al. 2012, 2013; SILVA-HUGHES et al. 2015), 

exceto o registrado para o brejo de altitude, que tem maior semelhança com a riqueza 

registrada em florestas úmidas. 

Figura 15. Fragmentos colonizados por fungos em meio BDA de brejo de altitude (B, C), em 

meio BDA de Caatinga (A, D, E) e de meio CDM - brejo de altitude (F) após 15 dias de encubamento das 

placas. 

   Fonte: Pádua, A. P S. L. 



Pádua, Ana P. S. L. - Diversidade e potencial de fungos endofíticos isolados...         47 

A diferença na riqueza de fungos de ambientes diferentes pode estar relacionada 

a diversos fatores ambientais, como o perfil heterogêneo dos micro-habitats, relações 

ecológicas entre fungos e substratos, mudanças climáticas e vegetacionais e tipo de 

tecido da planta hospedeira, como tem demonstrado vários relatos na literatura 

(ARNOLD & LUTZONI 2007; NASCIMENTO et al. 2015; KOIDE et al. 2017). Um 

fator importante é a radiação solar mais intensa na área de Caatinga o que pode ter 

interferido no número de fungos. Segundo Petrini (1986) a diferença de intensidade e 

exposição solar é um fator determinante para a população de fungos endófiticos, pois 

estes miroorganismos são sensíveis à intensa radiação solar. Outro fator, segundo 

Pimentel et al. (2006) é a presença de maior umidade nas matas, o que desencadeia 

maior sobrevivência dos fungos endofiticos, e em ambientes de maior incidência de 

radiação solar as folhas tendem a ressecar com mais facilidade.  

É importante ressaltar que comparar dados de estudos de fungos endofíticos é 

complexo devido às diferenças encontradas nas metodologias utilizadas, como o 

tratamento das amostras de tecidos da planta e o esforço amostral (CANNON & 

SIMMONS, 2002; ARNOLD et al. 2001). Dadas às informações, este é o primeiro 

estudo que relata uma grande amostragem de fragmentos analisados da planta M. 

urundeuva. 

O maior número de isolados encontrados foi nas folhas mais velhas de ambiente 

de brejo de altitude.  Este fato pode estar relacionado à maturação das folhas, que 

proporciona uma condição favorável à colonização dos fungos endofíticos. Neste caso, 

o tempo maior de exposição do tecido analisado às condições ambientais foi um dos

fatores determinantes no desenvolvimento dos fungos, como já foi observado em 

estudos de Arnold & Herre (2003) com folhas de Theobroma cacao, de Plumeria rubra 

(SURYANARAYANAN & THENNARASAN, 2004) e de folhas de Baccharis 

dracunculifolia (OKI et al. 2009). 

4.2 IDENTIFICAÇÃO DOS ISOLADOS DE FUNGOS ENDOFÍTICOS DE M. 

URUNDEUVA  

Dos 187 fungos endofíticos isolados dos folíolos de M. urundeuva, todos foram 

agrupados de acordo com a morfologia, e destes, 30 fungos não foram mais capazes de 
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crescer no meio de cultura BDA, 153 tiveram o DNA extraido, que foi amplificado. As 

sequências obtidas foram utilizadas para busca das mais similares depositas no 

GenBank, utilizando a ferramenta BLASTn. Foram totalizados 12 gêneros diferentes 

(Figura 16).  

Figura 16. Morfologia de representantes dos gêneros identificados no presente estudo, em meio BDA 

após 10 dias de desenvolvimento. A: Earlliella sp,, B: Talaromyces sp, C: Phyllosticta sp., D: Diaporthe 

sp. E: Colletotrichum sp. F: Sarocladium sp., G: Neofusicoccum sp., H: Alternaria sp. I: Rinocladiella J: 

Incertai sedis (Diaporthale), K: Exserohilum, L: Penicillium. 

Fonte: Pádua, A. P S. L. 

Dos 12 gêneros obtidos, Diaporthe sp. foi o mais prevalente (43%), em seguida 

Phyllosticta sp. (22%); Colletotrichum sp. (11%); Talaromyces sp. (6%); Penicilium sp. 

