
 

 

 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO 

CENTRO DE BIOCIÊNCIAS 

DEPARTAMENTO DE MICOLOGIA Prof. Chaves Batista 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOLOGIA DE FUNGOS 

 

 

 

 

 

LAYANNE DE OLIVEIRA FERRO 

 

 

 

 

 

DIVERSIDADE DE FUNGOS ENDOFÍTICOS DE Miconia mirabilis [(Aubl.) L.O. 

WILLIAMS] DA RESERVA BIOLÓGICA DE PEDRA TALHADA E PRODUÇÃO DE 

L-ASPARAGINASE 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Recife  

2020 



 

 

LAYANNE DE OLIVEIRA FERRO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DIVERSIDADE DE FUNGOS ENDOFÍTICOS DE Miconia mirabilis [(Aubl.) L.O. 

WILLIAMS] DA RESERVA BIOLÓGICA DE PEDRA TALHADA E PRODUÇÃO DE 

L-ASPARAGINASE 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Recife  

2020 



 

 

 

 

LAYANNE DE OLIVEIRA FERRO 

 

 

 

 

DIVERSIDADE DE FUNGOS ENDOFÍTICOS DE Miconia mirabilis [(Aubl.) L.O. 

WILLIAMS] DA RESERVA BIOLÓGICA DE PEDRA TALHADA E PRODUÇÃO DE 

L-ASPARAGINASE 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de 

Pós-Graduação em Biologia de Fungos do 

Departamento de Micologia do Centro de 

Biociências da Universidade Federal de 

Pernambuco, como parte dos requisitos para 

a obtenção do título de Mestre em Biologia 

de Fungos. 

 

Área de Concentração: Biotecnologia 

 

 

Orientadora: Profa. Dra. Cristina Maria de Souza-Motta 

Co-orientador: Prof. Dr. Jadson Diogo Pereira Bezerra 

 

 

 

 

 

 

 

Recife  

2020 

 

 



 

 

Catalogação na Fonte: 

Bibliotecário Bruno Márcio Gouveia, CRB-

4/1788 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UFPE/CB-2021-006 CDD (22.ed.) 579.5 

Ferro, Layanne de Oliveira 

Diversidade de fungos endofíticos de Miconia mirabilis [(Aubl.) L.O. Williams)] da reserva 

biológica de Pedra talhada e produção de Lasparaginase / Layanne de Oliveira Ferro. - 2020. 

 

94 f. : il. 

 

Orientadora: Profa. Dra. Cristina Maria de Souza-Motta. 

Coorientador: Prof. Dr. Jadson Diogo Pereira Bezerra. 

Dissertação (mestrado) – Universidade Federal de Pernambuco. Centro de 

Biociências. Programa de Pós-graduação em Biologia de Fungos, Recife, 2020. 

Inclui referências, apêndices e anexos. 

 

1. Fungos. 2. Enzimas de fungos. 3. Biodiversidade. I. Souza-Motta, Cristina 

Maria de (orientadora). II. Bezerra, Jadson Diogo Pereira (coorientador). III. 

Título. 



 

 

LAYANNE DE OLIVEIRA FERRO 

 

 

 

 

DIVERSIDADE DE FUNGOS ENDOFÍTICOS DE Miconia mirabilis [(Aubl.) L.O. 

WILLIAMS] DA RESERVA BIOLÓGICA DE PEDRA TALHADA E PRODUÇÃO DE 

L-ASPARAGINASE 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de 

Pós-Graduação em Biologia de Fungos do 

Departamento de Micologia do Centro de 

Biociências da Universidade Federal de 

Pernambuco, como parte dos requisitos para 

a obtenção do título de Mestre em Biologia 

de Fungos. 

 

Aprovada em: 18/02/2020 

 

BANCA EXAMINADORA 

 

 

___________________________________________________ 

Profa. Dra. Cristina Maria Souza-Motta (Orientadora) 

Universidade Federal de Pernambuco 

 

____________________________________________________ 

Prof. Dr. Alexandre Reis Machado (Examinador Interno) 

Universidade Federal de Pernambuco 

 

_____________________________________________________ 

Dr. Rafael José Vilela de Oliveira (Examinador Externo) 

Universidade Federal de Pernambuco 

 

 

 



 

 

AGRADECIMENTOS 

 

É chegado a hora de fechar mais um ciclo e eu só posso ser grata por todos os caminhos que 

Deus me permitiu trilhar para que chegasse até aqui. A Ele, meu maior agradecimento por mais 

essa conquista. Deus sempre colocou em meu caminho pessoas que refletem seu amor e 

bondade, entre essas pessoas minha família que é minha sustentação e motivação. Em especial 

meus pais Luiz de Gonzaga Machado Ferro e Maria Luiza de Oliveira ferro que nunca mediram 

esforços para que eu realizasse meus sonhos. Minhas irmãs, tias, tios, avós, primos e todo os 

membros da minha família que sempre me apoiaram e incentivaram nesse caminho. A todos os 

meus amigos que construí ao longo da vida, sou muito abençoada por tê-los e dividir vários 

momentos que marcaram minha trajetória. Meus professores durante toda a minha vida escolar 

e acadêmica por todos os ensinamentos muitas vezes além da sala de aula, em especial meus 

orientadores, Professora Cristina Souza-Motta e Professor Jadson Diogo Pereira Bezerra, por 

toda a confiança e suporte durante esses dois anos de mestrado. Agradeço a todo o programa de 

pós graduação em Biologia de Fungos pelo suporte para desenvolver minha pesquisa, em 

especial meus amigos do Laboratório de Micologia Ambiental que sempre estiveram dispostos 

a me ajudar e me acolheram ao me mudar para Recife, aliás, todos que conheci nessa cidade 

sempre me estenderam a mão e fizeram me sentir em casa, como muitos falam “já sou 

considerada a alagoana mais pernambucana” que já viram. Ao Laboratório de Micologia 

ambiental, em nome dos professores Laura Mesquita Paiva e Alexandre Reis Machado, 

MICOTECA URM e Laboratório de Taxonomia e Biotecnologia de fungos em nome da 

professora Cristina Souza Motta e o Laboratório de Biologia Molecular em nome da professora 

Elaine Malosso e todos os componentes de ambos laboratórios pelo suporte, acolhimento, ajuda 

e disponibilidade. A todos os técnicos e secretários do Departamento de Micologia por sempre 

estarem dispostos a nos ajudar e resolver as burocracias. A todos os amigos que construí em 

Recife, vocês foram essenciais para que mantivesse o equilíbrio quando as coisas apertavam e 

me mostraram que tudo pode ficar melhor quando olhado de maneira mais leve. A FACEPE 

pela bolsa de estudos concedida durante os dois anos de pesquisa. Ao CNPq em nome da 

professora Tatiana Baptista Gibbertoni pelo financiamento do projeto Biologia da Conservação 

de Fungos sensu lato em áreas de Mata Atlântica do Nordeste Brasileiro do qual minha pesquisa 

fez parte. Ao ICMBIO, os mateiros Seu Timbó e Edvaldo e os amigos de coleta pela ajuda 

durante a mesma.  Aos membros da banca examinadora por aceitarem o convite de contribuir 



 

 

com a melhoria do trabalho. A todos que contribuíram direta e indiretamente com essa pesquisa: 

minha eterna gratidão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Subi correndo no primeiro bonde, sem esperar que 

parasse, sem saber para onde ia. Meu caminho, pensei 

confuso, meu caminho não cabe nos trilhos de um 

bonde 

 

 

(Caio Fernando Abreu in Morangos Mofados)      

 



 

 

RESUMO 

 

Fungos endofíticos podem ser definidos como microrganismos que habitam o interior 

de vegetais em alguma ou toda parte do seu ciclo de vida sem que prejuízos sejam notados. A 

complexidade na interação entre endófito e planta ainda é muito questionada, tornando-se 

necessários estudos que visem compreender a relação. Um bioma importante a ser explorado é 

a Mata Atlântica, uma das florestas tropicais mais ricas em diversidade e que possui apenas 2% 

do seu território protegido por Unidades de Conservação (UCs). Entre as UCs da Mata 

Atlântica, a Reserva Biológica de Pedra Talhada (REBIO de Pedra Talhadada), situada nos 

estados de Alagoas e Pernambuco, possui grande diversidade vegetal, onde também se encontra 

a planta Miconia mirabilis. Endófitos fúngicos são conhecidos por seu potencial biotecnológico 

através da produção de metabólitos secundários, como a enzima L-asparaginase, importante nas 

indústrias farmacêutica e alimentícia. O objetivo desse estudo foi determinar a diversidade de 

fungos endofíticos de M. mirabilis na Reserva Biológica de Pedra Talhada e verificar o 

potencial dos endófitos na produção da enzima L-asparaginase. O isolamento foi realizado 

através de coleta de folhas de M. mirabilis em área natural e área antropizada da REBIO de 

Pedra Talhadada. Após a purificação, os isolados foram identificados por taxonomia 

morfológica e/ou molecular. Índices ecológicos foram utilizados para estimar riqueza e 

diversidade das áreas estudadas, e árvores filogenéticas utilizando sequencias de DNA foram 

construídas para agrupar os fungos endofíticos estudados. Um total de 270 fungos foram 

isolados, sendo Xylaria o gênero mais frequente, seguido de Colletotrichum e Nemania. O 

estudo apresentou uma alta taxa de colonização dos fragmentos foliares (>90%) o que pode 

estar relacionado ao período de estudo (chuvoso) e a área coletada (floresta tropical úmida). 

Apesar de um alto número de isolados de fungos endofíticos, a diversidade foi relativamente 

baixa e não mostrou diferença entre as áreas. A dominância de alguns gêneros pode estar 

relacionada a uma diversidade menor que outros estudos com fungos endofíticos. Novidades 

taxonômicas são comuns em estudos de comunidades endofíticas sendo a espécie Penicillium 

alagoense descrita nesse estudo. Alguns fungos foram selecionados e testados quanto a 

produção da enzima L-asparaginase e o isolado N39 do gênero Diaporthe foi o maior produtor 

(1,59 U/g). Alguns fungos endofíticos já foram relatados como bons produtores de L-

asparaginase, sendo os gêneros Aspergillus e Penicillium bastante citados na literatura. Esse foi 

o segundo estudo que mostra Diaporthe como produtor da enzima. É necessário estudos a 

respeito da diversidade de fungos endofíticos em plantas ainda não estudadas e nos diversos 

ecossistemas, ressaltando a importância da conservação desses biomas. A manutenção dos 



 

 

fungos endofíticos em seu hábitat natural é importante para possíveis estudos que ampliem o 

conhecimento de sua diversidade e distribuição, bem como a utilização desses microrganismos 

como potenciais produtores biotecnológicos. 
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ABSTRACT 

 

Endophytic fungi can be defined as microorganisms that inhabit the interior of plants in 

some or all of their life cycle without damage being noticed. The complexity of the interaction 

between endophyte and plant is still very much questioned, making studies that aim to 

understand the relationship necessary. An important biome to be explored is the Atlantic Forest, 

one of the tropical forests richest in diversity and which has only 2% of its territory protected 

by Conservation Units (UCs). Among the UCs of the Atlantic Forest, the Pedra Talhada 

Biological Reserve (REBIO de Pedra Talhadada), located in the states of Alagoas and 

Pernambuco, has great plant diversity, where the Miconia mirabilis plant is also found. Fungal 

endophytes are known for their biotechnological potential through the production of secondary 

metabolites, such as the enzyme L-asparaginase, important in the pharmaceutical and food 

industries. The aim of this study was to determine the diversity of M. mirabilis endophytic fungi 

in the Pedra Talhada Biological Reserve and to verify the potential of endophytes in the 

production of the enzyme L-asparaginase. The isolation was accomplished by collecting leaves 

of M. mirabilis in a natural and anthropized area of REBIO in Pedra Talhadada. After 

purification, the isolates were identified by morphological and/or molecular taxonomy. 

Ecological indexes were used to estimate the richness and diversity of the studied areas, and 

phylogenetic trees using DNA sequences were built to group the studied endophytic fungi. A 

total of 273 fungi were isolated, Xylaria being the most frequent genus, followed by 

Colletotrichum and Nemania. The study showed a high rate of colonization of leaf fragments 

(> 90%) which may be related to the study period (rainy) and the area collected (humid tropical 

forest). Despite a high number of isolates of endophytic fungi, the diversity was relatively low 

and showed no difference between areas. The dominance of some genera may be related to a 

lower diversity than other studies with endophytic fungi. Taxonomic novelties are common in 

studies of endophytic communities and the species Penicillium alagoense is described in this 

study. Some fungi were selected and tested for the production of the L-asparaginase enzyme 

and the N39 isolate of the genus Diaporthe was the largest producer (1.59 U / g). Some 

endophytic fungi have already been reported as good producers of L-asparaginase, with the 

genera Aspergillus and Penicillium being widely cited in the literature. This was the second 

study showing Diaporthe as an enzyme producer. Studies are needed regarding the diversity of 

endophytic fungi in plants not yet studied and in the different ecosystems, highlighting the 

importance of the conservation of these biomes. The maintenance of endophytic fungi in their 



 

 

natural habitat is important for possible studies that expand the knowledge of their diversity and 

distribution, as well as the use of these microorganisms as potential biotechnological producers. 
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1 INTRODUÇÃO 

Fungos endofíticos são definidos como microrganismos que habitam em todo, ou 

pelo menos um período de seu ciclo de vida, o interior de vegetais sem causar prejuízos 

aparentes (Azevedo e Araújo, 2007; Hyde e Soytong, 2008; Suryanarayanan et al., 2005; 

White Jr. e Bacon, 2012, Hardoim et al., 2015).  

