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RESUMO 

Fungos endofíticos compõem uma diversidade de microrganismos que não causam dano 

aparente ao hospedeiro, fornecendo proteção a planta contra fatores bióticos e abióticos e 

apresentando potencial biotecnológico. A Caatinga é uma das mais diversas regiões 

semiáridas do planeta com muitas espécies endêmicas/nativas de plantas, animais e fungos. 

Mimosa tenuiflora (Fabaceae-Mimosoideae), nativa da Caatinga, possui papel importante na 

conservação do ambiente natural, mas não se conhece a sua relação com fungos endofíticos. 

O objetivo do estudo foi estimar a diversidade de fungos endofíticos em amostras de M. 

tenuiflora coletadas no Raso da Catarina, Bahia, em área de preservação da Caatinga. Folíolos 

e ramos de seis indivíduos de M. tenuiflora foram coletados, totalizando 540 fragmentos. No 

total, 17 (6,3%) fragmentos de folíolos e 124 (45,9%) de ramos foram colonizados.A 

colonização dos fragmentos permitiu o isolamento de 18 fungos endófitos em folíolos e 163 

nos ramos. Os isolados foram identificados com base em características morfológicas e de 

filogenia utilizando sequências de DNA. Readeriella e Leptosillia, isolados exclusivamente 

de ramos, foram os gêneros mais frequentes. Sporormiella minima foi a espécie mais 

frequentemente isolada em folhas.  O número de isolados e de táxons diferiu entre folíolos e 

ramos, com  maior riqueza registrada nos ramos. Porém, a diversidade fúngica não diferiu 

significativamente entre folíolos e ramos. Entre os isolados de ramos, uma nova espécie de 

Leptosillia foi encontrada e descrita. Além de possuir rico micobioma, as plantas nativas da 

Caatinga constituem fonte de novas espécies para a ciência. 

 

 

Palavras-chave: Diversidade de fungos. Endófitos. Fabaceae-Mimosoideae. Floresta seca. 

 

  



 

ABSTRACT 

Endophytic fungi compose a diversity of microorganisms that cause no apparent damage to 

the host, providing protection to the plant against biotic and abiotic factors and presenting 

biotechnological potential. The Caatinga is one of the most diverse semi-arid regions on the 

planet with many endemic/native species of plants, animals and fungi. Mimosa tenuiflora 

(Fabaceae-Mimosoideae), native to the Caatinga, plays an important role in the conservation 

of the natural environment, but its relationship with endophytic fungi is unknown. This study 

aimed to estimate the diversity of endophytic fungi in samples of M. tenuiflora collected in 

Raso da Catarina, Bahia, in a Caatinga preservation area. Leaflets and branches of six 

individuals of M. tenuiflora were collected, using 540 fragments. In total, 17 (6.3%) 

fragments of leaflets and 124 (45.9%) of branches were colonized, allowing the isolation of 

18 endophytes from leaflets and 163 from branches. Isolates were identified based on 

morphological and phylogenetic characteristics using DNA sequences. Readeriella and 

Leptosillia, isolated exclusively from branches, were the most frequent genera. Sporormiella 

minima was the most frequently isolated species in leaflets. The number of isolates and taxa 

composition differed between leaflets and branches, with the highest richness being recorded 

in branches. However, the fungal diversity does not differ significantly between leaflets and 

branches. Among the branch isolates, a new species of Leptosillia was also found and 

described herein. In addition to having a rich mycobiome, native plants from the Caatinga are 

a source of new species for science. 

 

Key-words: Fungal diversity. Endophytes. Fabaceae-Mimosoideae. Dry forest. 
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1 INTRODUÇÃO  

Os fungos endofíticos são microrganismos que habitam o interior de plantas de forma 

assintomática. Mesmo com essa definição bem estabelecida, ainda existe uma discussão 

quanto o que é ou não um endófito, sendo esse termo apontado apenas como uma definição 

didática (AZEVEDO et al., 2000). No hospedeiro, esses microrganismos podem apresentar 

dois tipos de ciclo de vida: um completo ou total, quando o fungo cresce, se desenvolve, 

reproduz e morre no interior da planta; e outro de forma incompleta ou parcial, quando o 

hospedeiro serve apenas como incubador (PETRINI, 1991).  

Estudos como os de Azevedo e Araújo (2007), Wang e Dai (2011), Chagas (2014), 

Canuto et al.(2012) e Candeias et al.(2016) apontaram que a relação desses microrganismos 

com a planta hospedeira, assim como a produção de seus metabólitos, trazem benefícios por 

atuarem em vários processos, proporcionando diversas vantagens para o hospedeiro. Entre 

esses podem ser citados: auxílio no crescimento da planta, proteção contra ataques de 

patógenos e aumento da tolerância do hospedeiro frente a condições de estresse (escassez de 

água e nutrientes no solo e outros). Outro fator estudado é a utilização desses microrganismos 

ou das substâncias por eles produzidas para uso na agricultura e na indústria (CANUTO et al., 

2012; GONÇALVES et al,. 2013; PIRES et al., 2015; PADUA et al., 2018).  