(4%); Excerohilum sp. (5%); Alternaria sp. (3%); Sarocladium sp. (2%); (1%); 

Neofusicoccum sp. (1%); Rinocladiella sp. (1%); Earliella sp. (1%) e incertae sedis 

(1%) (Figura 17).  
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Figura 17. Percentual dos gêneros de fungos de brejo de altitude e Caatinga 

Os isolados identificados como Diaporthe foram os mais frequentes em M. 

urundeuva (66 isolados pertencentes a 15 possíveis morfo espécies), seguidos por 

Phyllosticta (34 isolados pertencentes a uma morfo-espécie), Colletotrichum (17 

isolados pertencentes a uma morfo-espécie), Talaromyces (10 isolados pertencentes a 

uma morfo-espécie), Penicillium (sete isolados pertencentes a três morfo-espécies), 

Exserohilum (oito isolados pertencentes a uma morfo-espécie), Sarocladium Terricola 

(três isolados pertencentes a uma morfo-espécie), Alternaria (três isolados pertencentes 

a duas morfo-espécies), e os seguintes taxa foram isolados apenas uma vez: Earliella 

scabrosa, Neofusicoccum sp., Rhinocladiella sp. e incertae sedis em Diaporthales (um 

isolado) (Figura 18).  
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Figura 18. Gráfico apresentando a frequência absoluta de fungos em brejo de altitude e 

Caatinga.  

Estudos relacionados à quantidade de fungos endofíticos em M. urundeuva ainda 

são escassos, entretanto, Sousa et al. (2013) relataram apenas uma espécie de 

Aspergillus niger no seu caule. Das folhas e cascas já foram isoladas espécies de 

Guignardia mangiferae, Pestalotiopsis guepinii, Phomopsis sp. e Sterile mycelium 

(RODRIGUES et al. 2004; RODRIGUES et al. 2005). Gonçalves (2014) mostrou a 

presença de Pseudofusiccocum stromaticum habitando esta planta. Segundo dados de 

Gonçalves et al. (2013) já foram encontrados ainda Curvularia sp., Fusarium sp., 

Fusicoccum spp., Lasiodiplodia sp., Nodulisporium sp., Pestalotiopsis sp., Phomopsis 

sp., e Sordaria sp. e fungos pertencentes a Botryosphaeriaceae. E mais recentemente, 

Cavalcanti et al. (2017) isolaram quatro fungos endofíticos com potencial para produção 

da enzima tanase.  

Frequentemente o gênero Diaporthe é registrado habitando os tecidos internos 

de plantas hospedeiras (BOTELLA & DIEZ, 2011; MURALI et al. 2006), já tendo sido 

isolado da planta medicinal Chrysanthemoides monilifera na Austrália (THOMPSON et 

al. 2015). Diaporthe parece ter importância ecológica para M. urundeuva, tendo 

apresentado a maior frequência nos dois ambientes estudados. Este gênero permanece 

como um dos mais complexos na identificação à nível de espécie, sendo fundamental o 

uso de dados moleculares para uma identificação mais precisa (CROUS & 

GROENEWALD, 2005; UDAYANGA et al. 2012). Os fungos pertencentes a este 
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gênero têm sido comumente isolados como fitopatogênicos, sapróbios, e atualmente 

estudos relataram a espécie como causadora de enfermidades em humanos e outros 

mamíferos (ROSSMAN, 2007; CROUS & GROENEWALD, 2005; BODDY & 

GRIFFITH, 1989; CARROLL, 1986; GARCIA-REYNE et al. 2011). Por outro lado, 

algumas espécies podem apresentar inúmeros benefícios, como Phomopsis sp. (forma 

assexuada de Diaporthe) isolado da espécie medicinal Taxus cuspidata, produtor de 

taxol, composto que possui atividade anticancerígena (KUMARAN, 2009). 

O segundo gênero mais isolado foi Phillosticta, encontrado exclusivamente em 

plantas de brejo de altitude. As espécies do gênero Phyllosticta são sobretudo patógenos 

de plantas de diversos hospedeiros, sendo causadoras de doenças como manchas foliares 

e manchas pretas em frutas (WULANDARI et al. 2009; GLIENKE et al. 2011; WONG 

et al. 2012). Espécies de Phyllosticta geralmente são associadas à Guignardia (estado 

sexual do gênero) (WIKEE et al. 2011). A espécie Phyllosticta capitalensis foi descrita 

por Hennings (1908) associando-a a folhas necróticas de Stanhopea sp. (Orchidaceae) 

coletadas no Brasil. E Guignardia mangiferae (fase sexuada de P. capitalensis) já foi 

isolada por Souza et al. (2013) de M. urundeuva. De plantas medicinais, o gênero 

Phillosticta já foi relatado em Guazuma tomentosa (SRINIVASAN et al., 2010). 

Outro gênero que apresentou-se constante foi Colletotrichum, tendo sido isolado 

apenas de área de brejo de altitude. O gênero pode ser encontrado em muitas espécies 

vegetais, como legumes, gramíneas e inclusive plantas medicinais, como Taxus mairei, 

Pereskia bleo e Lippia siddoides (planta medicinal da Caatinga) (MUSSI-DIAS et al. 