É estimado que existam entre 2,2 e 3,8 milhões de espécies de fungos no mundo, 

entretanto, apenas aproximadamente 120 mil foram descritas até então, menos de 10% da 

estimativa total (Hawksworth e Lücking, 2017). No que diz respeito a diversidade 

endófitica, das mais de 300 mil espécies vegetais, apenas uma pequena parcela tem 

comunidade endófitica já caracterizada (Strobel et al., 2001). Entretanto, endófitos 

correspondem um considerável número de fungos ainda não descritos (Baucom et al., 

2012), reforçando a necessidade de estudos que forneçam informações a respeito da 

diversidade e distribuição global desses microrganismos (Suryanarayanan, 2013; Vaz et 

al., 2014).  

A interação endófito x hospedeiro é complexa e pouco compreendida (Owen e 

Hundley, 2004; Compant et al., 2016). Duas hipóteses principais são levantadas: a do 

equilíbrio antagônico e a da simbiose mutualística (Schluz e Boyle, 2005; Kogel et al., 

2006). No entanto, sabe-se que esses microrganismos e suas interações com seus 

hospedeiros atuam no desenvolvimento das plantas, bem como na defesa a estresse, 

doenças e insetos (Clay, 1988; Azevedo et al., 2000; Tadych et al., 2012; White Jr. e 

Bacon, 2012; Santoyo et al., 2016). Além disso, acredita-se que a diversidade da 

comunidade endófitica está associada com fatores ligados a características do vegetal, do 

microrganismo e do ambiente onde ocorre a interação (Dudeja e Giri, 2014).  

Assim sendo, os biomas brasileiros (hotspots) se sobressaem por abrigarem 

enorme diversidade (Noriler et al., 2018). Um desses “hotspots” é a Mata Atlântica, uma 

das áreas mais ricas em diversidade, porém que abriga muitas espécies ameaçadas. A 

região ocupa cerca de 15% do território brasileiro, abrangendo 17 estados (SOS Mata 

Atlântica, 2019).  

A antropização constante desde a colonização e a exploração excessiva dos 

recursos naturais vem acarretando fortes perdas de diversidade biológica, resultando em 

apenas 12,4% de área original de Mata Atlântica atualmente (Verissímo et al.,2004; SOS 

Mata Atlântica, 2019).  
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Com a finalidade de conservar e proteger a diversidade biológica “in situ” foram 

criadas no Brasil as Unidades de Conservação (UCs), porém menos de 2% do bioma Mata 

Atlântica possui alguma proteção legal (Braz e Cavalcanti, 2001; Tabarelli et al., 2005) 

Entre as UCs na Mata Atlântica, encontra-se a reserva Biológica de Pedra Talhada 

(REBIO de Pedra Talhada), situada nos estados de Alagoas (nos municípios de Chã Preta 

e Quebrangulo) e Pernambuco (nos municípios de Correntes e Lagoa do Ouro) foi criada 

em 13 de dezembro de 1989, com o objetivo de proteger a Mata Atlântica. A REBIO está 

localizada em área de transição entre a Floresta Estacional e a Caatinga e retrata partes de 

florestas úmidas rodeadas por floresta seca (ICMBio, 2019).  

Dentre a diversidade vegetal da REBIO, encontra-se a espécie Miconia mirabilis 

(Aubl.) L.O. Williams (Melastomataceae) caracterizada por crescimento muito rápido e 

valorização na restauração de áreas degradadas (Pessoa et al., 2012). A família 

Melastomataceae vem sendo promissora devido a pesquisas de investigação biológica e 

fotoquímica, pois além de apresentarem alto número de espécies, ainda são pouco 

estudadas (Leite, 2009).  

São diversos os estudos que demostram que os endófitos possuem grande 

potencial para a produção de metabólitos de interesse biotecnológico, tais como 

antimicrobianos (Nascimento et al., 2015; Malhadas et al., 2017; Eze et al., 2018), 

substâncias antitumorais (Chandra, 2012; Cheng et al., 2016; Li et al., 2018) e enzimas, 

como por exemplo, a L-asparaginase (Bezerra et al., 2012; Silva et al, 2018; Pádua et al., 

2018). 

Uma das enzimas recentemente estudada para a produção através de endófitos é a 

L-asparaginase, pois devido a sua ação de hidrólise do aminoácido L-asparagina em ácido 

aspártico e amônia (Jain et al., 2012)  as células tumorais morrem por apoptose, pois são 

privadas de um elemento fundamental para síntese de proteínas, além do que, as células 

saudáveis não são afetadas (Narta et al., 2007). A L-asparaginase vem sendo então, 

utilizada como forma de tratamento para leucemias (linfoblástica aguda, mielócitica 

aguda, linfocítica crônica), doença de Hodgkin e alguns tipos de sarcomas, como por 

exemplo, o linfosarcoma (Devi e Azmi, 2012). Além disso, esta enzima é utilizada na 

indústria alimentícia para evitar a formação de acrilamida em alimentos processados sob 

altas temperaturas, tal uso é importante, pois a acrilamida é classificada como neurotoxina 

potencialmente cancerígena (Mohan Kumar et al., 2012).  
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A enzima pode ser obtida através de plantas ou algumas espécies de animais, 

porém existem dificuldades na extração da L-asparaginase por essas fontes. 

Microrganismos são fontes eficientes e de menor custo na produção desta enzima (El-

Bessoumy et al., 2004). A L-asparaginase comercializada atualmente para o uso clínico é 

derivada de bactérias das espécies Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi (Duval et al., 

2002). Porém, o uso prolongado da enzima por fontes procarióticas produz anticorpos no 

homem, podendo neutralizar o efeito do fármaco ou ainda provocar choques anafiláticos 

(Amena et al., 2010). Estudos como o de Dange e Peshwe (2015) indicam 

microrganismos eucarióticos como produtores de L-asparaginase com menores efeitos 

colaterais. Sendo assim, em razão da importância da L-asparaginase no tratamento 

oncológico, é fundamental a procura por novas fontes desta enzima com o intuito de 

reduzir os efeitos colaterais e obter aumento de sua produção e disponibilidade (Lopes et 

al., 2015).  

Os vegetais mostram-se como potencial substrato para o desenvolvimento de 

microrganismos endofíticos. Contudo, o conhecimento sobre esses endófitos é escasso e, 

especificamente em Miconia mirabilis, na Mata Atlântica do Nordeste brasileiro não há 

relatos. Devido ao aumento da aplicação de enzimas, é importante o conhecimento a 

respeito do potencial biotecnológico de fungos endofíticos de plantas ainda não 

exploradas, podendo também ser descobertos novos táxons. É importante também 

ressaltar a necessidade de obter novas fontes para a extração de L-asparaginase, pois 

devido aos seus benefícios citados anteriormente e sua crescente demanda, 

microrganismos, em especial algumas espécies de fungos, podem ser promissoras quanto 

à produção da enzima. 

O objetivo geral deste trabalho foi determinar a diversidade de fungos endofíticos 

de Miconia mirabilis da Reserva biológica de Pedra Talhada e detectar o potencial quanto 

a produção da L-asparaginase.  Os objetivos específicos foram: 

● Isolar e identificar por ferramentas morfológicas e moleculares os fungos 

endofíticos de Miconia mirabilis em áreas naturais e áreas antropizadas; 

● Enriquecer as bases de dados genéticos de microorganismos de áreas de Mata 

Atlântica; 

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

relativa e similaridade dos fungos isolados nas duas áreas; 

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

 

2.1 FUNGOS ENDOFÍTICOS – BREVE HISTÓRICO E CONCEITOS 

Os microrganismos endofíticos são citados desde o ínicio do século XIX, mas 

somente em 1866, através de Barry, foram delineadas as prováveis diferenças entre 

endófitos e fitopatógenos (Azevedo, 1998). Na tradução fiel, a palavra endófito é 

originada do grego (endhon + phytón) e quer dizer “no interior da planta” (Kobayashi e 

Palumbo, 2000). O estudo dos microrganismos endofíticos foram definidos por 

Unterseher et al. (2012) como “endofitologia”. 

Na década de 70, a importância dessas relações para o fungo e seu hospedeiro 

começaram a ter mais relevância e os estudos com fungos endofíticos ganharam destaque 

passando a ser mais detalhados, tendo como finalidade entender sobre a interação 

simbiótica entre eles e seus hospedeiros (Carrol et al., 1977), onde todo órgão do 

hospedeiro pode ser colonizado pelo endófito, no qual, todas as interações endofíticas 

terão em comum o fornecimento de nutrientes (Bouarab et al. 1999). 

Outras definições foram sendo usadas e aceitas, como a proposta por Petrini 

(1991) definindo fungos endofíticos como organismos que habitam o interior de vegetais 

sem causar danos evidentes ao seu hospedeiro. Conceitos similares aos conhecidos ao 

longo da história foram propostos, e alguns autores sugerem que o termo para estudo dos 

fungos endofíticos pode ser intitulado como “endofitismo” (Suryanarayanan, 2013) e de 

“micoendófitos” (Rai et al., 2014). 

Diferenças entre “endofíticos”, “epifíticos (microrganismos que vivem na 

superfície de plantas), “oportunistas” e “fitopatógenos” geram dificuldades para que 

sejam determinados limites entre eles, uma vez que, por exemplo, um microrganismo 

endofítico pode agir como patógeno, tornando o uso desses termos meramente didático 

(Azevedo, 2000). Mendes e Azevedo (2007) ainda estendem o conceito e consideram 

como endófitos todos os microrganismos, cultiváveis ou não, e que não provocam 

prejuízos aparentes, os dividindo em dois grupos: Grupo 1: não produzem estruturas 

externas em seu hospedeiro; Grupo 2: produzem estruturas externas em seu hospedeiro. 

Schulz e Boyle (2005) dividem, artificialmente, os fungos endofíticos em dois 

grupos ecológicos: 1) balansiaceous (colonizadores de gramíneas) e 2) não-

balansiaceous. Os balansiaceous apresentam grande importância ecológica e por isso, são 

os mais estudados, além de exibirem estruturas especializadas para absorção de nutrientes 
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e secretarem diversos metabólitos (White et al., 2000). São compostos por espécies de 

Epichloe e Balansia e podem crescer intracelularmente e de forma sistêmica em qualquer 

órgão das gramíneas onde são transimitidos, por meio de suas sementes, de forma vertical 

(Bacon e White, 2000).  

O grupo dos não-balansiaceous compõe em sua maioria espécies do filo 

Ascomycota e são obtidos de quase todas as plantas terrestres já estudadas (Petrini, 1991; 

Stone et al., 2004) e seu crescimento varia entre as formas inter ou intracelular, sistêmica 

ou localizada (Schulz e Boyle, 2005). Os endófitos podem ser disseminados para o seu 

hospedeiro de forma horizontal, através de aberturas naturais (estômatos ou crescimentos 

de raízes) e artificiais (danos ocorridos nas técnicas agrícolas) e de forma vertical, por 

meio das sementes de seu hospedeiro, sendo que se a transmissão ocorrida for por essa 

última forma, o fungo endófitico é capaz de permanecer em uma planta por toda sua vida 

(Aly et al., 2010). 

A biologia dos microrganismos endofíticos é uma área em ascensão, com 

utilização em diversas áreas e que recentemente conquistou o campo agrícola, com 

importância no controle biológico e no desenvolvimento de compostos naturais (Strobel, 

2018). Os avanços a respeito do microbioma humano gerou um enorme interesse no fato 

da interação do microbioma da planta e de como esses organismos poderiam interferir no 

crescimento, desenvolvimento e a capacidade de resistência que as plantas adquirem a 

situações específicas em seus habitas, como por exemplo: doenças, seca, frio etc (Reid e 

Greene, 2013). 

Além do auxílio no crescimento do hospedeiro através da disponibilidade de 

nutrientes, os fungos endofíticos também produzem vários metabólitos secundários como 

alcaloides, terpenóides, esteroides, compostos aromáticos, fenóis, quinonas, furandionas, 

xantonas, etc. (Bae et al., 2008). Um dos metabólitos que pode ser citado como exemplo é 

o taxol, usado como medicamento oncológico, foi extraído a partir do endófito Taxomyces 

andreanae isolado da planta Taxus brevifolia que também tem a capacidade de produzir 

a substância (Stierle; Strobel; Stierle, 1993). Plantas endêmicas pouco ou ainda não 

estudadas simbolizam um forte potencial para novos achados de endófitos com potencial de 

produzirem compostos para atuar nas mais diversas atividades biológicas (González-

Mendélez et al., 2018).  
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2.2 DIVERSIDADE, DISTRIBUIÇÃO DE FUNGOS ENDOFÍTICOS E 

RELAÇÃO COM O HOSPEDEIRO 

 

Estima-se que existam entre 2,2 e 3,8 milhões de espécies de fungos no mundo, 

entretanto, aproximadamente 120 mil foram descritas até então, menos de 10% da 

estimativa total (Hawksworth e Lücking, 2017). No que diz respeito à diversidade 

endófitica, esses microrganismos correspondem a uma considerável riqueza 

negligenciada ainda pouco estudada ou desconhecida (Baucom et al., 2012), reforçando 

a necessidade de estudos que forneçam informações a respeito dessa micodiversidade e 

sua distribuição global (Suryanarayanan, 2013; Vaz et al., 2014). Assim sendo, os biomas 

brasileiros são hotspots da diversidade biológica que se sobressaem por suas 

características específicas (Noriler et al., 2018). 

Somente cerca de 1% dos vegetais do mundo foram caracterizados quanto a 

diverdiade endófitica e de forma incompleta, visto que na maioria dos estudos apenas 

endófitos de folhas são isolados, fato que torna os critérios de abundância e diversidade 

questionados (Arnold, Maynard e Gilbert, 2001). Além disso, a caracterização do 

micobioma endofítico por meio de isolamento não é confiável no que diz respeito a 

diversidade total, porém a metagênomica pode atuar como ferramenta complementar 

dessa questão e com isso traçar meios para o isolamento de táxons específicos 

aumentando assim a riqueza da comunidade endófitica (Sapkota et al. , 2017; Collinge et 

al., 2019). 