A maioria dos estudos realizados com fungos endofíticos concentra suas análises em 

plantas de regiões tropicais de ambientes úmidos (AZEVEDO et al., 2000; RODRIGUES et 

al., 2018; RUFINO et al., 2018), sendo importante ampliar as pesquisas para ambientes secos 

(BEZERRA et al., 2012, 2013; FREIRE et al., 2015; PÁDUA et al., 2018). Pesquisas como as 

de Souza et al. (2004), Siqueira et al. (2008) e Gonçalves et al. (2013) mostraram elevada 

diversidade de fungos endofíticos em plantas de áreas com alto nível de endemismo e 

sugerem a descoberta de novos táxons.  Plantas do bioma Caatinga, floresta seca 

predominante no semiárido nordestino, têm sido alvo de pesquisas com fungos endofíticos 

(Bezerra et al., 2012, 2017) e constituem potenciais fontes de novos estudos para 

conhecimento da diversidade e distribuição dos fungos no planeta, assim como a dinâmica de 

colonização desses microrganismos e os compostos por eles produzidos.   

 Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. (Fabaceae) é uma planta de ambiente seco que vem 

sendo estudada em vários aspectos e finalidades. O vegetal, rico em tanino, é utilizado para 

diversos fins, como: recuperação ambiental em áreas degradadas (AZEVÊDO et al., 2012); 

uso medicinal (OLIVEIRA et al. 2017), ritualístico e/ou religioso de grupos étinicos com a 

produção do vinho da jurema (ALMEIDA; BANDEIRA. 2010); na construção com a 
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confecção de estacas (ARAÚJO et al., 2007; SANTOS et al., 2018); na alimentação 

(SANTOS et al., 2018); como combustível (lenha) (SANTOS et al., 2018); no setor 

veterinário no combate à mastite bovina (BEZERRA et al., 2009); como forrageira (SANTOS 

et al., 2018); no controle biológico da podridão seca causada pelo fungo Lasiodiplodia 

theobromae em cachos da videira cv. Itália (PEIXINHO et al., 2017); melífero (MAIA-

SILVA et al., 2014); na comercialização e no artesanato (ARAÚJO  et al., 2007; ALMEIDA; 

BANDEIRA. 2010; CALIXTO JÚNIOR et al., 2011; SANTOS et al., 2018). Os trabalhos 

apontam além do uso biotecnológico dos fungos endofiticos, que as plantas do bioma 

Caatinga se mostram potenciais fontes de novos estudos taxonômicos (Bezerra et al., 2013), 

ampliando o conhecimento sobre a diversidade micológica. 

Mesmo diante da diversidade de pesquisas e da importância da M. tenuiflora em 

diversas áreas, os estudos relacionados a fungos endofíticos nessa planta são restritos a um 

trabalho desenvolvido no Brasil por Araújo (2018), que analisou a atividade antibacteriana, 

citotóxica e cicatrizante de um isolado de Rhizoctonia sp. Portanto, ainda não existem estudos 

descrevendo a comunidade de fungos endofíticos, assim como a sua relação com a produção 

de compostos por M. tenuiflora. A fim de contribuir para o conhecimento sobre organismos 

associados a M. tenuiflora, o objetivo desta pesquisa foi evidenciar os grupos de fungos 

endofíticos em folíolos e ramos de indivíduos dessa espécie. Para isso, foi estudado o material 

botânico proveniente do Raso da Catarina, Estação Ecológica localizada na parte centro-leste 

do bioma Caatinga, no estado da Bahia. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1 CONCEITO HISTÓRICO DE FUNGO ENDOFÍTICO 

A palavra “endófito” tem origem do grego e significa éndon = dentro de; phutón = 

planta. Surgiu no século XIX, para designar organismos qua habitam o interior das plantas 

(DE BARY, 1866). Nessa nomenclatura, o autor incluía os vírus, bactérias, protistas, fungos e 

alguns invertebrados que podem ou não causar danos ao hospedeiro. de Bary (1866), 

considerado o pai da fitopatologia, contribuiu significativamente para a consolidação dessa 

abordagem, criando também outros termos, como: simbiose, parasitas facultativos, parasitas 

obrigatórios e organismos saprofíticos, termos ainda hoje utilizados (ROMERO, 2002). 