SENTHIL et al. 2011; SIQUEIRA et al. 2011; CHOW & TING, 2015). O gênero 

Colletotrichum também foi o segundo mais isolado em um estudo de Mussi-Dias et al. 

(2012) que relataram a presença de fungos endofíticos em plantas medicinais. Este 

gênero também já foi relatado na planta medicinal Zingiber officinale (Anisha1 & 

Radhakrishnan, 2017). Os endófitos identificados como Colletotrichum e Phyllosticta 

foram isolados apenas do ecossistema de brejo de altitude. Bezerra et al. (2012) e Freire 

et al. (2015) estudando uma espécie de Cactaceae da Caatinga não recuperaram espécies 

pertencentes a esses dois gêneros. Em outro ambiente, uma floresta temperada no Japão, 

Hata et al. (2002) relataram espécies de Colletotrichum e Phyllosticta como os endófitos 

mais freqüentes. 

O isolamento de fungos do gênero Penicillium em área de brejo de altitude e 

Caatinga no presente trabalho assemelha-se ao relatado por Dastogeer et al. (2018), que 

isolaram Penicillium sp. em plantas medicinais indígenas australianas do gênero 
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Nicotiana, em regiões áridas do Nordeste da Austrália. 

Três isolados de brejo de altitude e Caatinga foram identificados como 

Sarocladium terricola. Espécies de Sarocladium são frequentemente relatadas em 

associação com gramíneas, como parasitas e como endofíticos mutualistas 

(SUMMERBELL et al. 2012). O gênero também já foi relatado na China, de plantas 

medicinais, como a Salvia miltiorrhiza (LOU et al. 2013). 

O gênero Alternaria foi relatado no presente estudo, totalizando três isolados na 

área de brejo de altitude, já tendo sido relatado em diversas plantas medicinais, 

incluindo espécies do gênero Nicotiana em regiões áridas da Austrália (DASTOGEER 

et al. 2018) e espécies como Lippia sidoides (SIQUEIRA et al. 2011) e Cereus 

jamacaru, no Brasil (BEZERRA et al. 2013). 

Foram isolados também fungos pertencentes ao gênero Exserohilum, em 

Caatinga e em brejo de altitude. Espécies deste gênero já foram relatadas causando 

doenças em várias plantas (YAMAGUCH & MUTSUNOBU, 2010), podendo ser 

patogênicas também em humanos e animais domésticos, como cães, gatos, cavalos e 

bovinos (PADHYE et al. 1986). Estudos relataram a espécie Exserohilum rostrata na 

planta medicinal Bauhinia guianensis, uma planta medicinal da Amazônia, utilizada por 

populações locais para tratamento de infecções e diabetes (PINHEIRO, et al. 2016).  

Alguns isolados neste estudo tiveram apenas um representante do gênero 

identificado. É o caso dos isolados B25 (URM 7799); B61 (URM 7788), B56 (URM 

7798) e B117 (URM 7800), pertencentes aos gêneros incertae sedis, Earliella, 

Neofusicoccum e Rhinocladiella, respectivamente, todos isolados de brejo de altitude e 

sendo relatados pela primeira vez para a planta M. urundeuva.  

A espécie Earliella scabrosa pertencente ao filo Basidiomycota, cultivada em 

meio BDA se desenvolveu apresentando coloração branca, textura algodonosa e 

demonstrou um crescimento lento tanto em temperatura controlada (BOD) a 25º C, 

quanto em temperatura ambiente a 27ºC. Sabe-se que os representantes de Earliella 

possuem o basidiocarpo fortemente aderido ao hospedeiro, geralmente em troncos e 

galhos de árvores (RYVARDEN & JOHANSEN, 1980), o que pode explicar o contato 

dos esporos com as folhas. Espécies de fungos macroscópicos já foram relatadas 

habitando troncos em decomposição de Schinus terebinthifolius (aroeira da praia) em 

ambiente de brejo de altitude no municipio de Triunfo, PE (GILBERTONI, 2012). E a 

espécie E. scabrosa já foi isolada como fungo endofítico da planta medicinal Zingiber 

officinale em estudo de Anisha & Radhakrishnan (2017).  
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O gênero Rinocladiella teve também apenas um representante em brejo de 

altitude. A espécie Rinocladiella simillis, encontrada no presente estudo, também já foi 

isolada de plantas nativas da floresta atlântica brasileira, mais precisamente no parque 

da Serra do Mar em gradientes altitudinais (BOMFIM, 2016). Outros fungos relatados 

no presente trabalho foram Neofusicoccum sp. e um isolado denominado incertae sedis 

em Diaporthales. 