Vários isolados podem ser obtidos através de um mesmo hospedeiro e a relação 

pode se mostrar específica com espécies que se mostram endêmicas (Siqueira et al., 

2011). No que diz respeito a diversidade de endófitos, Frohlich e Hyde (1999) levantaram 

a hipótese de que cerca de seis espécies de fungos podem habitar uma mesma planta. 

Estudos posteriores que revelam que endófitos são parte essencial da diversidade 

microbiana de vegetais demostram um número aumentando de cerca de 33 esécies por 

planta (Strobel e daisy, 2003). 

Na tabela 1 podemos verificar alguns estudos mais recentes isolando endófitos das 

mais diversas plantas. 
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Tabela 1 – Lista de trabalhos de fungos endofíticos e seu respectivo hospedeiro.  

Fungo endofítico Planta hospedeira Referências 

Achaetomium lippiae Lippia gracilis Crous et al., 2017 

Acremonium curvulum 

 

Bauhinia forficata Bezerra et al., 

2014 

Alternaria alternata Artemisia thuscula Cosoveanu; 

Sabina; Cabrera, 

2018 

Alternaria spp. Opuntia humifusa 

Verbascum lychnitis 

Pinus wallichiana 

Silva-Hughes et 

al., 2015 

Wezowecz; 

Rozpadek; Turnou, 

2015 

Quadri et al., 2014 

Alternaria tenuissima Juniperus procera Gherbawy; 

Elhariry, 2014 

Aspergillus flavus Kandelia obobata Wu et al., 2018a 

Aspergillus fumigates Juniperus procera Gherbawy; 

Elhariry, 2014 

Aspergillus niger 
Musa spp 

 

Zakaria; Aziz, 

2018 

Aspergillus ochraceus 

 

Bauhinia forficata 
Bezerra et al., 

2014 

Aureobasidium pullulans 
Opuntia humifusa 

Silva-Hughes et 

al., 2015 

Bezerromyces brasiliensis 
Tacinga inamoena 

Bezerra et al., 

2017 

Bipolaris sp. 
Musa spp 

 

Zakaria; Aziz, 

2018 

Chrysonilia sitophila 
Opuntia ficus-indica 

Freire et al., 2015 

Colletotrichum gloeosporioides  Santos et al., 2015 
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Indigofera suffruticosa Miller 

 

Coffea arabica 

Oliveira et al., 

2014 

Colletotrichum sp. 

 

Myracrodruon urundeuva 

Musa spp. 

 

Pádua et al., 2018 

Zakari e Aziz, 

2018 

 

Diaporthe caatingaensis 
Tacinga inamoena 

Crous et al., 2016 

Diaporthe inconspicua 
Poincianella pyramidalis 

Bezerra et al., 

2018 

Diaporthe infecunda 
Astragalus membranaceus 

Kim et al., 2017 

Diaporthe miriciae 

 

Copaifera pubiflora 
Carvalho et al., 

2018 

Diaporthe oncostoma 
Astragalus membranaceus 

Kim et al., 2017 

Diaporthe pseudoinconspicua 
Poincianella pyramidalis 

Crous et al., 2018 

Diaporthe spp. Myracrodruon urundeuva; 

Vochysia divergens; Stryphnodendron 

adstringens 

Rhizophora stylosa 

R. mucronata 

Opuntia humifusa 

Verbascum lychnitis 

Pádua et al., 2018 

Noriler et al., 2018 

Zhou et al., 2018 

Silva-Hughes et 

al., 2015 

Wezowecz; 

Rozpadek; Turnou, 

2015 

Drechmeria panacis 

 

Panax notoginseng 

 

Yu et al., 2018a 

Fusarium solani 
Cassia alata 

Khan et al., 2018 

Fusarium sp. 
Musa spp 

Camellia oleifera 

Zakaria; Aziz, 

2018 
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Yu et al., 2018b 

Gibberella fujikuroi 

 

Bauhinia forficata 
Bezerra et al., 

2014 

Guignardia bidwellii 
Calotropis procera 

Nascimento et al., 

2015 

Myrothecium verrucaria 
Bauhinia forficata 

Bezerra et al., 

2014 

Mucor sp. 
Arabidopsis arenosa 

Domka et al., 2018 

Neofusicoccum sp. 
Artemisia thuscula 

Vochysia divergens 

Stryphnodendron adstringens 

Cosoveanu; 

Sabina; Cabrera, 

2018 

Noriler et al., 2018 

Nigrospora sp. 
Musa spp 

 

Zakaria; Aziz, 

2018 

Paraconiothyrium lycopodinum 
Lycopodinum annotinum 

Pawlowska et al., 

2014 

Penicillium cataractum 
Ginkgo biloba L. 

Wu et al., 2018b 

Penicillium janthinellum 

 

Panax notoginseng 

 

Xie et al., 2018 

Penicillium 

oxalicum 

Juniperus procera 
Gherbawy; 

Elhariry, 2014 

Penicillium sclerotiorum 
Cassia fistula L. 

Kuriakose et al., 

2018 

Penicillium spp. 

 

Myracrodruon urundeuva 
Pádua et al., 2018 

Pestalotiopsis sp. 
Musa spp 

Camellia oleífera 

Rhizophora stylosa 

Zakaria; Aziz, 

2018 

Yu et al., 2018b 

Zhou et al., 2018 
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R. mucronata 

Pinus wallichiana 

 

Quadri et al., 2014 

Peyronellaea sp. 
Juniperus procera 

Gherbawy; 

Elhariry, 2014 

Pichia spp 
Verbascum lychnitis 

Wezowecz; 

Rozpadek; Turnou, 

2015 

Phaeoramularia calotropidis 
Calotropis procera 

Nascimento et al., 

2015 

Phyllosticta capitalensis 
Coffea arabica 

Oliveira et al., 

2014 

Phyllosticta catimbauensis 
Mandevilla catimbauensis 

Crous et al., 2017 

Phyllosticta sp. Myracrodruon urundeuva; 

Vochysia divergens 

Stryphnodendron adstringens 

Pádua et al., 2018 

Noriler et al., 2018 

Phoma brasiliensis Lycopodinum clavatum Pawlowska et al., 

2014 

Phoma sorghina 
Musa spp 

 

Zakaria; Aziz, 

2018 

Phoma sp 
Schinus terebinthifolius 

Silva et al., 2017 

Preussia spp. Artemisia thuscula 

Pinus wallichiana 

Juniperus procera 

Cosoveanu; 

Sabina; Cabrera, 

2018 

Quadri et al., 2014 

Gherbawy; 

Elhariry, 2014 

Pseudocochliobolus pallescens 
Indigofera suffruticosa Miller 

Santos et al., 2015 
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Pseudophialophora sorghi 
Sorghum bicolor 

Crous et al., 2017 

Quambalaria fabacearum Mimosa tenuiflora Bezerra et al., 

2018 

Talaromyces sp. 

 

Myracrodruon urundeuva Pádua et al., 2018 

Toxicocladosporium sp. Melocactus zehntneri Bezerra et al., 

2017 

Toxicocladosporium sp. Pilosocereus 

gounellei subsp. gounellei 

Bezerra et al., 

2017 

Trichoderma piluliferum Bauhinia forficata Bezerra et al., 

2014 

Umbelopsis isabellina Tillandsia catimbauensis Bezerra et al., 

2018 

Verruconis panacis Panax notoginseng Zhang et al., 2018 

Verticillium dahliae Kadsura angustifolia Huang et al., 2015 

 

Fonte: O autor, 2019 

 

Entender a relação entre a planta e o seu hospedeiro ainda é bastante complexo, 

porém fatores como as características do vegetal, do microrganismo e do ambiente estão 

relacionadas com essa interação (Owen e Hundley, 2004; Compant et al., 2016). Duas 

hipóteses principais são abordadas: a da simbiose mutualísitica e a do equilíbrio 

antagônico (Schulz e Boyle, 2005; Kogel et al. 2006; Maheshwari, 2006). 

Por ser uma interação assintomática, estranha-se o fato relatado em alguns estudos 

in vitro que revelaram que tanto o fungo quanto a planta liberam substâncias tóxicas para 

ambos (Peters et al., 1998). Porém, Schulz e Boyle (2005) sugerem que a relação ocorre 

de forma assintomática como consequência de um balanceamento nessa interação 

antagônica entre vegetal/endófito. Outra hipótese é a que existe uma leve harmonia entre 

a virulência do fungo e os mecanimos de defesa da planta, porém caso este equilíbrio seja 

perturbado, haverá o surgimento da doença (Schulz et al., 2002). 

O estilo de vida biotrófico dos endófitos durante a colonização do hospedeiro 

indica uma importante relação nas interações entre ambos, entretanto a disponibilidade 

de nutrientes pode ser um dos fatores para resposta da interação ser mutualística ou 
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antagônica (Eaton et al., 2011; Lahrmann et al., 2013). Outro aspecto a ser considerado é 

a associação multitrófica entre vários grupos de endófitos e plantas, que por sua vez é 

considerada aspecto único do endofitismo, onde as interações com os outros organismos 

endofíticos como vírus e bactérias sob fatores bióticos e abióticos interfere na simbiose 

entre eles (Kusari et al., 2012) 

Tais hipóteses revelam a necessidade de pesquisas que se concentrem na 

associação multitrófica e nos mecanismos de ação dos endófitos em seus hospedeiros, no 

qual já existe um esforço para esclarecer tais associações, porém, os dados disponíveis 

são bastantes limitados (Mathys et al. 2012; Straub et al. 2013). Tal limitação ocorre 

devido a complexidade dessa interação, porém há também a dificuldade de se recriar as 

condições de endófitos in vitro ou estudá-las “in planta” (Gundel et al., 2012; Qawasmeh 

et al., 2012). 

Sabe-se que endófitos produzem substâncias químicas como espécies reativas de 

oxigênio (ROS), fitoalexinas, fitohormônios e substâncias orgânicas voláteis (COV) 

(Schirmbock et al. 1994; Khan et al. 2012). Waqas et al. (2014) relataram um maior 

crescimento nas raízes em linhagens vegetais incouladas com endófitos e tal fato está 

associado a secreções de algumas dessas sustâncias dentro da planta, como por exemplo, 

os fitohormônios. As espécies reativas de oxigênio por sua vez, agem acarretando a 

produção de antioxidantes com função de proteção ao hospedeiro do estresse oxidativo 

(Tanaka et al. 2006; White e Torres 2010). Além disso, alguns endófitos podem alterar o 

metabolismo do hospedeiro e modificar a absorção de nutrientes (Sherameti et al., 2005; 

Singh et al., 2013). 

Outra respota de endófitos as plantas hospedeiras é a indução a expressão gênica 

na defesa das plantas (Mathys et al. 2012), pois sabe-se que a interação ocorrida pode 

provocar alterações locais ou sistêmicas no hospedeiro (Glazebrook 2005; Ownley et al. 

2010). As plantas hospedeiras são capazes de detectar a presença dos endófitos e com isso 

desencadear um mecanismo de transdução de sinais que levam a resposta de defesa das 

plantas, fato semelhante à interação com organismos patogênicos da planta, o que altera 

os estados metabólicos da mesma (Qawasmeh et al., 2012). 

Alguns endófitos conseguem induzir respostas imunes às plantas pelo que 

chamamos de Padrões Moleculares Associados a Microrganismos (PMAPs) que possuem 

reconhecimento semelhante as respostas produzidas pelos patógenos (Latz et al., 

2018). Há também a supressão de imunidade das plantas através de efetores, mecanismo 
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usado pelos endófitos para evitar a detecção (Rovenich et al., 2014 – cillinge 19) podendo 

até levar a uma susceptibilidade induzida (Busby, Ridout e Newcombe, 2016). 

Entender completamente a ecologia associada ao endofitismo requer um estudo 

integrado de ferramentas atualizadas, tais como metagenômica, metabolômica ou 

transcriptômica (Sapkota et al., 2017).  

Tecidos fósseis mostraram em estudos que a relação entre o hospedeiro e seu 

microrganismo evoluiu a cerca de 400 milões de anos e com isso suportam a teoria que 

os fungos se transportaram para a terra através das plantas (Krings et al., 2007). E estudos 

científicos sobre essas associações que remetem a mais de 400 milhões de anos afirmam 

que a presença desses endófitos de forma simbiótica no interior de seus hospedeiros deve 

ser considerada como uma regra e não como uma exceção (Albrectsen et al. 2010; Partida-

Martinez e Heil 2011). 

Fungos endofíticos podem ser isolados de quase todos os órgãos das plantas (raíz, 

caule, folha, flor, fruto e semente) também é sugerido que todas as plantas, incluindo as 

oceânicas e algumas plantas inferiores como as hepáticas, podem ser hospedeiras dos 

endófitos. A maioria dos gêneros de fungos frequentemente isolados como patogênicos 

também podem ser isolados como endófitos. Geralmente os gêneros mais comuns 

isolados compreendem Cladosporium sp., Curvularia sp., Colletotrichum sp., Fusarium 

sp., Pelatotiopsis sp., Phoma sp Xylaria sp., entre outros e pertecem na maioria das vezes 

ao filo Acomycota Caval. -Sm., porém fungos zigomiecetos ou do filo Basidiomycota 

R.T. Moore podem ser relatados (Newsham, 2011; Hardoim et al., 2015; Strobel, 2018). 

 

2.3 MATA ATLÂNTICA 

 

A mata atlântica está entre as 34 áreas mundiais de “Hotspot de biodiversidade”, 

ou seja, zonas que por seus estágios avançados de degradação são consideradas prioridade 

para a conservação da biodiversidade (Mittermeier et al., 2004). No Brasil, a Mata 

atlântica é um dos dois hotspots da biodiversidade do país (Brandom et al., 2005). Sendo 

umas das florestas tropicais mais ricas de diversidade de espécies, o bioma abrange cerca 

de 15% do território total brasileiro, incluindo 17 estados. Atualmente, restam apenas 

12,4% de área original da Mata Atlântica, sendo 80% dessa parcela localizado em áreas 

privadas. Foi o primeiro bioma brasileiro a ser garantido por lei de proteção (Lei da Mata 

Atlântica 11.428/2006) (SOS Mata Atlântica, 2019). Menos de 2% de sua área é protegida 

por Unidades de Conservação, além disso, é um bioma que desde a colonização, vem 
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sofrendo com exploração excessiva dos seus recursos naturais ocasionando perda de sua 

diversidade (Verissímo et al., 2004; Tabarelli et al., 2005). 