 Em geral, os endofitícos conhecidos são constituídos majoritariamente por fungos e 

bactérias, por serem os grupos mais explorados nos estudos ciêntificos (AZEVEDO et al., 

2000). Entretanto, outros grupos de organismos como actinomicetos, micoplasmas, fungos 

formadores de ectendomicorrizas, micorrizas ericoides e pseudomicorrizas também estejam 

incluídos como fungos endofíticos (STOYKE; CURRAH 1991, BILLS 1996, BAYMAN et 

al., 1997, ARNOLD, 2007). Com a modernização nas ciências e novas descobertas sobre a 

relação fungo-planta, várias definições foram sugeridas para tentar esclarecer qual grupo é 

caracterizado especificamente como fungo endofítico. Em 1986, Carroll definiu endófitos 

como mutualistas por colonizarem partes aéreas de tecidos vivos de plantas e não causarem 

sintomas de doença, removendo desse grupo os organismos patogênicos e os fungos 

micorrízicos. Petrine (1991) sugeriu que o termo fosse usado apenas para microrganismos que 

colonizam o interior vegetal, sem causar prejuízos fisiológicos aparentes ao indivíduo, 

incluindo também os patógenos latentes, por considerar que vivem uma parte do ciclo de vida 

sem induzir sintomas nos tecidos do hospedeiro. Hallmann et al. (1997) sugeriram que 

organismos endofíticos são todos aqueles que podem ser recuperados do interior de plantas 

sadias, logo após a desinfestação externa de microrganismos epifíticos. Azevedo; Araújo 

(2007) propuseram que sejam considerados endofíticos todos os organismos que habitam o 

interior de tecidos vegetais sem causar danos aparentes e não produzem ou expõem estruturas 

externas ao hospedeiro, eliminando dessa nomenclatura os fungos micorrízicos arbusculares, 

os quais produzem estruturas internas (arbúsculos) e bactérias fixadoras de nitrogênio, as 

quais produzem nódulos nas raízes dos vegetais. Devido à suposta condição de simbionte, os 

microrganismos fúngicos endofíticos podem ou não crescer em meio de cultura (AZEVEDO; 
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ARAÚJO, 2007). Mendes & Azevedo (2007) complementaram a proposta de Azevedo & 

Araújo (2007), dividindo os fungos endofíticos em dois grupos: Tipo I para os que não 

produzem estruturas externas à planta e Tipo II para os que produzem extruturas externas. Em 

2009, Rodriguez et al. propuseram a subdivisão dos endófitos em quatro classes. 

Mencionando que historicamente os endófitos foram classificados como clavicipitáceos e 

não-clavicipitáceos, com base em dados de filogenia e traços de história de vida, os autores 

consideraram que os não clavicipitáceos podem ser divididos em três grupos funcionais. Para 

as quatro classes considerou como critérios de separação: “a colonização e transmissão do 

hospedeiro, diversidade na planta e benefícios de adequação conferido ao hospedeiro”. Assim, 

seriam três grupos não clavicipitáceos e um clavicipitáceo (RODRIGUEZ et al., 2009). 

Schaechter (2011) apontou que os fungos endofíticos são frequentemente divididos em duas 

classes de grupos principais, tendo como base:  diferenças na taxonomia, gama de 

hospedeiros, padrões de transmissão da colonização, especificidade do tecido e função 

ecológica. O primeiro grupo, denominado endófitos clavicipitáceos (endófitos C) é 

classificado dentro da família Hypocreales (Ascomycota) e inclui espécies de vida livre e 

simbióticas associadas a insetos e fungos, gramíneas, juncos e ciperáceas. O segundo grupo, 

chamado de endófitos não clavicipitáceos (NC endófitos), é considerado um único grupo 

funcional, e inclui fungos endofíticos hiperdiversos associados a: folhas de árvores tropicais, 

tecidos vegetais acima do solo de plantas não vasculares, vasculares sem sementes, coníferas, 

angiospermas lenhosas e herbáceas, em biomas que variam de florestas tropicais a 

comunidades boreais e árticas/antárticas. Nesse grupo predominam Ascomycetes, com uma 

minoria de Basidiomycetes. 

 Os fungos “endófitos escuros septados (DSE)” é distinguido como um grupo 

funcional com base na presença de septos melanizados escuros.  Ao contrário dos fungos 

micorrízicos, que colonizam as raízes das plantas e crescem na rizosfera, e dos fungos 

epifíticos, que, colonizam e se desenvolvem na superfície dos vegetais, os fungos endofíticos 

habitam tecidos vegetais vivos, podendo crescer dentro de raízes, caules e / ou folhas 

(STONE et al., 2000). Esses autores definem o termo endofitismo e consideram que devido à 

heterogeneidade de relações endofíticas, elas não devem ser consideradas apenas como 

comensalismo. Devido a essas particularidades e a despeito das diversas definições, a 

proposta mais aceita no meio científico é a apresentada por Petrine (1991), que define os 

endofíticos, de modo amplo, como os organismos que colonizam tecidos internos vivos do 
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hospedeiro, sem induzir sintomas, embora possam causar doença após um período de 

incubação ou latência. Mesmo com essa definição bem estabelecida, ainda existe uma 

discussão teórica quanto ao que se define ou não como um endófito, devido à lacuna de 

conhecimento na relação entre os microrganismos endofíticos e o hospedeiro, sendo esse 

termo apontado apenas como uma definição meramente didática (AZEVEDO et al., 2000). 