Foi relatada a presença de fungos pigmentados nas duas áreas, como os gêneros 

Alternaria, Phyllosticta, Exserohilum, Rinocladiella, Penicillium e incertae sedis em 

Diaporthales. Diversos estudos já destacaram o isolamento de fungos endofíticos 

pigmentados em regiões secas e desérticas (SURYANARAYANAN et al., 2005; SUN et 

al., 2012). A melanina presente em alguns fungos pode ser o fator desencadeador que 

lhes confere proteção térmica em estresses ambientais (REDMAN et al. 2002; SUN et 

al. 2012; ).  Por outro lado, outros estudos mostram que o acúmulo de melanina em 

algumas espécies de fungos, como A. alternata e Magnaporthe grisea pode estar 

envolvido com a patogenicidade (KAWAMURA et al., 1997). 

4.3 ANÁLISES FILOGENÉTICAS 

Para confirmar os resultados obtidos nas pesquisas BLASTn, as análises 

filogenéticas realizadas baseadas em ML e BI mostraram a presença de endófitos 

pertencentes a sete ordens em Ascomycota (Botryosphaeriales, Chaetothyriales, 

Diaporthales, Eurotiales, Glomerellales, Hipocreais e Pleosporales) e uma ordem em 

Basidiomycota (Polyporales) (Figura 19) 
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Figura 19. Árvore de máxima verossimilhança (ML) obtida de sequências de rDNA de ITS de 158 

fungos endofíticos isolados dos folíolos da planta medicinal M. urundeuva crescendo em uma floresta 

seca tropical (Caatinga) e brejo de altitude. Earliella scabrosa (Basidiomycota, URM 7788 e MUCL 

45097) foi utilizado como grupo externo. Os valores de suporte do ML bootstrap foram acima de 50% e 

as probabilidades posteriores do BI acima de 0,80. 

4.4 ANÁLISES ECOLÓGICAS E ESTATÍSTICAS 

A taxa de colonização dos fungos foi de 39,58% para brejo de altitude e 10,41% 

para Caatinga e no geral (para as duas áreas), a taxa de colonização foi de 25%. Em 

espécies de plantas medicinais chinesas Wang et al. (2008)  relataram uma taxa de 

colonização superior a 74% por fungos endofíticos de folhas, caules e frutos. E estudos de 

Banhos et al. (2014) apresentaram uma taxa de colonização endofitica de 53,3% na 

planta medicinal Myrcia guianenses, utilizando também o meio BDA para o isolamento. 

Assim como no presente trabalho, Brown et al. (1998) também obtiveram uma maior 

quantidade de fungos endofíticos em folhas mais velhas de Musa acuminata.   

A maior frequência relativa foi do gênero Diaporthe (FR: 36,28 %), sendo este o 

gênero dominante tanto para Caatinga como para brejo de altitude e Phylosticta que 
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ocorreu apenas em brejo de altitude (FR: 19,77 %) (Tabela 4). Os endófitos pertencentes 

a Exserohilum, Diaporthe, Penicillium e Sarocladium foram observados em ambas as 

áreas, enquanto que Talaromyces foi obtido apenas na Caatinga e Alternaria, 

Colletotrichum, Earliella, Neofusicoccum, Phyllosticta, Rhinocladiella e um endófito 

denominado incertae sedis em Diaporthales foram isolados apenas no ecossistema de 

brejo de altitude (Figura 20). O gênero Talaromyces (IndVal = 1; p <0,001) foi o 

indicador da Caatinga, e os gêneros Phyllosticta (IndVal = 1; p <0,001), Diaporthe 

(IndVal = 90%; p <0,006) e Colletotrichum (IndVal = 79% p <0,026) foram indicadores 

de brejo de altitude. 

A composição das comunidades de fungos endofíticos diferiu significativamente 

entre Caatinga e brejo de altitude com base na análise de PerMANOVA (F = 12,25, R2 

= 0,47, p <0,0001 (Figura 21). A curva de acumulação de espécies não atingiu o ápice, 

mas o esforço de amostragem foi suficiente para recuperar 96% e 71% da riqueza 

estimada, utilizando o índice Chao de primeira ordem (Chao 1), para a Caatinga e brejo 

de altitude, respectivamente (Fig. 22a, b). A riqueza e a diversidade dos fungos 

endofíticos, com base no índice de Shannon, foram significativamente maiores para 

brejo de altitude (Figuras 23a, b), mas não há diferença de diversidade com base no 

índice de Fisher entre as duas áreas (Fig.ura 23c). 