 É a segunda maior floresta úmida da América do Sul e que se desenvolveu na 

região semiárida do Nordeste devido aos efeitos da altitude e correntes atmosféricas 

oceânicas úmidas (Câmara, 2005). Esses fatores também proporcionam uma permanente 

umidade com temperatura média anual ente 15ºC e 25ºC e um bom regime pluviométrico 

(2.000 a 4.000 mm de chuva por ano), necessário para o suporte de alguns importantes 

mananciais hídricos do Brasil (Thomas e Barbosa, 2008). 

O bioma é formado por diversas formações florestais como florestas ombrófila 

densa, ombrófila mista, estacional semidecidual, estacional decidual e ombrófila aberta 

se estendendo por cerca de 1.300.000 km² do território brasileiro (Ministério do Meio 

Ambiente, 2015). É caracterizada por um grande índice de biodiversidade apresentando 

alto endemismo de plantas vasculares, em torno de 20.000 espécies e seu grau de 

endemismo pode chegar até a cerca de 50% em algumas regiões do bioma, tornando a 

Mata Atlântica uma das áreas do mundo com maiores níveis de endemismo (Stehmann et 

al., 2009). 

 

2.3.1 Reserva Biológica de Pedra Talhada 

 

Sabe-se que um dos maiores problemas atuais é a não conservação da diversidade 

biológica levando assim a uma considerável perda da mesma (IUCN, 2016). Com isso, 

para atenuar este problema é necessário a preservação “in situ” dessa diversidade em áreas 

que recebam proteção (Haddad et al., 2005). Em 18 de julho de 200, pela Lei No 9.985 

foram criadas no Brasil as Unidades de Conservação (UCs) com função de conservar e 

proteger a diversidade biológica, em especial as espécies que se encontrem ameaçadas ou 

vulneráveis, bem como as endêmicas (Braz e Cavalcanti, 2001). 

Uma dessas UCs é a Reserva Biológica de Pedra Talhada (REBIO de Pedra 

Talhada), criada pelo decreto nº 98.524 de 13 de dezembro de 1989 com intuito de 

proteger a Mata Atlântica, a REBIO possui área de 4.382,37 hectares e está localizada 

nos estados de Alagoas (nos munícipios de Chã Preta e Quebrangulo) e Pernambuco (Nos 

municípios de Correntes e Lagoa do Ouro). A reserva encontra-se em área de transição 

entre a Floresta Estacional e a Caatinga, apresentando florestas úmidas rodeadas por 

florestas secas (ICMBio, 2019). 
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Figura 1 – Localização da Reserva de Pedra Talhada no Brasil e delimitação das divisas dos três municípios 

sobre as quais ela se estende 

 

Fonte: Studer, Nusbaumer e Spichiger, 2015 

 

 

 

Figura 2 – Reserva Biológica de Pedra Talhada – Quebrângulo/Alagoas 

 
Fonte: Ferro, L. O. 
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 2.3.2 Melastomataceae Juss. 

 

Pertecente a Ordem Myrtiales, se apresenta como grupo monofilético de 

cacacterísticas morfológicas diversas, tais como condutores com perfurações 

ornamentadas, estames com conectivos espessados e/ou prolongados entre outros 

(Cogniaux 1883-1888; Wurdack et al. 1993; Clausing e Renner 2001). 

Em termos de diversidade, Melastomataceae é a sétima maior família e uma das 

mais numerosas da vegetação do Brasil, abrigando aproximadamente 155 gênetos e 4.500 

espécies (Renner, 2004; Baumgratz et al., 2010). Seus gêneros mais representativos são 

Leandra Raddi, Miconia Ruiz e Pav. e Tibouchina Baill (Goldenberg et al. 2009). 

É uma família com pouca exploração a respeito do potencial biotecnológico com 

poucos compsotos isolados (Cunha et al., 2003), porém indicam um grupo importante 

para a parte ambiental, no reflorestamento e recuperação de áreas na Mata Atlântica, pois 

são espécies poioneiras e que apresentam rápido crescimento (Silva e Tabarelli, 2000). 

 

2.3.3 Miconia mirabilis 

 

Miconia mirabilis é uma espécie de Meslastomataceae em forma de arbusto ou 

árvores de tamanho pequeno e de origem nativa. Não é uma planta endêmica do Brasil e 

está presente nas regiões Norte, Nordeste e Sudeste nos domínios fitogeográficos 

pertencentes a Amazônia, Caatinga e Mata Atlântica (Flora do Brasil, 2019) 

 

Miconia mirabilis Classificação (Ruiz e Pav.) 

Divisão: Magnoliophyta (Angiospermae) 

Classe: Magnoliopsida (Dicotiledonae) 

Ordem: Myrtales 

Família: Melastomataceae 

Espécie: Miconia mirabilis L.O. Williams 

 

 

 

 

 

 



Ferro, L. O. - Diversidade de fungos endofíticos de Miconia mirabilis [(aubl.) ........ 34 

 

 

 

 

Figura 3 – Folhas de Miconia mirabilis presentes na Reserva Biológica de Pedra Talhada. 

 

Fonte: Ferro, L. O 

Miconia mirabilis pode ser conhecida com nome popular de “Quaresma-do brejo” 

e é uma planta que possui raízes respiratórias e cresce nas margens de riachos podendo 

direcionar o crescimento de novas raízes e evitar a anóxia nos períodos de cheia. A espécie 

vegetal também pode ser encontrada nas margens de afloramentos rochosos e possui 

estratégia cromática através de suas inflorescências com botões abertos que evidenciam 

os estames vermelhos que se tornam amarelos quando maduros, ficando bem visíveis 

(Studer, Nusbaumer e Spichiger, 2015). 

 

2.4      FUNGOS ENDOFÍTICOS PRODUTORES DE ENZIMAS 

 

Enzimas são proteínas capazes de catalisar as mais diversas reações nos sistemas 

biológicos, sendo assim denominadas de biocatalisadores que participam da degradação 

e construção de moléculas, fazendo com que a energia química se mantenha ou se 

modifique a partir de precedentes essenciais (Nelson et al., 2005). A estrutura molecular 

de cada enzima pode estar relacionada com outras moléculas, por ex.: lipídeos, e fatores 

como sua estrutura tridimensional, pH, temperatura etc., são dependentes de sua atividade 

de catalisar as reações, bem como sua estabilidade e especificidade (Lima et al., 2007). 
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O mercado de enzimas a nível mundial está separado em dois grupos: 1) as 

enzimas industriais, que respondem a 60% de todo mercado industrial; 2) as enzimas 

especiais, como as terapêuticas (podendo em sua maioria também fazer parte das 

industriais), enzimas para diagnósticos e para as pesquisas (Zimmer et al., 2009). As 

enzimas microbianas ganham preferência por apresentarem tempo de produção menor, 

especificidade e estabilidade, vantagens na purificação, assim como a facilidade na 

manipulação genética (Nagarajan, 2012). No meio industrial, todas essas vantagens 

implicam em um menor custo nas produções (Reinehr et al., 2014). Sendo assim, é 

necessário a identificação de novas fontes microbianas, em especial que não sejam tóxicas 

ao ser humano (Alves et al., 2002). 

Fungos, em especial os filamentosos, se destacam na produção enzimática devido 

fácil cultivo, uma vez que conseguem secretar suas próprias enzimas no meio e com isso 

não há obrigação de liberação por rompimento celular, além de serem fontes importantes 

de novas biomoléculas comerciais (da Silva et al., 2015). Dentre os fungos filamentosos, 

pode-se citar os fungos endofíticos que veem sendo estudados devido as aplicações 

biotecnológicas como a produção enzimática (Pavithra et al., 2012). As plantas que 

abrigam os endófitos são, na maioria das vezes, fontes importantes de metabólitos 

secundários bioativos e o microrganismo tende a herdar essa capacidade, representando 

uma ferramenta valiosa na produção de enzimas importantes na indústria, em especial as 

indústrias farmacêutica e alimentícia que fazem uso da L-asparaginase (Krishnamurthy 

et al., 2008). 

 

2.5 A ENZIMA L-ASPARAGINASE 

 

A L-asparaginase (CE 3.5.1.1, L-asparagina amidohidrolase, L-ASNase), abreviada 

por L-ASNase, é uma enzima capaz de catalisar a reação da hidrólise do aminoácido L-

asparagina em ácido aspártico e amônia (Shrivastava et al., 2015). Esta reação pode ser 

observada na Figura 1, onde em detalhes a L-asparaginase catalisa a hidrólise do nitrogênio 

no grupo amina da cadeia lateral do aminoácido e com isso o converte no ácido (Loureiro, 

2010). 
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Figura 4. Reação catalisada pela enzima L-Asparaginase 

 

Fonte: Narta; Kanwarazmi, 2007 

 

A reação de hidrólise da L-asparaginase consome rapidamente os níveis celulares do 

aminoácido (asparagina) que está presente no corpo humano. Algumas células tumorais não 

têm a capacidade de assegurar o próprio abastecimento de asparagina, diante disso as células 

necessitam receber extracelularmente esse aminoácido, fazendo com que a resposta ao 

tratamento com L-asparaginase seja eficaz (Mohan-Kumari, Manonmani, 2012). Essas 

células tumorais são geralmente linfócitos que necessitam de grande quantidade de 

asparagina para o rápido crescimento, assim além de usar a asparagina (limitada) sintetizada 

pela própria célula irão precisar também de asparagina presente no soro sanguíneo, também 

obtida da dieta e consequentemente poder atender sua alta demanda (Narta; Kanwwar; Azmi, 

2007).  

A falta da apasgarina (extracelular) através da atuação da L-asparaginase interfere na 

síntese de proteínas em linfoblastos, fazendo com que ocorra a inibição na produção das 

células cancerígenas por apoptose, inibindo assim o crescimento tumoral, conforme 

representado na figura 2 (Fernandez et al., 2013; Guilleme et al., 2013). 
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Figura 5. Esquema ilustrando o processo de reação da enzima L-asparaginase nas células.  

 

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

reaction-mechanism-of-L-asparaginase. 

 

A L-asparaginase é usada como medicamento antineoplásico, sendo mais utilizada 

dentre as drogas recomendas no tratamento da Leucemia Linfoide Aguda (LLA), sendo 

um bioproduto de extrema importância, visto que dispõe de um grande espectro de 

atividade antitumoral (Loureiro, 2010; Saison et al., 2014). Além da LLA, a enzima é 

utilizada no tratamento de outras neoplasias (Leucemia mielomonocítica aguda, leucemia 

linfocítica crônica), alguns sarcomas (linfossarcoma, retilossarcoma, melanossarcoma) e 

ainda na doença de Hodgkin (Duval et al., 2002; Kavitha; Vijayalakshi, 2012).  

Leucemias estão agrupadas nas doenças neoplásicas derivadas de expansão clonal 

de blastos (células imaturas) e as célula-tronco hematopoiéticas são capazes de se 

diferenciar em duas linhagens: linfoide e mieloide (Schoch et al., 2001). Porém, nas 

leucemias essas células ficam incapacitadas de se diferenciar, impedindo que células 

normais, isto é, maduras sejam formadas e com isso geram acúmulo de células imaturas 

na medula óssea e no sangue periférico (Greaves; Wiemels, 2003).  

As leucemias são o tipo de câncer infantil mais comum na maioria das populações, 

sendo também, no Brasil, a principal causa de morte em crianças de 1 a 19 anos. No 

Brasil, estimam-se aproximadamente 10 mil casos novos de leucemia para cada ano do 

biênio 2018-2019 (Inca, 2019).  
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É estimado a longo prazo, uma melhora pós tratamento com L-asparaginase em 

cerca de 80% de crianças e entre 38 a 50% em adultos, tendo uma taxa de sobrevida global 

de 90% (De Bont et al., 2004; Pui e Howard, 2008).Além do uso médico, a L-asparaginase 

se mostra como forte potencial na indústria alimentícia (Kornbrust et al., 2009) pois 

consegue evitar a formação de acrilamida em alimentos processados sob altas 

temperaturas, geralmente em alimentos à base de amido (Pedreschi et al. 2008; Mohan 

Kumar et al., 2013) e segundo a Agência Internacional para Pesquisa sobre o Câncer 

(IARC, 1994) a acrilamida é considerada como neurotoxina potencialmente cancerígena.  

As células humanas precisam para sua síntese proteica um fornecimento constante 

do aminoácido Asparagina e a maioria dessas células humanas obtém seus próprios 

suprimentos de L-asparagina, não precisando consegui-lo a partir da dieta, conseguindo 

o aminoácido através do uso da enzima asparagina sintetase (Muller; Boss, 1998). 

Contudo, as células não saudáveis, como é o caso de células de alguns tipos de tumores, 

não dispõem de um nível suficiente de asparagina sintetase e assim não conseguem 

regular o gene desta enzima fazendo a síntese deste aminoácido ocorra de forma lenta 

(Wink, 2009).  

Ainda sobre essas células neoplásicas, as mesmas necessitam de grandes 

quantidades de L-asparagina para um crescimento mais acelerado e com isso, para atender 

a esta demanda, a asparagina é obtida no meio extracelular. Porém, ao permitir que a L-

asparaginase chegue a corrente sanguínea, haverá depleção de L-asparagina e assim as 

células neoplásicas serão impossibilitadas de conseguir o aminoácido e 

consequentemente as células tumorais se destruirão devido a incapacidade de realização 

completa da síntese de proteínas (Talluri et al., 2014).  