Rai et al. (2014) propuseram o termo “micoendófitos” para definir exclusivamente os fungos 

que vivem como endofíticos e, no mesmo ano, Unterseher et al. (2013) empregaram o termo 

“endofitologia” para caracterizar o estudo de microrganismos endofíticos. Com base no 

trabalho de Hyde & Soytong (2008), o quadro 1 apresenta as definições que foram propostas, 

até o momento, para definir o termo endófito/fungo endofítico. 

 
Quadro 1: Historicidade das definições para o termo endófito ao longo dos avanços científicos (adaptado de 

Hyde & Soytong, 2008). 

Definições  Referência bibliográfica  

“Mutualísticos, estes fungos colonizam partes de tecidos de 

plantas vivas e não causam sintomas de doenças”  

CARROLL, 1986  

“Fungos que formam inaparente infecção dentro de folhas e 

caules de plantas saudáveis”  

CARROLL, 1988  

“Organismos que vivem no interior das plantas sem causar dano 

aparente ao seu hospedeiro”  

PETRINI, 1991  

“Fungos como colonizadores de tecidos internos vivos de suas 

plantas hospedeiras”  

ROLLINGER & 

LANGENHEIM, 1993  

“Um grupo que coloniza os tecidos internos das plantas vivas 

sem causar qualquer efeito negativo imediato”  

HIRSCH & BRAUN, 1992  

“Endófitos são quaisquer fungos isolados de tecidos 

assintomáticos internos da planta”  

CABRAL et al., 1993  

“Fungos e bactérias que tem todo ou uma parte do seu ciclo de 

vida dentro de tecidos de plantas vivas e causam infecções 

inaparentes ou assintomáticas inteiramente dentro de tecidos 

vegetais, mas não causam sintomas de doenças”  

WILSON, 1995  

“Micro-organismos que habitam o interior das plantas, sendo 

encontrados em folhas, ramos, raízes e sementes, sem produzir 

estruturas externas visíveis e sem causar doenças”  

AZEVEDO et al., 2000  

“Endófitos verdadeiros – cuja colonização nunca resulta em 

sintomas visíveis de doenças”  

MOSTERT et al., 2000  

“Fungos que colonizam a planta sem causar sintomas de doenças 

visíveis em qualquer momento específico”  

SCHULZ & BOYLE, 2005  

“Micro-organismos que podem ou não crescer em meio de 

cultura e que habitam o interior de tecidos e órgãos vegetais sem 

causar danos ao seu hospedeiro e sem produzir estruturas 

AZEVEDO & ARAÚJO, 

2007  
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externas emergindo dos vegetais” 

Endófitos podem ser divididos em dois tipos: “Tipo I, os que não 

produzem estruturas externas à planta; Tipo II, os que produzem 

estruturas externas à planta” 

MENDES & AZEVEDO, 

2007 

Quatro classes de endofíticos, “três não clavicipitáceos e um 

clavicipitáceo” 

RODRIGUEZ et al., 2009 

Dois grupos “endófitos clavicipitáceos e não clavicipitáceos”. SCHAECHTER, 2011 

“Endofitologia” para definir os estudos com fungos e bácterias UNTERSEHER et al., 2013 

“Micoendófitos” para definição de estudos com fungos 

endofíticos. 

RAI et al., 2014 

         Fonte: O Autor, 2021. 

 

2.2 IMPORTÂNCIA DOS FUNGOS ENDOFÍTICOS 

Os fungos endofíticos compreendem um importante e funcional grupo de organismos 

nos ecossistemas naturais, desempenhando papel fundamental na reciclagem de materiais e 

energia (SUN; GUO, 2011). Diversos autores também evidenciam a relação desses 

microrganismos com o hospedeiro, mostrando a diversidade funcional de endofíticos em 

diversos processos frente ao hospedeiro (AZEVEDO; ARAÚJO, 2007; WANG; DAI 2011; 

CHAGAS, 2014; CANUTO et al., 2012; VIEIRA et al., 2012; CANDEIAS et al., 2016; 