Tabela 4. Diversidade, Riqueza e Frequência relativa dos fungos endofíticos isolados de folíolos de M. 

urundeuva, coletados em brejo de altitude e Caatinga  

Fungos endofíticos Caatinga Brejo de altitude 

f fr f fr 

Alternaria spp. 5 2.67 

Colletotrichum sp. 17 9.09 

Diaporthe spp. 11 5.88 55 29.41 

Earliella scabrosa 1 0.53 

Exserohilum sp. 5 2.67 3 1.60 

Neofusicoccum sp. 1 0.53 

Penicillium spp. 1 0.53 5 2.67 

Phyllosticta sp. 34 18.18 

Rhinocladiella sp. 1 0.53 

Sarocladium terricola 2 1.06 1 0.53 

Talaromyces sp. 10 5.34 

Incertae sedis in Diaporthales 1 0.53 
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Figura 20. Diagrama de Venn mostrando números de fungos endofíticos únicos e compartilhados entre as 

áreas de Caatinga e brejo de altitude. 

Figura 21. Escala multidimensional não métrica (NMDS) dos conjuntos de fungos endofíticos de folíolos 

de M. urundeuva em áreas de Caatinga e brejo de altitude. 



Pádua, Ana P. S. L. - Diversidade e potencial de fungos endofíticos isolados...         57 

Figura 22 (a,b). Curvas de acumulação de espécies de fungos endofíticos dos folíolos de M. urundeuva, 

mostrando a riqueza registrada (Rich.obs) e estimada (Chao1) nas áreas de Caatinga (a) e de brejo de 

altitude (b). 

Figura 23 (a,b,c). Boxplot indicando a riqueza (a) e a diversidade baseada nos índices de Shannon-

Wiener (b) e Fisher (c) de fungos endofíticos de folíolos de M. urundeuva em áreas de Caatinga e brejo de 

altitude. Os asteriscos (*) indicam valores significativamente maiores do ANOVA de sentido único 

baseado em atributo avaliado. Mediano (ponto central), quartil (caixa), máximo e mínimo são mostrados. 

: 
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A comunidade de fungos endofíticos de M. urundeuva é muito diversificada 

como indicado pelos valores médios dos índices de diversidade (Caatinga: H '= 2.10 e 

valor Fisher-Alpha = 2.30; brejo de altitude: H' = 3.41, valor Fisher-Alpha = 2.40). 

Alguns relatos sobre fungos endofíticos realizados na Caatinga com espécies de 

Cactaceae em estudo de Bezerra et al., (2013) demonstraram valores de índice de 

diversidade semelhantes aos obtidos no presente estudo (H = 2,991 e valor de Fisher-

Alpha = 9,167 a 12,52). Verificando a diversidade e o potencial enzimático dos 

endófitos das folhas da planta medicinal Bauhinia forficata no Brasil, Bezerra et al. 

(2015) apresentaram um índice de Shannon-Wiener de 1.842, e os valores obtidos dos 

outros tecidos da planta (sépalas, sementes e hastes) variando de 1.677 a 2.206. 

Verificando a diversidade, potencial anticancerígeno e antimicrobiano dos endofitos 

fúngicos associados à planta medicinal Monarda citriodora na Índia, Katoch et al. 

(2017) observaram um índice de H '= 2,890 nas folhas, enquanto o índice Fisher-Alpha 

não estimou nenhum valor de diversidade. Esses resultados indicam que a diversidade 

dos fungos endofíticos associados às folhas de M. urundeuva é alta e é influenciada pelo 

ecossistema onde a planta foi coletada. 

As curvas de acumulação obtidas neste estudo mostraram que a comunidade de 

fungos endofíticos não foi totalmente recuperada. Pesquisas sobre a diversidade de 

endófitos realizadas em ambientes secos, incluindo a floresta da Caatinga, também já 

demonstraram que a diversidade dos fungos endofíticos em seus estudos não foi 

totalmente recuperada (MURALI et al. 2007; LORO et al. 2012; BEZERRA et al. 2013; 

SILVA-HUGHES et al. 2015; DASTOGEER et al. 2018). Outros pesquisadores como 

Arnold et al. (2000) e Arnold & Lutzoni (2007) estudando a floresta úmida tropical 

também demonstraram a incapacidade de isolar todas as espécies  estimadas que vivem 

em um hospedeiro. Além disso, outros estudos que relataram também a diversidade de 

M. urundeuva não conseguiram isolar uma grande diversidade de fungos endofíticos.

4.5 PRODUÇÃO DA ENZIMA L-ASPARAGINASE 

Dos 20 fungos selecionados, 16 apresentaram biomassa suficiente para o teste de 

produção da enzima L-asparaginase, e destes, 13 apresentaram produção da enzima 

após análise dos screenings (Tabela 6).  