A L-asparaginase é largamente distribuída na natureza e pode ser obtida em 

animais, microrganismos e plantas, mas não é encontrada em seres humanos. Nos 

animais, em especial, os mamíferos e peixes, é obtida através dos tecidos (fígado, 

pâncreas, cérebro, ovário, testículo, rins, baço e pulmões) Porém, a L-asparaginase 

encontrada em várias espécies de plantas e animais possuem problemas no processo de 

extração, tornando dificultosa sua obtenção por essas fontes. Assim, os microrganismos 

se apresentam como fontes mais fáceis, eficazes e de menor custo para obtenção dessa 

enzima. As vantagens do uso dos microrganismos também estão associadas ao rápido 

crescimento e facilidade na otimização enzimática e modificação genética para aumento 

do rendimento além de apresentarem melhor estabilidade (Thakur et al., 2013).  
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As vantagens do uso de microrganismos nos bioprocessos atrelada a um baixo 

conhecimento sobre a diversidade microbiana fazem deles uma forte alternativa para 

inovação na procura de novas fontes de ASNase com propriedades melhoradas (Lopes et 

al., 2015). Outra vantagem do uso de enzimas obtidas através de fontes microbianas é a 

estabilidade da mesma (Balakrishnan, Nair, e Kumar, 2013). Além do mais, apresentam 

maior facilidade para modificação genética e consequentemente aumento de rendimento 

(Lopes et al., 2015).  

Atualmente, as formas disponíveis comercialmente de L-asparaginase são: 1) L-

asparaginase nativa; 2) PEG-aspaginase, ambas obtidas da bactéria Escherichia coli e 3) 

Crisantaspase, a L-asparaginase proveniente da bactéria Erwinia chrysanthemi. Todos os 

três tipos apresentam mecanismo igual, porém são diferentes em relação as propriedades 

farmacocinéticas (Cortijo-Cacajares; Jiménez-Cerezo; Tejada, 2012; Kawedia; Rytting, 

2014).  

A grande maioria da enzima ASNase microbiana é de origem intracelular, porém 

na perspectiva industrial a enzima secretada extracelularmente é considerada mais 

benéfica, pois é mais fácil de ser produzida em larga escala em condições normais de 

cultura, além do que a purificação também se torna mais acessível e econômica 

(Hosamani e Kaliwal, 2011).  

Uma das vantagens no tratamento com L-asparaginase está no fato das células 

normais não serem afetadas, já que são capazes de sintetizar a enzima, porém com um 

tratamento a longo prazo com L-asparaginase de origem bacteriana, é gerado uma série 

de reações adversas (Sarquis et al., 2004).  

A terapia com L-asparaginase em seres humanos exibi dois modelos de toxicidade 

que devem ser observados com atenção devido a sua importância. Um deles é referente a 

episódios de reações de hipersensibilidade, à custa do fato do organismo está recebendo 

uma proteína estranha, o segundo está relacionado aos sinais de toxicidade estimulados 

pelo bloqueio da síntese de proteínas que se deve à baixa dos níveis de L-asparaginase na 

circulação e também à liberação de produtos após a hidrólise da enzima (Rizzari et al., 

2013).  

Os efeitos colaterais mais frequentes são as reações de hipersensibilidade, que 

varia entre 6 a 43% de incidência podendo estar associados a casos de anafilaxia grave 

em cerca de 10% dos casos (Cortijo-Cascajares; Jiménez-Cerezo; Tejada, 2012). Na 

administração da enzima obtida por cepas de E. coli em sua etapa inicial as reações de 
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hipersensibilidade chegam a apenas 4%, entretanto, pode subir para 80% em pacientes 

que utilizaram a enzima mais de uma vez (Kurtzberg et al., 2011).  

Junto das reações de hipersensibilidade veem a produção de anticorpos anti-L-

Asparaginase, sendo essa a causa fundamental da resistência ao medicamento (Rizzari et 

al., 2013). Com a diminuição da atividade da enzima a diminuição de L-asparagina no 

plasma não acontecerá (Avramis et al., 2002) e essa atividade pode até não ser detectada 

(Kawedia; Rytting, 2014).  

Alguns dos sintomas são: urticária, edema, febre, erupção na pele, purido e 

raramente choque anafilático (Brunton; Lazo; Parker, 2010). O problema é que, com 

exceção da urticária que pode ser tratada com anti-histamínicos, os outros sintomas 

precisam da suspensão do tratamento para desaparecerem (Graham, 2003). Todavia, a 

utilização de anti-histamínicos como medidas preventivas não é recomendada, já que 

pode camuflar os sintomas da enzima inativada (Narazaki et al., 2012). 

Demais efeitos colaterais demonstrados são: alterações na coagulação sanguínea, 

incluindo níveis séricos reduzidos de antitrombina III e fibrinogênio, vômitos, diarreia, 

alterações hepáticas, pancreatite, hiperglicemia e supressão da medula óssea (Narazaki et 

al., 2012; Quintanilla-Flores et al., 2014).  

Dos dois tipos de L-asparaginase obtidos por E. coli, a nativa pode apresentar 

reações de hipersensibilidade mais graves e então, a forma conjugada com polietileno 

glicol (PEG-asparaginase) é a forma mais segura, pois aponta um menor grau de 

imunogenicidade (Pieters et al., 2011) e também, apresenta maior tempo biológico de 

meia-vida (Avramis et al., 2002).  

Casos de encefalopatia e hepatotoxicidade vistos ao decorrer do tratamento podem 

estar associados a amônia liberada no sangue a partir da hidrólise da L-asparagina 

catalisada pela L-asparaginase (Loureiro, 2010).  

Na L-asparaginase originada por bactérias além da hidrólise de L-asparagina, a 

glutamina também pode ser hidrolisada, entretanto com menor afinidade (Van der sluis et 

al., 2013). Essa hidrólise resulta em produto final glutamato e aspartato, o que pode estrar 

relacionado com casos de neurotoxicidade que ocorrem em cerca de 25% dos casos. A 

neurotoxicidade é mais comum em pacientes adultos e seus sintomas incluem: depressão, 

fadiga, sonolência, confusão, irritabilidade, agitação e tontura (Loureiro, 2010). A 

ASNase é produzida através de fermentação, geralmente submersa (SF), e embora várias 



Ferro, L. O. - Diversidade de fungos endofíticos de Miconia mirabilis [(aubl.) ........ 41 

 

 

 

 

bactérias estejam relatadas, E. coli e E. chrysanthemi continuam sendo as principais para 

produção em proporções industriais (Lopes et al., 2015) 

A produção da enzima sofre influência de um conjunto de fatores como: tipo e 

concentração de fontes de carbono e nitrogênio, pH, temperatura, tempo de fermentação, 

aeração e principalmente qual o microrganismo utilizado (Basha et al., 2009; Gurunathan 

e Sahadevan, 2012; Zia et al., 2013). A L-asparaginase é ativada em pH alcalino e 

temperatura por volta de 37ºC (Dange e Peshwe, 2013). A ASNase pode ser produzida 

geralmente por meio de três tipos: fermentação submersa (SmF), fermentação em estado 

sólido (SSF) e DNA recombinante (Vimal; Kumar, 2017).  

Os efeitos colaterais causados no tratamento com L-asparaginase podem estar 

relacionados com o uso prolongado da enzima por fontes procarióticas (Amena et al., 

2000). Estudos como o de Dange e Peshwe (2015) indicam microorganismos eucarióticos 

como produtores de L-asparaginase com menos efeitos colaterais. Sendo assim, em razão 

da importância da L-asparaginase no tratamento oncológico e também na indústria 

alimentícia, é fundamental a procura por novas fontes desta enzima com o intuito de 

reduzir os efeitos colaterais e obter aumento de sua produção e disponibilidade (Lopes et 

al., 2015). Os fungos aparecem então, como fonte para a produção de L-asparaginase 

representada por fontes eucarióticas (Sarquis et al., 2004) pois apresentam-se 

evolutivamente mais próximos dos seres humanos e por este fato especula-se que a 

enzima isolada a partir deles provoca menor imunogenicidade (Shrivastava, et al., 2012). 

 

2.5.1 Breve histórico sobre a enzima L-asparaginase 

 

A evidência da L-asparaginase como droga antitumoral se deu em 1922 através de 

pesquisas realizadas por Clementi que ao usar soro de mamíferos, percebeu que o de 

porquinhos-da-índia exibiu uma atividade enzimática (Narta; Kanwar; Azmi, 2007). Em 

1953, Kidd descreveu a regressão de linfomas transplantados em camundongos que 

receberam o soro dessas cobaias. Contudo, apenas os soros de porquinhos-da-índia 

apresentaram efeito inibidor do crescimento celular e o soro de outros mamíferos não, 

além do mais, somente alguns tumores eram suscetíveis. Anos mais tarde, Broome 

compilou os resultados de Clementi e Kidd e observou que o fato dos linfomas 

transplantados em camundongos terem diminuídos era atribuído à necessidade de 
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asparagina exógena nas células neoplásicas e concluiu quea atividade antineoplásica 

presente era resultado da atividade da L-asparaginase (Broome, 1963)  

Em 1966 foi possível purificar parcialmente duas isoformas da L-asparaginase 

obtida do soro de porquinhos-da-índia, porém apenas uma das isoformas apresentou a 

atividade antitumoral in vivio (Yellin; Wriston-Jr, 1966). Com toda dificuldade para 

extração da enzima a partir do soro das cobaias a pesquisa sobre as ações da L-

asparaginase não progrediu, contudo, os pesquisadores buscaram outras fontes, 

especialmente as provenientes de microrganismos (Narta; Kanwar; Azmi, 2007; Loureiro, 

2010).  

Mashburn e Wriston em 1964 e Campbell e Mashburn (1969), publicaram 

trabalhos onde obtiveram a purificação da L-asparaginase através de cepas de Escherichia 

coli com a atividade enzimática antineoplásica equivalente àquela demonstrada no soro 

das cobaias anteriormente pesquisadas. Dessa forma, esses resultados promoveram um 

aumento na produção da enzima em proporções maiores e quantidade propícia para 

ensaios clínicos (Asselin et al., 1993; Narta; Kanwar; Azmi, 2007).  

 

2.5.2 L-asparaginase produzida por fungos endofíticos 

 

Tendo em vista os efeitos colaterais produzidos pela terapêutica com L-

asparaginase de origem procariótica, a busca por fontes eucarióticas vem sendo alvo de 

pesquisas com a ASNase, sendo assim, fungos filamentosos e leveduras veem sendo 

relatados como potencial produtor desta enzima com menores reações adversas 

(Shrivastava, Khan, Shrivastav, Jain, e Singhal, 2012). 

Estudos propõem que endófitos durante os anos de coevolução e recombinação 

genética conquistaram a capacidade de biossintetizar com sua planta hospedeira os 

compostos produzidos pela planta (Huang et al., 2015). A utilização de microrganismos, 

no caso os fungos endofíticos, é relatada por Peixoto Neto et al. (2002) como alternativa 

para minimizar o uso de plantas e assim diminuir o risco de ameaça de algumas espécies 

vegetais.  

Os tratamentos oncológicos obtidos por produtos naturais advindos de 

microrganismos veem movimentando os avanços em pesquisas que busquem novas 

fontes medicamentosas (Costa-Lotufo et al., 2010). Foi através dessa busca que um dos 
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compostos pioneiros no tratamento de neoplasias, o taxol, foi isolado do fungo endofítico 

Taxomyces andreanae (Stierle; Strobel; Stierle, 1993).  

Os fungos endofíticos veem sendo estudados para a produção de L-asparaginase, 

entretanto, ainda são poucos os relatos usando endófitos na produção de L-asparaginase.  

A literatura mostra que vários estudos já foram realizados com fungos para a produção 

da enzima L-asparaginase sendo as espécies dos gêneros Aspergillus, Fusarium, e Penicilium 

frequentemente associadas a uma boa produção da enzima (Pádua et al., 2018; Silva et al., 

2018). 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 ÁREA DE COLETA 

 

A coleta do material vegetal ocorreu na Reserva Biológica (REBIO) de Pedra 

Talhada (36°22’ a 36°28’ W, 9°11’ a 9°16’ S). A REBIO de Pedra Talhada foi criada em 

13 de dezembro de 1989 por meio do Decreto nº 98.524 com o objetivo de proteger a 

Mata Atlântica e seus recursos naturais. A REBIO possui área de 4.382,37 hectares 

distribuídos nos munícipios de Lagoa do Ouro e Correntes (Pernambuco) e Quebrangulo 

e Chã Preta (Alagoas) (ICMBio, 2019).  

A REBIO de Pedra Talhada está situada na Provincía da Borborema e sua estação 

pluviométrica mais perto se encontra no município de Quebrangulo com acúmo anual 

médio de 1.628 mm, onde os meses com maiores precipitações são maio, junho e julho 

com mais de 250 mm/mês e a estação mais seca se estendendo de outubro a fevereiro com 

menos de 50 mm/mês (Studer, Nusbaumer, Spichiger, 2015). 

A área é dividida em seis zonas e a pesquisa foi conduzida em duas delas (figura 

6): zona primitiva (área natural) e zona de recuperação (área antropizada). A reserva 

encontra-se em área de transição entre a Floresta Estacional e a Caatinga, apresentando 

florestas úmidas rodeadas por florestas secas. A coleta do material vegetal ocorreu no 

período chuvoso no mês de julho de 2018. 

 

Figura 6 - Representação da metodologia de amostragem, com delimitação dos transectos e parcelas onde 

os fungos sl. serão coletados 

. 

Fonte: Projeto CNPQ/ICMBio 421241/2017-9. 
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3.2. COLETA E PROCESSAMENTO DO MATERIAL BOTÂNICO 

 

Uma visita a campo foi realizada em período chuvoso e três transectos foram 

percorridos em área natural e outros três em área antropizada (Figura 6). Folhas sadias de 

dois exemplares de Miconia mirabilis em área natural e dois exemplares de em área 

antropizada foram coletadas, totalizando quatro indivídiuos. 