MENDES; ARAÚJO 2000). A relação de interação dos fungos endofíticos com a planta 

hospedeira, denominada por alguns como mutualismo, ainda não é totalmente conhecida. Não 

existe equipamento que mostre como se dá esse tipo de interação de organismo para 

organismo e como o processo de comunicação entre os organismos de fato acontece, pelo 

simples fato de não ser possível, na atualidade, analisar a interação (hóspede e hospedeiro) 

simultaneamente. Registro fóssil com aproximadamente 400 milhões de anos indica que as 

plantas já formavam associações com endofíticos (KRINGS et al., 2007). No hospedeiro, 

esses microrganismos podem apresentar dois tipos de ciclo de vida: um completo ou total, 

quando o fungo cresce, se desenvolve, reproduz e morre no interior da planta; e outro de 

forma incompleta ou parcial quando o hospedeiro serve apenas como incubador (PETRINI, 

1991). A colonização no hospedeiro ocorre por meio de aberturas naturais, podendo ser 

vertical por pontos de emissão de raízes secundárias ou de forma horizontal pelos estômatos, 

por ferimentos causados por tratos culturais e insetos ou outras aberturas ocasionadas por 

eventos naturais.  Mendes & Azevedo (2007) e Sun & Go (2011) descrevem o processo de 

isolamento de fungos endofíticos do vegetal. Entre os benefícios da associação são 
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mencionados:  tolerância a insetos e resistência a patógenos (Saikkonen et al., 2010); 

produção de hormônios de crescimento vegetal (SAIKKONEN et al., 2010) e produção de 

outros compostos de interesse (Xu et al., 2010; Tejesvi et al., 2011). 

A maioria dos estudos realizados com fungos endofíticos concentra suas análises em 

plantas de regiões tropicais de ambiente úmido (AZEVEDO et al., 2000; RODRIGUES et al., 

2018; RUFINO et al., 2018), com menor número registrado em ambientes secos (BEZERRA 

et al., 2012, 2013, 2017a; FREIRE et al., 2015; PÁDUA et al.,, 2018, Oliveira et al., 2020). 

 A produção de compostos produzidos por fungos endofíticos ou a utilização desses 

microrganismos para uso na agricultura e na indústria também têm sido estudadas (CANUTO 

et al., 2012; GONÇALVES et al., 2013; PIRES et al., 2015; PADUA et al., 2018).  

 Há registros da utilização dos fungos para tratamento de doenças na população chinesa 

há 3000 a.C., quando essa civilização usava sapatos mofados para o tratamento de feridas 

infeccionadas nos pés (TAKAHASHI; LUCAS, 2008). Segundo esses autores, a primeira 

citação científica da utilização de metabólitos produzidos por fungos data de 1901 e  até 2007 

surgiram mais de 11.300 publicações, incluindo patentes, sobre o assunto. Substâncias 

anticancerígenas estão entre as mais pesquisadas nos últimos anos, o taxol foi o primeiro, mas 

existem outros como a produção de L-asparaginase (STIERLE et al., 1993, PÁDUA et al., 

2018), ergosterol (Siddiqui et al., 2011) e proteases (Silva et al. 2020). 

   

2.3 DIVERSIDADE DE FUNGOS ENDOFÍTICOS 

Em 1991, Hawksworth estimou que existiriam cerca de 1,5 milhão de espécies de 

fungos na Terra, das quais apenas 120 mil haviam sido descritas e aceitas. Essa estimativa foi 

baseada principalmente no número de plantas vasculares hospedando espécies de fungos, que 

seria na proporção de 1:6, não sendo aí considerados os fungos endofíticos. (Após 

aproximadamente 20 anos de estudos, esses dados foram considerados conservadores pois, 

além de não incluirem os endófitos, não consideravam outros fungos que vivem na planta e no 

solo (HAWKSWORTH; LÜCKING, 2017). Segundo esses autores, o avanço nos estudos e 

incremento de abordagens polifásicas para identificação de fungos impulsionou o aumento na 

taxa de descrição de novas espécies, que se manteve por muitos anos em 1300 por ano, mas a 

partir de 2010 aumentou para 1800 publicações por ano Assim, HAWKSWORTH & 

LÜCKING (2017) fizeram uma nova estimativa, tendo como base a atualização da relação 

fungo-planta de 9,8:1, considerando que existem de 2.2 a 3.8 milhões de espécies de fungos 
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no mundo. Mesmo com o avanço nos estudos, os autores apontam, ainda, a existência de três 

fontes principais para a micodiversidade não reconhecida: 1- áreas geográficas e habitats 

ecológicos pouco ou não estudados, concentrados principalmente em regiões tropicais, 2- 

fungos ecologicamente enigmáticos que ocorrem no ambiente, mas geralmente não se 

manifestam e 3- as chamadas espécies crípticas escondidas sob nomes bem estabelecidos.  