Após serem inoculados em meio de pré-fermentação CDM, os fungos 

aumentaram sua biomassa (Figura 24), o que possibilitou a filtragem e posterior 
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transferência para o meio de fermentação, onde foi realizada nova filtragem e pesagem 

da biomassa obtida. Na maioria dos fungos foi possível essa pesagem, no entanto, em 

quatro isolados o aumento da biomassa foi insuficiente, o que impossibilitou a avaliação 

da atividade com esses fungos. Os isolados C1 (Exserohilum sp. URM 7780) B104 

(Colletotrichum sp. URM 7796), B61 (Earliella scabrosa URM 7788) e B18 

(Phylosticta sp. URM 7797) apresentaram biomassa insuficiente não sendo possível 

avaliar sua atividade enzimática de L-asparaginase. 

Figura 24. Aumento da biomassa fúngica no meio CDM de pré-fermentação no teste de L-asparaginase 

Fonte: Pádua, A. P S. L. 

O teste inicial para o isolamento dos fungos a partir do meio CDM (Czapeck- 

Dox modificado) apresentou os seguintes resultados: três isolados deste meio de brejo 

de altitude não apresentaram atividade enzimática, entretanto, o teste mostrou-se 

eficiente, uma vez que das 10 cepas isoladas deste meio testadas sete mostraram 

atividade e destas, três obtiveram os maiores níveis de produção (duas da Caatinga e 

uma de brejo de altitude). Estudos químicos de Sobreira (2016) evidenciaram a presença 

de fungos endofíticos da aroeira do sertão produtores de substâncias biologicamente 

ativas, descrevendo sua prospecção química e comprovando sua citotoxicidade. 

No primeiro screening realizado, seis cepas apresentaram biomassa suficiente e 

apresentaram atividade, e os isolados que produziram melhor a enzima foram C22 

(Talaromyces sp. URM 7785 ; C20 (Sarocladium terricola sp. URM 7778) e C18 

(Diaporthe sp. URM 7779), apresentando atividade de 1,91 U/g, 1,37 U/g e 2 U/g, 

respectivamente.  

No segundo screening realizado, todos os isolados apresentaram biomassa 

suficiente para o teste de produção da enzima L-asparaginase, porém, três isolados não 

produziram a enzima (CDM 8B URM 7784; CDM 9B URM 7794; CDM 10B URM 

7795). Os fungos com melhor desempenho na produção da atividade foram CDM 4C 

(Diaporthe sp. URM 7791), CDM 6B (Diaporthe sp. URM 7792 ) e CDM 7C 

(Diaporthe sp. URM 7793), apresentando atividade de 1,25 U/g, 1,47 U/g e 2,41 U/g, 
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respectivamente. 

Os fungos endofíticos de plantas medicinais têm a capacidade de produzir os 

mesmos compostos biológicos ou compostos similares aos relacionados com as 

substâncias isoladas de tecidos vegetais de seus hospedeiros (VENIERAKI et al. 2017). 

Segundo Schulz e Boyle, (2005) a porcentagem de fungos endofíticos produtores de 

compostos biologicamente ativos geralmente é alta, podendo alcançar 80% dos 

isolados. É o que demonstra inúmeros estudos a partir do potencial farmacológico dos 

endofíticos isolados de plantas medicinais (LIU et al. 2016; HUANG et al. 2007; 

VENIERAKI et al. 2017). 

Dos 13 isolados produtores da enzima sete são de brejo de altitude e seis de 

Caatinga, e os fungos de Caatinga foram os que melhor se destacaram na quantidade da 

enzima produzida (Figura 25). Os fungos deste ambiente parecem apresentar 

características favoráveis para produção da L-asparaginase, assim como relatado por 

Santos et al. (2015) que demonstraram a atividade dos gêneros Aspergillus, Fusarium,  

Gibberella e  Penicillium, isolados do cacto Cereus jamacuru também de ambiente de 

Caatinga.  

Figura 25.   Produção da enzima L-asparaginase pelos fungos endofíticos da M. urundeuva nos dois 

ambientes analisados. 
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Segundo Begon et al. (2009), a Caatinga é influenciada constantemente por 

eventos extremos como baixas precipitações, alta salinidade no solo e altas 

temperaturas. Essas condições desencadeiam nos vegetais diferentes vias metabólicas 

que acarretam respostas adaptativas inovadoras, o que pode ser excelente para os 

processos biotecnológicos. A partir disto, seus fungos endofíticos podem representar 

fontes promissoras, como mostra recente estudo de Cavalcanti et al. (2017), relatando 

produção da enzima tanase por fungos endofíticos isolados de plantas da Caatinga, 

inclusive da M. urundeuva. 

É o primeiro registro de produção da enzima L-asparaginase por fungos dos 

gêneros Sarocladium e Diaporthe.  As cepas que produziram as maiores quantidades da 

enzima L-asparaginase pertencem ao gênero Diaporthe, como CDM 4C (Diaporthe sp. 