O material vegetal foi acondicionado individualmente (3/4 folhas por índividuo) 

em sacos de papel e levados ao Laboratório de Micologia Ambiental do Departamento de 

Micologia (UFPE) e processados em até 48 horas. O material foi processado como 

descrito por Bezerra et al. (2015), com adaptações. Resumidamente, a assepsia foi feita 

por uma lavagem inicial das folhas com água e detergente para remoção de impurezas e 

enxaguadas com água destilada. Na sequência foram mergulhados em álcool 70% (1 

min), hipoclorito de sódio 2-2,5% (3 min), álcool 70% (1 min) e por fim as folhas foram 

lavadas por três vezes (1 minuto cada) em água destilada e esterilizada.  

A fragmentação das folhas ocorreu com auxílio de lâmina de bisturi esterilizada e 

45 fragmentos com cerca de 1cm² foram utilizados, totalizando 180 fragmentos. Foram 

distribuídos cinco fragmentos por placa de Petri contendo meio de cultura, totalizando 36 

placas (9 por indivíduo). Os fragmentos foram transferidos para meio de cultura batata-

dextrose-ágar (BDA) com clorofenicol (50mg/l) para restringir o crescimento bacteriano. 

As placas foram incubadas a 28 ± 2 °C por até 10 dias e o crescimento fúngico foi 

observado diariamente e toda colônia fúngica encontrada foi isolada e purificada (Figura 

7). Após isolamento e purificação, os endófitos foram mantidos em meio de cultura 

adequado ou preservados em água com glicerol (70%) para posteriores análises 

morfológicas e/ou moleculares. Para verificar a eficácia da desinfestação, 1 ml de água 

última de lavagem foi semeada em placas de Petri contendo o mesmo meio, e mantidas 

sob as mesmas condições de incubação. 
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Figura 7: Esquema de isolamento de fungos endofíticos de folhas de Miconia mirabilis da Reserva 

Biológica de Pedra Talhada (Mata Atlântica)

 

Fonte: Pádua, A. P. S. L.  

 

3.3 IDENTIFICAÇÃO DE FUNGOS ENDOFÍTICOS 

 3.3.1 Identificação morfológica dos fungos endofíticos 

A identificação morfológica foi realizada através de observação das características 

macroscópicas das colônias (cor, aspecto, consistência, presença de pigmento, etc.), 

características microscópicas (morfologia de estruturas somáticas e reprodutivas), 

utilizando-se metodologia e literatura específica (Morton e Smith, 1963; Ellis, 1971, 

1976; Sutton, 1980; Barnett e Hunter, 1987; Hanlin 1990; Samson e Frisvad, 2004; 

Domsch et al., 2007; Crous et al., 2007; Bensch et al., 2012; Phillips et al., 2013). 

 Culturas representativas dos fungos endofíticos isolados e identificados estão 

depositadas no acervo da Coleção de Culturas – Micoteca URM e as lâminas permanentes 

no Herbário URM, ambas as coleções na UFPE. 

 

 3.3.2 Identificação molecular dos fungos endofíticos 

3.3.2.1 Extração, amplificação de fragmentos do DNA e sequenciamento 

 

Para extração do DNA genômico foi utilizado o Kit de extração de DNA genômico 

da Promega (Wizard Genomic DNA Purification Kit) conforme metodologia proposta 

pelo fabricante. Culturas representativas de cada morfoespécie foram identificadas por 

meio do sequenciamento da região ITS do rDNA e conforme necessidade outros lócus do 
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DNA foram introduzidos de acordo com cada gênero ou grupo de fungos estudados 

(Tabela 2). Para amplificação da região ITS do rDNA foram utilizados os primers ITS5 e 

ITS4 (White et al., 1990) ou ITS1 e ITS4 (White et al. 1990; O ‟Donell,1993). 

Os produtos das extrações de DNA e das reações de PCR foram visualizados 

através de eletroforese em gel de agarose 1% corados com GelRed (Biotium), e 

visualizados sob luz UV. Os produtos da amplificação foram purificados e posteriormente 

encaminhados para sequenciamento na Plataforma Multiusuária de Sequenciamento e 

DNA do Centro de Biociências da UFPE. 

 

Tabela 2 – Primers utilizados para obtenção de sequencias de genes específicos para identificação 

molecular dos fungos endofíticos. 

Nome Sequência (5’-3’) Referências  Gêneros estudados 

Beta-tubulina    

Bt2a  

 

GGT AAC CAA 

ATC GGT GCT 

GCT TTC  

 

Glass e Donaldson 

(1995) 

 

Diaporthe,Penicillium 

Bt2b 

 

ACC CTC AGT 

GTA GTG ACC 

CTT GGC  

 

Glass e Donaldson 

(1995) 

 

Diaporthe, Penicillium 

Calmodulina    

CDM5 CCG AGT ACA 

AGG AGG CCT 

TC  

 

Hong et al. (2006)  

 

Diaporthe, Penicillium 

CDM6 CCG ATA GAG 

GTC ATA ACG 

TGG  

 

Hong et al. (2006)  

 

Diaporthe, Penicillium 

ITS    

ITS 1  O‟Donnell,1993 Todos os gêneros listados 

na tabela 4 

ITS 4 TCC TCC GCT 

TAT TGA TAT GC  

 

White et al. (1990)  

 

Todos os gêneros listados 

na tabela 4 

ITS 5 GGA AGT AAA 

AGT CGT AAC 

AAG G  

White et al. (1990)  

 

Todos os gêneros listados 

na tabela 4 
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GAPDH  

 

   

GPD1 CAA CGG CTT 

CGG TCG CAT TG  

 

Berbee et al. (1999)  

 

Colletotrichum 

GPD2 GCC AAG CAG 

TTG GTT GTG C  

 

Berbee et al. (1999)  

 

Colletotrichum 

RPB2    

RPB2-5F2  

 

GGG GWG AYC 

AGA AGA AGG C  

 

Sung et al. (2007)  

 

Penicillium, Xylaria 

RPB2-7cR  

 

CCC ATR GCT 

TGY TTR CCC AT  

 

Liu et al. (1999)  

 

Penicillium, Xylaria 

TEF1    

EF1-728F  

 

CAT CGA GAA 

GTT CGA GAA 

GG  

 

Carbone e kohn 

(1999)  

 

Diaporthe 

EF1-986R  

 

TAC TTG AAG 

GAA CCC TTA CC  

 

Carbone e kohn 

(1999)  

 

Diaporthe 

Fonte: O autor, 2020 

 

3.3.2.2. Alinhamento das sequências e análise filogenética 

 

Os cromatogramas do sequenciamento foram analisados para a determinação das 

sequências consenso utilizando o programa MEGA v. 7.0 (Kumar et al., 2016). Após a 

edição, todas as sequências foram utilizadas para busca das mais similares depositadas no 

GenBank, utilizando a ferramenta BLASTn. As sequências experimentais foram então 

alinhadas e corrigidas manualmente utilizando o programa MEGA v. 7.0 (Kumar et al., 

2016). As novas sequências serão depositadas no GenBank do NCBI 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/) e os alinhamentos no banco de dados TreeBASE 

(www.treebase.org/). 

As construçoes das árvores filogenéticas foram feitas através da máxima 

verossimilhança (ML) ou por Infererência Bayesiana (BI). As sequências foram alinhadas 

usando O Maft v.7 (Katoh e Standley, 2013) e editadas manualmente usando o programa 



Ferro, L. O. - Diversidade de fungos endofíticos de Miconia mirabilis [(aubl.) ........ 49 

 

 

 

 

MEVA v.7 (Kumar et al., 2016). As análises de ML e de BI foram realizadas com MrBayes 

on XSEDE e RAXML-HP BlackBox v.8.2.8 (Stamatakis et al., 2008), respectivamente 

no CIPRES Science Gateway (www.phylo.org/). A construção da árvore por máxima 

verossimilhança foi realizada usando o modelo de substituição nucleotídica GTR+G+I 

com 1000 reamostragens de bootstrap. Para a Inferência Bayesiana (BI) foi empregado o 

método da cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC) e o modelo de substituição 

nucleotídica como sugerido pelo MrModelTest 3.7 (Posada e Crandall, 1998). A análise 

de BI foi realizada através do programa Mr. Bayes v.3.2.1 (Ronquist e Huelsenbeck, 

2012). As árvores filogenéticas foram visualizadas no software FigTree (Rambaut, 2009) 

e exportadas para edição. 

 

3.4 ANÁLISES ECOLÓGICAS 

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) (Araujo et al. 2002). 

As comunidades dos fungos foram avaliadas em termos quantitativos e 

qualitativos (frequência de ocorrência absoluta e relativa) e sua estruturação, analisada 

por meio de índices ecológicos de diversidade. A frequência absoluta foi calculada como 

número total de isolados endofíticos e a abundância relativa (frequência relativa) de cada 

espécie foi calculada aplicando-se a fórmula: Di = (Ni/N) x 100, onde Di = abundância 

da espécie i; Ni = número de UFC da espécie i; N = número total de UFC (Photita et al., 

2001). 

Para o cálculo da diversidade foi utilizado o índice de diversidade de Shannon-

Wiener na base logarítmica 2: H’ = Σ (pi) x (log2pi), onde pi = abundância relativa de 

cada espécie. Os diagramas de Venn foram construídos usando a ferramenta InteractiVenn 

disponível on-line em http://www.interactivenn.net/ (Herbele et al., 2015). 

 

3.5 SELEÇÃO DE FUNGOS QUANTO À PRODUÇÃO DE L- ASPARAGINASE 

(ASNASE) EM MEIO LÍQUIDO 

 

Foram selecionados, aleatoriamente, 20 fungos endofíticos de Miconia mirabilis 

para a etapa de produção da enzima L-asparaginase, pertencentes a nove gêneros 

identificados previamente. Fungos selecionados: 
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⮚ Isolados da área natural: J2A – Nigrospora sp. ; J8B - Colletotrichum sp. (URM 

8300); J61 - Nigrospora sp. (URM 8313); J70 - Colletotrichum sp. (URM 8302); L1A- 

Phyllosticta sp. (URM 8196); L2 - Xylaria sp. (URM 8314); L6 – Hypoxylon  sp.; L30 - 

Phyllosticta sp. (URM 8307); L33 - Nemania sp.  (URM 8299); L48 - Colletotrichum sp. 

(URM 8301); L59 - Penicilllium sp. (URM 8317). 

 

⮚ Isolados da área antropizada: M46 - Penicilllium sp. (URM 8318); N18 – Xylaria 

sp.; N23 – Diaporthe sp. (URM 8304); N28 – Xylaria sp.; N31B - Penicilllium sp. (URM 

8320); N39 - Diaporthe sp. (URM 8321); N42A Talaromyces sp (URM 8305); N44 – 

Nigrospora sp.; N66 - Penicilllium sp. (URM 8087). 

 

Para a preparação do inóculo, os isolados selecionados e previamente 

armazenados em água e glicerol, foram reativados em placas de Petri contendo o meio de 

cultura batata-dextrose-ágar (BDA), incubados por até sete dias. As etapas utilizadas para 

a produção (Pré-fermentação e Fermentação) da enzima seguiram metodologia de 

Loureiro et al. (2012) com adaptações de Silva et al. (2018) e Pádua et al. (2018). 

A produção da L-asparaginase foi realizada utilizando o meio Czapek Dox’s 

(CDM) modificado pela adição de L-asparagina (Saxena e Sinha, 1981) e modificado por 

Gulati et al. (1997). O meio é composto por glicose (14,0 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 (0,01 g/L), 

ZnSO4.7H2O (0,01 g/L), FeSO4.7H2O (0,01 g/L) e (NH4)2SO4 (2,0 g/L) com  pH ajustado 

para 6,2. 

Para a 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 

selecionadas foram inoculados e incubados a 30ºC, a 120 rpm por 96 horas. Após esse 

período as culturas foram filtradas utilizando papel de filtro Whatman nº 1 e o micélio 

utilizado na etapa de fermentação. 

Na etapa de fermentação o micélio coletado na pré-fermentação foi inoculado em 

frascos de Erlenmeyer (250 mL) contendo 50 mL do meio CDM (com ausência de 

(NH4)2SO4 e redução da glicose para 2,0 g/L) e incubados a 30ºC, a 120 rpm por 120 

horas. Após esse período, as culturas foram filtradas utilizando papel de filtro Whatman 

nº 1 e a biomassa foi utilizada para quantificar a atividade enzimática (Loureiro et al., 
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2012 modificado por Silva et al., 2018 e Pádua et al., 2018). 

 

3.6 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA 

 

A atividade da enzima L- asparaginase foi verificadade acordo com Drainas et al. 

(1977), modificado por Silva et al. (2018) e Pádua et al. (2018) onde a solução para 

determinaço da atividade enzimática foi composta por 1,5 mL Tris-HCl (20 mM, pH 8,6), 

0,2 mL de solução de L-asparagina (100 mM), 0,2 mL de solução de hidroxilamina pH 

7,0 (1 M) e 0,1 g de biomassa fúngica. O tampão Tris-HCL foi adicionado a biomassa de 

cada cultura (0,1g) sendo agitada em vórtex. As soluções de L-asparagina e hidroxilamina 

foram adicionadas e as amostras branco permaneceram apenas com a biomassa fúngica e 

o Tris-HCL, porém ambas amostras foram incubadas a 37°C, 150 rpm, por 30 minutos. 

Em seguida foi adicionado à mistura, 0,5 mL de solução de cloreto férrico/TCA/HCl 

[10% (w/v) de FeCl3 mais ácido tricloroacético a 5% (w/v) em 0.66 mol·L−1 HCl] em 

todas as amostras com finalidade de interromper a reação. Posteriormente ambas as 

amostras foram centrifugadas a 6.000 rpm por 15 minutos. Após centrifugação, os 

sobrenadantes de todas as amostras foram lidos em espectrofotômetro a 500 nm. Uma 

unidade de L-asparaginase foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a 

formação de 1 μmol de β-hidroxámico aspártico por minuto a 37°C. Todas 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 os endófitos testados neste estudo. 