Devido ao fato de serem cosmopolitas, ou seja, poderem habitar os mais diferentes tipos 

de ambientes, os fungos endofíticos podem ser encontrados em plantas aquáticas (ALMEIRA 

et al., 2017); em  plantas de florestas tropicais (STROBEL, 2002); plantas medicinais 

(VIEIRA et al., 2012); plantas de interesse agrícola (LIMA, et al., 2014); em cactos 

(BEZERRA et al., 2012; 2013), gramíneas (SU et al., 2010); Bromélias (PALHA et al., 2018) 

e em angiospermas de regiões frias (SANTIAGO et al., 2016), evidenciando a grande 

possibilidade de estudos. Além disso, podem ser isoladas dezenas a centenas de indivíduos de 

um único hospedeiro (STROBEL; DAISY, 2003). No entanto, considerando todas as plantas 

existentes no planeta, poucas tiveram estudos relacionados à diversidade da micobiota 

endofítica (STROBEL, 2002).  

Plantas de ambientes extremos constituem um nicho de grande interesse e ainda são 

pouco exploradas (WANG; DAI, 2011). Entre os obstáculos para o estudo dessas plantas 

estão o deslocamento para coleta e a logística de recursos humanos, materiais e financeiros.  

 Os fungos endofíticos são tradicionalmente estudados por duas técnicas básicas: a 

primeira é a observação direta. Nesse método, as estruturas fúngicas são examinadas 

diretamente sob a luz e microscópio eletrônico, o que pode mostrar toda a micobiota 

endofítica dentro dos tecidos de plantas vivas, principalmente fungos biotróficos que não 

podem ser cultivados em meios de crescimento padrão (SUN; GUO, 2012). O problema desse 

procedimento está em visualizar apenas as estruturas somáticas dos indivíduos, não sendo 

possível, portanto, sua identificação taxonômica. O segundo método é dependente de cultivo, 

sendo possível isolar apenas os endófitos “cultiváveis”. Essa técnica é a mais utilizada 

podendo ser empregada uma abordagem polifásica. A desvantagem está em não poder 

recuperar os isolados biotróficos (SUN; GUO, 2012). Com base no trabalho de Sun & Guo 

(2012) é apresentado um organograma descrevendo os dois processos e as etapas que 

sucederão o isolamento de fungos endofíticos extraído de uma planta hospedeira (Figura 1).  
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Figura 1: Esquema de processso para isolamento de fungos endofíticos (traduzido de Sun & Guo, 2012). 

 

 
Fonte: Sun & Guo, 2012. 
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2.4 BIOMA CAATINGA 

A Caatinga cobre a maior parte da região nordeste do Brasil, abrangendo uma área 

aproximada de 845.000 Km² nos estados de Alagoas, Bahia, Ceará, Maranhão, Paraíba, 

Pernambuco, Piauí, Rio Grande do Norte, Sergipe e uma parte de Minas Gerais (região 

sudeste), representando 11% da extensão territórial do país (MMA, 2020). O termo Caatinga é 

originado do tupi-guarani e significa “mata branca ou clara” e faz referência à cor acinzentada 

da vegetação que prenomina na região no período de estiagem, quando perde as folhas para 

preservar a água armazenada em seu interior (FUNDAJ, 2020). O relevo da região é bem 

diverso, sendo apontados por Araújo Filho (2011), com destaque a Depressão Sertaneja e as 

chapadas, bacias sedimentares, planaltos, superfícies cársticas, tabuleiros, várzeas e terraços 

aluvionares, dunas continentais e mares de morros. O solo é formado pelas ações do clima, do 

relevo, do tempo e da ação dos organismos, constituído principalmente de rochas cristalinas e 

sedimentares, apresentando-se heterogêneo. Podem ser encontrados solos do tipo: neossolos, 

luvissolos, planossolos, argissolos, latossolos, neossolos quatzarênicos, cambissolos, 

vertissolos, argissolos, neossolos flúvicos e cambissolos flúvicos nas diferentes tipologias 

geológicas da região (ARAÚJO FILHO, 2011).  

O clima da região Caatinga é classificada como tipo BSh (semiárido quente), com 

temperatura média anual de 35 °C e precipitação média anual de 380-800 mm, com um 

período curto de dois a quatro meses de chuva e um longo período de seca (KÖPPEN, 1948). 

Essas características podem apresentar uma forte variação de distribuição temporal, espacial e 

interanual, podendo a estiagem atingir um período de 11 meses de estação seca initerruptas 

(VAREJÃO-SILVA et al., 1984). Em meses com maior aridez, a temperatura do solo pode 

atingir 60 ºC (AGEITEC, 2020). Todos esses fatores induzem a vegetação a desenvolver 

características e mecanismos adaptativos para sobreviver frente a um ambiente considerado 

extremo, com alta incidência solar, baixa precipitação pluviométrica e solos áridos, porém 

ricos e com pouca profundidade. Entre essas adaptações vegetativas, que caracterizam as 

plantas xerófitas (do grego kserós=seco e phutón=planta) estão: folhas transformadas em 

espinhos, caules suculentos, sistema radicular bem desenvolvido e cutículas altamente 

impermeáveis (NOGUEIRA et al., 2005).  