URM 7791), CDM 6B (Diaporthe sp. URM 7792), C18 (Diaporthe sp. URM 7779) e 

CDM 7C (Diaporthe sp. URM 7793 ). Estudos demonstram que este gênero tem alto 

potencial biotecnológico, já tendo sido relatado como produtor de diversas substâncias, 

inclusive anticancerígenas como Phomopsis cassiae, isolado de Cassia spectabilis que 

produz um metabólito que apresenta citotoxicidade contra uma linhagem celular de 

tumor cervical humano (HeLa) (SILVA et al. 2005), Phomopsis sp. isolado de Taxus 

cuspidata que produz taxol, um composto com atividade anticancerigena (KUMARAN, 

2009) e P. archeri isolado de Vanilla albidia que produz sesquiterpenos com atividade 

citotóxica contra linhagens celulares de câncer (HEMTASIN et al. 2011). Além destas 

substâncias, o composto Phomopxanthone A e B, produzido por Phomopsis sp., isolado 

de Tectona grandis apresenta atividade in vitro antimalárica, antituberculose e citotóxica 

(ISAKA et al. 2001). Os outros dois maiores produtores da enzima foram C22 

(Talaromyces sp. URM 7785) e C20 (Sarocladium terricola URM 7778), ambos 

isolados de ambiente de Caatinga. O gênero Talaromyces já foi citado como produtor de 

compostos antitumorais em estudos de Li et al. (2011) e mais recentemente em estudos 

de Palem et al.  (2015), onde reportaram Talaromyces radicus, isolado das folhas de 

Catharanthus roseus como produtor das substâncias vincristina e vimblastina. Além 

destes, o fungo T. pinophilus, isolado da planta medicinal Curcuma amada, já foi 

relatado como produtor de L-asparaginase em estudos de Krishnapura & Belur (2016). 

Não foi relatada na literatura a espécie Sarocladium terricola como produtora de L-

asparaginase. 

O teste de Kruskal-Wallis mostrou que há diferença estatisticamente 
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significativa entre a produção de L-asparaginase por endófitos de M. urundeuva, uma 

vez que o valor de p obtido no teste foi p = 0,0144 (Tabela 5). Comparando a produção 

entre os isolados, pode-se observar que não há diferença significativa entre as médias 

obtidas para Diaporthe sp. URM 7793, Diaporthe sp. URM 7779, Talaromyces sp. 

URM 7785 e Diaporthe sp. URM 7792. No entanto, há uma diferença significativa 

entre a produção obtida pelo isolado Diaporthe sp. URM 7793 e outros isolados com 

uma produção inferior a 1,37 U/g, como é o caso da cepa Sarocladium terricola URM 

7778. 

Tabela 5. Atividade de L-asparaginase obtida por fungos endofíticos isolados de folíolos da planta 

medicinal M. urundeuva nos ecossistemas de Caatinga e brejo de altitude 

Fungo edofítico URM Ecossistema Atividade 1 (U/g) Atividade 2 (U/g) Average (U/g) 

Diaporthe sp. 7793 C 2.25 2.57 2.41a 

Diaporthe sp. 7779 C 2.63 1.38 2.00ab 

Diaporthe sp. 7792 B 1.36 1.59 1.47abc

Sarocladium sp. 7778 C 1.24 1.51 1.37bc

Diaporthe sp. 7791 C 1.30 1.19 1.25cd 

Phylosticta sp. 7787 B 0.58 0.55 0.57fg 

Talaromyces sp. 7785 C 1.78 2.05 1.91ab 

Colletotrichum sp. 7782 B 0.69 0.72 0,71ef 

Penicillium sp. 7790 B 0.70 0.70 0.70ef 

Altenaria sp. 7783 B 0.70 0.76 0.73e 

Exserohilum sp. 7789 B 0.73 0.77 0.75de 

Penicillium sp. 7786 C 0.93 0.57 0.75ef 

Colletotrichum sp. 7781 B 0.80 0.75 0.77de 

Diaporthe sp. 7784 B 0.00 0.00 0.00g 

Diaporthe sp. 7794 B 0.00 0.00 0.00g 

Diaporthe sp. 7795 B 0.00 0.00 0.00g 

C - Caatinga; B - brejo de altitude 

Os resultados obtidos no presente trabalho foram satisfatórios, uma vez que 

outros estudos já obtiveram a produção da enzima L-asparaginase em menor 

quantidade. Estudos da produção da enzima L-asparaginase por fungos endofíticos, 

utilizando o meio de cultura (mL) já relataram a produção da enzima utilizando a 

técnica AHA (método do ácido L-aspartil-β-hidroxâmico). Almeida (2015) obteve uma 

produção de L-asparaginase por diferentes cepas fungicas e os níveis de produção 

variaram de 0,019 e 0,610 U.mL-1.  Outros estudos como o de Theantana et al. 2007 
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relataram a produção de L-asapraginase por fungos endofíticos entre  0,019 e 1,530 