 

3.7 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 realizados utilizando o software 

Statistic8. 
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4 ANÁLISE E DISCUSSÃO DOS DADOS 

 

4.1 DIVERSIDADE DE FUNGOS ENDOFÍTICOS DE Miconia mirabilis: ANÁLISES 

FIOGENÉTICAS E ECOLÓGICAS 

 

Este é o primeiro estudo que relata a diversidade de fungos endofíticos em M. 

mirabilis, porém outros estudos fúngicos e de comunidades endófiticas foram realizados 

com representantes de mesmo gênero, ordem ou família de M. mirabilis (Seixas et al., 

2007, Vaz et al., 2014; Piza et al., 2015; Mausse-Sitoe et al., 2016; Mishra et al., 2016).  

Um total de 285 isolados de fungos endofíticos foram obtidos da planta M. 

mirabilis a partir dos 180 fragmentos das folhas utilizadas, das duas áreas estudadas. Os 

endófitos foram agrupados de acordo com a morfologia, entretanto, 12 fungos não foram 

capazes de crescer após reativação, resultando um total de 273 fungos endofíticos, sendo 

149 da área natural e 124 da área antropizada. Essa perda no número de isolados pode 

estar ligada ao que foi mencionado por Strobel (2018) que constatou que fungos de 

crescimento mais lento, depois de transferidos para meio de cultura, começam a crescer 

ainda mais lentamente podendo morrer se algum nutriente importante encontrado na 

natureza esteja faltando nas condições de cultivo. Apenas fungos filamentosos foram 

isolados e, após purificação, foram identificados por letras (J e L – Área Natural; M e N 

– Área Antropizada) seguido de números que designam o isolado (Ex.: J1, J2...J80). 

A riqueza de fungos endofiticos encontrada neste estudo se assemelha a outros 

estudos em áreas tropicais onde o número de isolados fúngicos também foi alto (Arnold 

e Lutzoni, 2007; Nascimento et al., 2015; Lima et al., 2012; Siqueira et al., 2011, Bonfim 

et al., 2016; Correia et al., 2018). Porém, é importante destacar que na maioria dos estudos 

citados a quantidade de fragmentos foi superior a utilizada no presente estudo, destacando 

a alta riqueza encontrada nesse estudo e também, a complexidade da comparação de 

dados a respeito da microbiota endofítica devido a tipos dierentes de metodologias 

empregadas, bem como o tipo de tecido vegetal e o esforço amostral (Cannon e Simmins, 

2002, Vieira et al., 2011). 

Entretanto, é preciso levar em consideração que o número exato de endófitos 

fúngicos estimado por técnicas dependentes de cultura não corresponde a toda a 

diversidade da comunidade endofítica, sendo necessário combinar o método tradicional 

com técnicas independentes de cultura e que analisem o microbioma de todo o vegetal, 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878614616300198#!
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como por exemplo, análises metagenômicas (Frohlich e Hyse, 1999; Guo et al., 2001; 

Zhang et al., 2015; Singh et al., 2017; Sapkota et al. , 2017; Collinge et al., 2019).  

Outros estudos em florestas tropicais apresentaram um número de isolados menor 

que nesse estudo (Yuan et al., 2011; Mishra et al., 2016; Hansan, 2019) e essas diferenças 

encontradas podem ser associadas a vários fatores ambientais (tecido vegetal, mudanças 

climáticas, relações ecológicas entre fungos, hospedeiros e substratos, etc.), o que vem 

sendo ressaltado em alguns estudos (Nascimento et al., 2015; Koide et al., 2017). 

A média da taxa de colonização dos fragmentos de folha de M. mirabilis foi de 

93,33% e a taxa de colonização por índíviduo estudado está representada na Tabela 3. 

 

Tabela 3 –Taxa de colonização dos fragmentos foliares por índividuos dos fungos endofíticos isolados de 

de Miconia mirabilis nas áreas natural (AN) e antropizada (AA) da Mata Atlântica da REBIO Pedra 

Talhada, Brasil. 

Indíviduo

s 

Fragmentos foliares com 

crescimento 

fúngico 

Total de fragmentos 

foliares 

Taxa de Colonização 

AN1 

AN2 

AA1 

AA2 

45 

42 

40 

41 

45 

45 

45 

45 

100% 

93% 

89% 

91% 
 

Fonte: Ferro, L. O 

 

A taxa de colonização foi alta em comparação a outros estudos. Embora, endófitos 

com taxa de colonização acima de 50% tenham sido relatados por outros trabalhos 

realizados em florestas tropicais (Cannon e Simmons, 2002, Rubin et al., 2005; Luz et al., 

2006; Nascimento et al., 2015). Diferentemente, estudos em florestas tropicais secas 

demonstram uma taxa de colonização muito inferior, muitas vezes não ultrapassando 50% 

(Sun et al., 2012; Jin et al., 2013). Uma alta colonização endófitica pode estar associada 

às propriedades das florestas tropicais úmidas quando comparadas a florestas tropicais 

secas, incluindo o período chuvoso que pode contribuir para um aumento na taxa de 

fragmentos colonizados (Santos et al., 2015). 

Os 273 fungos endofíticos isolados foram agrupados morfologicamente por 

características macroscópicas e microscópicas confirmadas por microcultivos em lâminas 

e/ou análises filogenéticas. Foram totalizados 14 gêneros de fungos endofíticos, todos 

fungos filamentosos pertencentes ao filo Ascomycota. O predomínio do filo Ascomycota 

é comum na maioria dos estudos sobre a comunidade endofítica (Bezerra et al., 2012; 
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Bullington e Larkin, 2015; Nascimento et al., 2015; Singh et al., 2017, Strobel, 2018), 

entretanto em alguns trabalhos é possível verificar a presença de fungos Basidiomycota 

(Fernandes et al., 2015; Mishra et al., 2016; Correia et al., 2017; Pádua et al., 2018) e 

alguns representantes de fungos do subfilo Mucoromycotina (Bezerra et al.; 2013; 2015; 

Fernandes et al., 2015; Freire et al., 2015; Mishra et al., 2016). O número baixo de 

representantes do filo Basidiomycota pode estar relacionado ao tipo de método 

empregado, já que o crescimento fúngico é dependente de cultura, não isolando por 

exemplo, fungos biotróficos (Singh et al., 2017). 

 A identificação de fungos endofíticos apenas com base na taxonomia morfológica 

é complexa, pois a maioria dos endófitos não produz estruturas de reprodução em meio 

de cultura (Chen et al., 2013). Entre os marcadores de DNA, a região mais comumente 

usada para fungos é a ITS, considerada como o barcode, ou seja, um código de barras 

capaz de identificar com sucesso diversos grupos fúngicos (Chen et al., 2013). 

Posteriormente, a utilização de sequências de ITS não possibilitou a separação entre 

espécies e/ou grupos fúngicos muito relacionados, necessitando-se da utilização de outros 

genes para a identificação dos fungos, conformes listados na tabela 2. 

Os fungos endofíticos isolados de M. mirabilis foram identificados por taxonomia 

molecular com base nas sequencias de ITS do rDNA; porém, apenas 113 isolados tiveram 

a região ITS amplificada e sequenciada, e posteriormente foram agrupados por análise 

filogenética (Figura 8). 

Os representantes com sequências de parte da região ITS do rDNA representam 

sete ordens em Ascomycota, sendo a ordem Xylariales a mais comum e representada por 

quatro gêneros, seguidos por Eurotiales com três gêneros e as demais ordens com apenas 

um gênero cada (Pleosporales, Botryosphaeriales, Glomerellales, Diaporthales e 

Trichosphaeriales). Outros dois representantes não conseguiram ser definidos por 

sequenciamento de ITS e também se encontram como incertae sedis em Sordariomycetes. 

 

 

Figura 8 - Filograma obtido por inferência bayesiana a partir de análises de sequências da região ITS do 

rDNA demostrando o posicionamento de 113 fungos endofíticos isolados de Miconia mirabilis em área de 

Mata Atlântica do nordeste brasileiro. Fuscoporia sp. (Dai 11680, Basidiomycota) foi utilizado como grupo 

externo. Valores de probabilidade posterior a partir de 0.98 são mostrados perto ds nós. Os isolados 

destacados com a cor verde representam isolados provenientes da área natural e os com cor azul da área 

antropizada. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=152647&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
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Embora a região ITS seja o marcador mais utilizado na identificação de fungos, 

há relatos de insuficiência de suas sequências para delimitar grupos fúngicos, 

principalmente quando envolve complexos de espécies (Gruning et al., 2004; Chen et al., 

2012, Harder et al., 2013; Singh et al., 2017). A família Xylariaceae é um dos grupos que 

a região ITS não é adequada para resolver as relações filogenéticas e um dos motivos 

pode ser a alta variabilidade presente no gene (Hiesh et al., 2010; Chen et al., 2013). 

Alguns estudos tentam combinar outras regiões gênicas, entre elas sequências de α-actina, 

β-tubulina e RPB2 (Hiesh et al., 2010; Li et al., 2017; Wendt et al., 2017), para melhor 

delimitar as espécies de Xylaria (Hsieh et al., 2005; 2010; Tang et al., 2009; Pažoutová et 
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al., 2010). 

 

Foi construído um filograma através de análise de verossimilhança (MV) com 

sequências de RPB2 (Figura 9). Porém, é necessário ainda abordar outros genes na 

tentativa de delimitar os táxons de Xylaria no presente estudo. 

 

Figura 9 - Filograma obtido através de análise de verossimilhança a partir de análises de sequências da 

região RPB2 do rDNA mostrando o posicionamento de 54 fungos endofíticos isolados de M. mirabilis em 

área de Mata Atlântica do nordeste brasileiro pertencentes ao gênero Xylaria sp. Biscogniauxia arima 

(Basidiomycota WSP 122) foi utilizado como grupo externo. Valores de bootstrap a partir de 70% são 

mostrados perto dos nós. Os representantes de cor verde representam a área natural e os de cor azul a área 

antropizada do presente estudo.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17020806
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17020806
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Dos 14 gêneros verificados, Xylaria foi o mais frequente (58,24%) com 159 

isolados pertencentes a 10 morfo-espécie, representando mais da metade dos isolados, 

seguido por Colletotrichum (18,32%) com 50 isolados pertencentes a quatro morfo-

espécies, Nemania (6,60%) com 18 isolados pertencentes a seis morfo-espécies, 

Diaporthe (5,13%) com 14 isolados pertencentes a cinco morfo-espécies, Penicillium 

(4,03%) com 11 isolados pertencentes a quatro morfo-espécies, Muscodor (2.20%) com 

seis isolados pertencentes a três morfo-espécies, Nigrospora (1,47%) com quatro isolados 

pertencentes a duas morfo-espécies, Phyllosticta (1,10%) com três isolados pertencentes 

a duas s morfo-espécies, Preussia (0,73%) com dois isolados pertencentes a uma morfo-

espécie, Incertae sedis em Sordariomycetes (0,73%) com dois isolados pertencentes a 

uma morfo-espécie, e, Aspergillus (0,37%), Hypoxylon (0,37%), Incertae sedis em 

Dothideomycetes. (0,37%) e Talaromyces (0,37%) os quais foram isolados apenas uma 

vez (Figuras 10 e 11). 

 

Figura 10. Representação gráfica da frequência relativa de fungos endofíticos de Miconia mirabilis nas 

áreas natural e antropizada da Mata Atlântica da REBIO Pedra Talhada, Brasil. 

 

Fonte: Ferro, L. O. Elaborado no excel, 2019 
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Figura 11. Representação gráfica da frequência absoluta de fungo endofíticos de folhas de Miconia 

mirabilis nas áreas natural e antropizada da Mata Atlântica da REBIO Pedra Talhada, Brasil. 

Fonte: Ferro, L. O. Elaborado no excel, 2019 

 

Xylaria é o gênero com o maior número de espécies da família Xylariaceae 

(Xylariales). Entretanto, o número exato de espécies é incerto devido ao reduzido número 

de trabalhos taxonômicos desse gênero (Hsieh et al., 2010). Espécies de Xylaria são 

frequentemente isoladas como endófito em vários estudos em florestas tropicais (Davis 

et al., 2003; Costa et al., 2012; Chen et al., 2013; Santos et al., 2015; Correia et al., 2017). 

A identificação de amostras de Xylaria a nível taxonômico específico é difícil devido à 

falta ou demora de produção de estruturas sexuais em meio de cultura (Davis et al., 2003; 

Chen et al., 2013; Singh et al., 2017). 

Embora haja uma alta frequência de espécies de Xylaria isoladas como endófitos, 

há dificuldade na formação de estruturas sexuais e as características de muitas espécies 

em cultura são semelhantes e sem grandes variações, sendo os endófitos únicos e sem 

material disponível em bancos de sequências de genes para comparação (Roger, 2000).  

O gênero Colletotrichum foi o segundo mais frequente no estudo, sendo o maior 

número de isolados na área antropizada. Colletotrichum é um gênero encontrado em 

diversas espécies vegetais (Mussi-Dias et al., 2012; Senthil et al. 2011; Siqueira et al. 

2011; Chow e Ting, 2015) e, por exemplo, foi abundante em um estudo com espécies de 

begônia em área de Mata Atlântica no Brasil, correspondendo a 51,6% dos isolados 
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(Correia et al., 2018) e o segundo mais frequente em plantas medicinais (Mussi-Dias et 

al. 2012). 