A vegetação é formada principalmente por uma ampla diversidade de plantas lenhosas 

e classificada como floresta tropical sazonal seca (SILVA et al., 2017). A Caatinga sofre 

constantemente perda de sua área pela ação antrópica caracterizada pelo uso e ocupação 

desordenada, influenciados também pela falta de apoio governamental para orientar as 
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comunidades sobre o uso e manejo adequado do solo e da biodiversidade local (SILVA et al., 

2017). Mesmo sofrendo grande degradação, o bioma atualmente possui 208 Unidades de 

Conservação, sendo 118 sob administração federal, 80 estadual e 10 municipais, 

representando aproximadamente 77.540 km² de áreas protegidas, o que representa apenas 

8,8% da área total do bioma (CNUC/MMA, 2020). 

 

2.5 ASPECTOS DA PLANTA HOSPEDEIRA (Mimosa tenuiflora) 

Mimosa tenuiflora é uma angiosperma pertencente à família Fabaceae. A planta, do 

tipo arbustivo-arbóreo, apresenta um sistema radicular profundo, favorecendo o 

enriquecimento do solo, evitando a erosão e facilitando o estabelecimento de outras plantas 

nativas (AZEVÊDO, et al., 2012; DOURADO, et al., 2013). Indivíduos de M. tenuiflora 

predominam em ambiente seco, sendo encontrados em regioes de Cerrado, Caatiga e Savana. 

A espécie está bem distribuída na Caatinga e é mencionada como pioneira, promissora na 

colonização e regeneração de áreas degradadas (CALIXTO JÚNIOR et al., 2011). Rica em 

taninos, M. tenuiflora tem sido utilizada para diversos usos como: recuperação ambiental 

(AZEVÊDO et al., 2012); uso medicinal (OLIVEIRA et al., 2017), ritualístico e/ou religioso 

(ALMEIDA; BANDEIRA, 2010); na área da construção (ARAÚJO et al., 2007; SANTOS et 

al., 2018); na alimentação, como forrageira e como combustível (lenha) (SANTOS et al., 

2018); no setor veterinário (BEZERRA et al., 2009); no controle biológico (PEIXINHO et al. 

2017); como melífera (MAIA-SILVA et al., 2014; ALMEIDA; BANDEIRA 2010) na 

comercialização e no artesanato (ARAÚJO et al., 2007; ALMEIDA; BANDEIRA, 2010; 

CALIXTO JÚNIOR et al., 2011; SANTOS et al., 2018).  Mesmo diante de sua importância 

em diversas áreas, foi encontrado apenas um trabalho que avaliou a atividade antibacteriana, 

citotóxica e cicatrizante de um isolado de Rhizoctonia sp., identificado como fungo endofítico 

(ARAÚJO, 2018), não havendo estudos evidenciando a diversidade fúngica endofítica em 

plantas de M. tenuiflora. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1  LOCAL DE ESTUDO E COLETA 

Coletas foram realizadas em área de conservação da Caatinga na Estação Ecológica 

(Esec) Raso da Catarina, nas proximidades do município de Jeremoabo, Bahia (09°39'03.6" S, 

38°31'48.2" W). A Esec estende-se pelos municípios de Rodelas, Paulo Afonso e Jeremoabo e 

foi criada em 1984 com o objetivo de conservar a Caatinga e para realização de pesquisas 

científicas; atualmente sua área cobre 104,8 hectares, onde são encontradas espécies nativas, 

endêmicas e/ou ameaçadas de extinção (ICMBio, 2019) (Figura 2). 

Folíolos e ramos foram coletados de seis indivíduos de Mimosa tenuiflora com até 5 

metros de altura (Figura 3).  Esse material botânico foi acondicionado em sacos de papel 

Kraft e transportado para o Laboratório de Micologia Ambiental da UFPE, onde foi 

processado em até 48h. Para isolamento dos endófitos, 45 fragmentos de folíolos e 45 

fragmentos de ramo de cada um dos indivíduos foram utilizados (totalizando 270 fragmentos 

dos folíolos e 270 dos ramos). 

 

                 Figura 2: Localização geográfica da Estação Ecológica Raso da Catarina, municipio de Jeremoabo, 

Bahia, Brasil. 

 

             Fonte: Cruz, M.O., 2021. 
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Figura 3:  Estação Ecológica Raso da Catarina, municipio de Jeremoabo, Bahia, Brasil. (A) Exemplo de 

um indivíduo de M. tenuiflora. (B) Trajeto para coleta de M. tenuiflora. 

 

                 Fonte: Passos, J.H., 2019. 