U.mL-1.
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5 CONCLUSÕES 

Os resultados do estudo da comunidade fúngica dos folíolos de M. urundeuva nos 

ecossistemas de Caatinga e de brejo de altitude sugerem que esta planta medicinal 

nativa vem se desenvolvendo em seu ambiente natural possuindo uma notável 

diversidade de fungos endofíticos. Esses fungos podem desempenhar mecanismos e 

estratégias importantes para garantir que a planta viva em diferentes ambientes. 

O ecossistema brejo de altitude possui a maior riqueza e diversidade de espécies, 

comparada a Caatinga, sendo este fato atribuído às condições climáticas favoráveis que 

este ambiente apresenta.  

O gênero Diaporthe, o mais frequente nos dois ambientes analisados, parece 

apresentar uma relação ecológica com a espécie M. urundeuva.  Segundo dados 

filogenéticos, sete possíveis novas espécies deste gênero estão sendo descritas. Além 

disto, as espécies deste gênero estão dentre as melhores produtoras da enzima L-

asparaginase, sobretudo as da Caatinga, o que entrelaça ainda mais as relações ‘planta-

hospedeiro’ de ambientes extremos. 

Regiões áridas, como a Caatinga, submetidas a condições de estresses naturais 

consistem em áreas propícias para a descoberta de espécies de fungos que são fontes de 

moléculas bioativas, como a enzima L-asparaginase, que pode contribuir para vários 

procedimentos biotecnológicos nas indústrias de alimentos e drogas. E estes fungos são 

candidatos interessantes aos processos de otimização enzimática. 
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APÊNDICE A - LISTA DE EQUIPAMENTOS UTILIZADOS 

Equipamentos Marca Modelo 

Autoclave VERTICAL/ AV/ PHOENIX 

LUTERCO 

SEM IDENTIFICAÇÃO 

Balança digital BEL M254 AI 

Bomba a vácuo PUMP SEM IDENTIFICAÇÃO 

Câmara de fluxo laminar PACHANE PA 410 

Centrífuga refrigerada NOVA TÉCNICA SEM IDENTIFICAÇÃO 

Destilador de água QUIMIS Q-341-25

Disrruptor de células LOCCUS SEM IDENTIFICAÇÃO 

Dry bath Heat (Banho seco) LOCCUS DB-H 

Espectrofotômetro HITACHI U-5100

Estufa de secagem TECNAL TE-393/2

Estufa incubadora TECNAL TE-402

Freezer ELETROLUX DF38 

Incubadora refrigerada com 

agitação (Shaker) 

TECNAL TE-421 

Micro-ondas SAMSUNG SMW/6750 W 

Microscópio ZEISS AXIOSTAR PLUS 

Phametro TECNAL TEC-3MP 

Termociclador TECHNY PRIME SEM IDENTIFICAÇÃO 

Transluminador BENCHTOP UV -UUP SEM IDENTIFICAÇÃO 
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APÊNDICE B - LISTA DOS MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS 

Meios utilizados Composição dos meios utilizados 

Batata Dextrose Ágar sintético (BDA) com 

clorafenicol (100mgL-1) (Pitt & Hocking, 1997) Preparado de acordo com o fabricante. 39g de 

BDA e 1L de água destilada  

Batate dextrose ágar (BDA) natural 40g de batata, 20g de glicose, 20g de agar (1L de 

água destilada) 

Czapex Dox’s modificado (CDM) (Saxena & 

Sinha, 1981) – meio para pré-fermentação 

Glicose (2,0 g/L), L-asparagina (10,0 g/L), 

KH2PO4 (1,52 g/L), KCl (0,52 g/L), 

MgSO4.7H2O (0,52 g/L), CuNO3.3H2O (0,001 

g/L), ZnSO4.7H2O (0,001 g/L), FeSO4.7H2O 

(0,001 g/L), pH 6,2. 

Czapex Dox’s modificado (CDM) (Saxena & 

Sinha, 1981) – meio para fermentação 

L-asparagina (10,0 g/L), KH2PO4 (1,52 g/L), KCl

(0,52 g/L), MgSO4.7H2O (0,52 g/L), CuNO3.3H2O

(0,001 g/L), ZnSO4.7H2O (0,001 g/L),

FeSO4.7H2O (0,001 g/L), pH 6,2.

Meio para método de preservação de 

CASTELLANI (1967) 

90% de água destilada e 10% de glicerol
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