Alguns gêneros de fungos causadores de doenças em plantas podem também 

serem isolados como endófitos e sem causar sintomas de doença no vegetal, entre eles 

podem ser citados os gêneros Fusarium, Colletotrichum, Phoma, Diaporthe e Xylaria 

(Strobel, 2018), corroborando com as definições para fungos endofíticos, que abordam o 

endofitismo como um estágio do ciclo de vida fúngico dependente das condições entre as 

interações planta x fungo (Azevedo e Araújo, 2007; Hyde e Soytong, 2008; 

Suryanarayanan et al., 2005; White Jr. e Bacon, 2012, Hardoim et al., 2015).  

Além de Colletotrichum, os gêneros Diaporthe e Phyllosticta também foram 

relatados no estudo, corroborando com diversos estudos de endófitos onde os três gêneros 

aparecem com maior frequência na diversidade endofítica (Singh et al., 2017; Bezerra et 

al., 208, Pádua et al., 2018) e são importantes economicamente devido as doenças que 

podem causar principalmente em plantas frutíferas (Dissanayake et al. 2017; Guarnaccia 

et al. 2017). Singh et al. (2017), ao estudar uma espécie da família Verbenaceae em área 

de floresta tropical na Índia, também relataram o gênero Colletotrichum como o segundo 

mais frequente, sendo Diaporthe o gênero mais comumente isolado. 

O gênero Penicillium também já foi reportado como endófito em diversas plantas 

(Sun et al., 2012; Bezerra et al., 2015, Silva et al., 2018). Por exemplo, Kusari et al. (2013) 

ao estudar a planta medicinal Cannabis sativa na Holanda encontraram alta riqueza de 

isolados do gênero correspondendo a mais de 90% dos endófitos. No estudo uma espécie 

de Penicillium (P. alagoense) foi descrita como nova para ciência e pode ser consultada 

no apêndice A. (Crous et al., 2018). O gênero Nigrospora foi relatado por Bonfim et al. 

(2016) como endófito em um estudo realizado com plantas nativas em área de floresta 

tropical no estado de Sergipe. 

Outos isolados tiveram apenas um ou dois representantes para cada táxon, sendo 

considerados isolados incidentais e/ou raros, são eles: Preussia, Incerta sedis em 

Sordariomycetes, Aspergillus, Hypoxylon, Incerta sedis em Dothideomycetes e 

Talaromyces. Taxóns raros são constantemente encontrados em estudos com endófitos e 

esse número reduzido de isolados pode estar associado com o predomínio de algum 

gênero como os mais frequentes na comunidade endofíticia (Siqueira et al., 2011, Santos 

et al., 2015). 
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O presente estudo apresentou alta frequência (> 60%) de fungos endofíticos 

pertencentes à ordem Xylariales (Xylaria, Nemania, Muscodor e Hypoxylon), sendo a 

maioria da família Xylareaceae e apenas Hypoxylon foi recentemente separado e está na 

própria família Hypoxylaceae (Wendt et al., 2018). Contudo, apenas um isolado nesse 

estudo é representando por esse gênero, sendo a família Xylareaceae a mais marcante 

(Tabela 4). 

 

Tabela 4 – Comunidades de fungos endofíticos isolados de Miconia mirabilis na Reserva Biológica de 

Pedra Talhada, Alagoas, Brasil. fa = frequência absoulta, fr = frequência relativa. 

Fonte: Ferro, L. O 

 

 

Gênero de fungos endofíticos Área al Área Antropizada fa 
fr 

(%) 

Aspergillus 

Colletotrichum 

Diaporthe 

Hypoxylon 

Incerta sedis 

(Sordariomycetes) 

Incerta sedis 

(Dothideomycetes) 

Muscodor 

Nemania 

Nigrospora 

Penicillium 

Phyllosticta 

Preussia 

Talaromyces 

Xylaria 

Total 

1 

18 

4 

1 

1 

 

1 

 

3 

7 

2 

4 

2 

1 

0 

104 

149 

0 

32 

10 

0 

1 

 

0 

 

3 

11 

2 

7 

1 

1 

1 

55 

124 

1 

50 

14 

1 

2 

 

1 

 

6 

18 

4 

11 

3 

2 

1 

159 

273 

0,37 

18,32 

5,13 

0,37 

0,73 

 

0,37 

 

2,20 

6,60 

1,47 

4,03 

1,10 

0,73 

0,37 

58,24 

100 
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Xylareaceae é considerada uma das maiores famílias de Xylariales e compreende 

aproximadamente 85 gêneros e mais de 1300 espécies (Kirk et al., 2008). Os membros 

dessa família são em sua maioria sapróbios, sendo importantes decompositores de 

materiais vegetais, outros também são isolados como patógenos ou endófitos (Petrini e 

Petrini 1985; Rogers et al. 2005).  

Diversos estudos buscam explicar o surgimento de fungos Xylareaceae como 

endófitos, por exemplo, Petrini et al. (1995) observaram que o papel desses fungos como 

endófitos poderia estar ligado a decomposição de celulose e lignina quando a planta 

começa a senescer, entretanto há evidências que tais fungos podem ser isolados apenas 

como endófitos (Rogers, 2000). 

Embora a diversidade de fungos endofíticos na área antropizada (H’ = 1.60) tenha 

sido superior a área natural (H’ = 1.21) não há diferença estatística em relação à 

diversidade entre as áreas estudadas (X-squared =0.055846; p-value = 0,8132). A 

diversidade total de gêneros foi igual a H’ = 1,43 como estimado pelo índice de 

diversidade utilizado. 

Apesar do número alto de táxons isolados, os valores de diversidade de Shannon-

Wiener não foram maiores devido à dominância de alguns gêneros, sendo Xylaria o que 

teve números maiores na área natural e Colletotrichum com maior frequência na área 

antropizada, fazendo a diversidade nessa área ser maior. A dominância de alguns 

representantes de fungos endofíticos é comum em estudos sobre a comunidade endofítica 

(Huang et al., 2008; Nascimento et al., 2015). 

As comunidades de fungos endofíticos das duas áreas compartilham 10 gêneros 

(Figura 14): Colletotrichum, Diaporthe, incertae sedis dentro de Sordariomycetes, 

Muscodor, Nemania, Nigrospora, Penicillium, Phyllosticta, Preussia e Xylaria, enquanto 

Aspergillus, Hypoxylon e incerta sedis em Dothideomycetes foram táxons encontrados 

apenas na área natural e Talaromyces apenas na área antropizada. O compartilhamento de 

gêneros sugere que a comunidade de fungos endofíticos tende a ser mais homogênea entre 

as áreas de estudo. 
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Figura 12 - Diagrama de Venn mostrando os gêneros de fungos endofíticos únicos e compartilhados entre 

areas natural e antropizada.  

 
Fonte: Ferro, L. O 

 

 

Conhecer a diversidade de fungos endofíticos e suas relações com os hospedeiros 

ainda é complexo e regiões de florestas tropicais no Brasil vem sofrendo reduções em 

suas áreas, acarretando a perda da micodiversidade associada e podendo resultar na 

extinção de muitos fungos que poderiam ser potenciais produtores biotecnológicos 

(Azevedo, 2014). Com isso, são necessárias investigações a respeito da composição de 

fungos endofíticos dos diversos ecossistemas, reforçando a importância de se conhecer a 

diversidade microbiana e suas interações, bem como ampliar o conhecimento da 

diversidade e distribuição desses microrganismos. 

 

4.2 PRODUÇÃO DA ENZIMA L-ASPARAGINASE 

 

Dos 20 fungos endofíticos selecionados para verificação do potencial de produção 

de L-asparaginase, 17 apresentaram biomassa suficiente para o teste de produção da 

enzima, e destes, oito apresentaram potencial para produção (Tabela 5). 

Após inoculação em meio de pré-fermentação CDM modificado, os fungos 

aumentaram sua biomassa possibilitando a filtragem e posterior transferência para o meio 

de fermentação, onde foi realizada nova filtragem e pesagem da biomassa final. Porém, 

em três isolados o aumento da biomassa foi insuficiente, foram eles: L6 (Hypoxylon sp.), 

N18 (Xylaria sp.) e N44 (Nigrospora sp.), não sendo possível dar continuidade ao teste 

com essas amostras e avaliar a atividade enzimática. 
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O melhor produtor foi o isolado do gênero Diaporthe com uma atividade de 1,16 

U/g. Outros isolados produtores da enzima são pertencentes aos gêneros Colletotrichum 

– J8B (0,65 U/g), Phyllosticta - L30 e L1A (0,64 U/g e 0,58 U/g, respectivamente), 

Penicillium – N66 (0,58 U/g), Nigrospora – J61 (0,57 U/g), Talaromyces – N42A (0,57 

U/g) e Xylaria – L2 (0,57 U/g). Este é o primeiro relato da produção de L-asparaginase 

por fungos dos gêneros Nigrospora e Xylaria. 

 

Tabela 5. Atividade de L-asparaginase obtida por fungos endofíticos isolados de folhas de Miconia 

mirabilis em área de Mata Atlântica. 

Código Gênero Área Atividade (U/g) 

J2A Nigrospora sp AN 0,00 

J8B Colletotrichum sp AN 0,65 

J61 Nigrospora sp AN 0,57 

J70 Colletotrichum sp AN 0,00 

L1A Phyllosticta sp AN 0,58 

L2 Xylaria sp AN 0,57 

L30 Phyllosticta sp AN 0,64 

L33 Nemania sp AN 0,00 

L48 Colletotrichum sp AN 0,00 

L59 Penicillium sp AN 0,00 

M46 Penicilllium sp AA 0,00 

N23 Diaporthe sp AA 0,00 

N28 Xylaria sp AA 0,00 

N31B Penicilllium sp AA 0,00 

N39 Diaporthe sp AA 1,16 

N42A Talaromyces sp AA 0,57 

N66 Penicilllium sp AA 0,58 

Legenda: AN: Área Natural; AA: Área antropizada 

Fonte: Ferro, L. O 
 

Estudos relatam a capacidade de fungos endofíticos de produzir a enzima L-

asparaginase (Theatana et al., 2007, 2009; Santos et al., 2015; Krishnapura e Belur,2016; 

Chow e Ting, 2017; Pádua et al., 2018; Silva et al.; 2018) sendo os gêneros Aspergillus e 
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Penicillium os mais frequentemente testados e que tem apresentado bons resultados 

(Santos et al., 2015; Silva et al., 2018). Porém apenas os estudos de Pádua et al (2018) e 

Sila et al. (2018) utilizaram mesma metodologia do presente estudo podendo assim serem 

comparados aos resultados aqui relatados.  

Espécies de Talaromyces e Penicillium são relatadas em vários estudos acerca do 

potencial biotecnológico. Por exemplo, Silva et al. (2018) quantificou a atividade de L-

asparaginase de endófitos isolados de uma espécie de bromélia em área de Caatinga e o 

melhor produtor foi o isolado Talaromyces cf. cecidicola (URM 7826) com atividade de 

2,30 U/g, e segundo melhor produtor foi Penicillium sp. (URM 7827) com atividade de 

1,28 U/g. 

O gênero Diaporthe é relatado em outros estudos acerca do seu potencial 

biotecnológico, sendo apontado como produtor de várias substâncias antitumorais, 

citotóxicas e antimalárica (Silva et al., 2005; Kumaran, 2009; Hemtasin et al., 2011 e 

Udayanga et al., 2011; Abreu et al., 2012). Entretanto, a produção de L-asparaginase foi 

verificada no estudo de Pádua et al. (2018) que foi o primeiro a relatar isolados de 

Diaporthe como produtores e com atividade média entre 2,41 e 1,47 U/g. Nesse mesmo 

estudo os gêneros Colletotrichum, Penicillium, Phyllosticta e Talaromyces também 

apresentaram atividade enzimática.  

O teste não paramétrico de Kruskal-Wallis mostrou que há diferença 

estatisticamente significativa entre a produção de L-asparaginase por endófitos de M. 

mirabilis (p > 0,05) (Figura 15). Comparando a produção entre os isolados, pode-se 

observar que Diaporthe sp. (N39), apesar de ter maior produção, só apresentou diferença 

significativa entre a produção dos isolados Phyllosticta sp. (J61) e Talaromyces sp. (N42). 
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Figura 13 – Atividade enzimática da L-asparaginase de fungos endofíticos de M. mirabilis. - Teste não 

paramétrico de Kruskal – Wallis (p > 0,05). As médias seguidas pela mesma letra não diferem 

estatisticamente uma da outra. 

 

 
Fonte: Ferro, L. O.  

 

 

Os resultados obtidos no presente estudo são satisfatórios, uma vez que outros 

estudos já apresentarem menor produção enzimática. Almeida (2015) testando diferentes 

cepas fúngicas obtiveram uma atividade variando entre 0,019 e 0,610 U/ml. Theathana et 

al. (2007) apresentaram níveis parecidos com o do estudo relatando uma produção de L-

asparaginase entre 0,019 a 1,530 U/ml. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os resultados do estudo da comunidade fúngica de M. mirabilis em área de mata 

atlântica sugerem que esta planta possui relevante diversidade de fungos endofíticos. 

O bioma Mata Altântica possui alta riqueza de fungos endofíticos o que pode estar 

atribuído as condições climáticas do local, contribuindo também para uma boa 

colonização endofítica. 

O gênero Xylaria foi o mais frequente no estudo e parece ter relação ecológica 

com o ambiente e a planta estudados, além disso um representante deste gênero foi dos 

melhores produtores de L-asparaginase, reforçando o papel dos endófitos como 

produtores de metabólitos. 

O estudo de fungos endofíticos contribui para melhor entendimento nas relações 

existentes entre fungos e plantas e aumentam o conhecimento e a diversidade conhecida 

dos endófitos, além do registro de novos táxons. 

Penicillium alagoense foi descrito como espécie nova para a ciência aumentando 

o número de espécies conhecidas no Reino Fungi. 

Biomas como a Mata Atlântica são áreas propícias para a descoberta de fungos 

com potencias para produção de moléculas bioativas, como a enzima L-asparaginase 

tendo o gênero Diaporthe destaque na produção da enzina neste estudo. Estes fungos são 

promissores para processos de otimização enzimática para o uso industrial. 
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