 

3.1.1  Isolamento dos fungos endofíticos de M. tenuiflora 

Para o procedimento de isolamento de fungos endofíticos, a metodologia proposta por 

Bezerra et al. (2015) foi utilizada. Na primeira etapa do procedimento, a assepsia do material 

vegetal foi realizada utilizando água destilada e detergente neutro. A seguir, o material vegetal 

foi lavado sequencialmente em três recipientes individuais, pré-esterilizados com volume de 2 

litros. Nos três recipientes individualmente continham: 1,5 litro de etanol 70% (1 min), 1,5 

litro de hipoclorito de sódio (2-2,5% de cloro ativo) (3 mim), 1,5 litro de etanol 70% (30 s), 

no qual foram mergulhados o vegetal. Para a finalização foram efetuadas mais três lavagens 

sucessivas com água destilada esterilizada (1 min cada lavagem) para a remoção dos resíduos 

de hipoclorito de sódio e etanol, respectivamente. Após a assepsia, o material foi cortado em 

fragmentos com tamanho de 0,5 cm2 e distribuído em placas de Petri (5 fragmentos por placa) 

contendo o meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Ágar) + 100 mg/L de clorafenicol para 

inibir o desenvolvimento de bactérias. 

As placas foram incubadas a 28±2 °C por até 30 dias, em um ciclo natural de luz-

escuro e observadas diariamente para isolamento de fungos endofíticos, os quais foram 

preservados em tubos tipo eppendorf com água e glicerol (10%) na coleção de trabalho do 

Laboratório de Micologia Ambiental da UFPE. 
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3.1.2 Identificação e preservação dos fungos 

  A análise morfológica prévia para a identificação dos fungos foi realizada com 

observação das características macroscópicas e microscópicas dos isolados e comparando-se 

com literatura especializada (ex. SUTTON, 1980; SIVANESAN, 1984; HANLIN; 

MENEZES 1996). 

Para a descrição de novos táxons, foram observadas: características macroscópicas das 

colônias em placa de Petri (cor, aspecto, consistência, presença de pigmento, etc.) e 

características microscópicas através de observação em lâmina (morfologia de estruturas 

somáticas e reprodutivas) com o auxílio de técnica e literatura específicas (ex. ELLIS, 1971; 

SUTTON, 1980; DOMSCH et al., 2007; CROUS et al., 2007a, 2007b; BENSCH et al., 2010; 

ROSSMAN; SEIFERT, 2011; SAMSON et al., 2011a, 2011b; BENSCH et al., 2012; 

PHILLIPS et al., 2013). 

 

3.1.3 Extração de DNA, amplificação de fragmentos de DNA e sequenciamento  

Para identificação dos fungos com base em sequência de DNA, biomassa fúngica foi 

obtida a partir de culturas dos isolados mantidas em placa de Petri com BDA, a 28°C em ciclo 

natural de luz-escuro por sete dias. Para a extração do DNA foi utilizado o Kit de purificação 

de DNA genômico da Promega (Wizard Genomic DNA Purification Kit), seguindo a 

metodologia proposta pelo fabricante. Para amplificação da região ITS foram utilizados os 

iniciadores ITS1 e ITS4 (WHITE et al., 1990). Os parâmetros para amplificação e as 

concentrações dos reagentes (dNTPs, cloreto de magnésio, Taq DNA polimerase e tampão de 

reação) foram realizados de acordo com Bezerra et al. (2017). 

Controles negativos, contendo todos os componentes, exceto DNA, foram utilizados 

em cada procedimento para detectar possíveis contaminações. 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), sob luz UV. Os produtos da amplificação foram purificados 

utilizando as enzimas Exonuclease I e Fosfatase Alcalina contidas no kit Illustra ExoProStar 
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1-Step (GE Healthcare), seguindo as recomendações do fabricante, e posteriormente 

encaminhados para sequenciamento na Plataforma Multiusuária de Sequenciamento e 

Expressão Gênica do Centro de Biociências da UFPE. 

Para a identificação/descrição de nova espécie do gênero Leptosillia foram utilizados 

outros marcadores, após a análise de sequências da região ITS do rDNA. Os loci foram 

escolhidos de acordo com literatura específica de taxonomia de Leptosillia: LSU rDNA, 

TEF1, RPB2 e β-tubulina (VOGLMAYR et al., 2019). 

 

3.1.4 Alinhamento das sequências e análise filogenética 

Os cromatogramas do sequenciamento foram analisados para a determinação das 

sequências consenso. Após a edição, todas as sequências foram utilizadas para busca por 

sequências mais similares depositadas no GenBank, utilizando a ferramenta BLASTn. As 

sequências experimentais foram alinhadas em conjunto com as recuperadas da base de dados 

utilizando o programa MAFFT (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) e corrigidas 

manualmente utilizando o programa MEGA 7 (KUMAR et al., 2016). As novas sequências 

foram depositadas no GenBank do NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/) e os alinhamentos no 

banco de dados TreeBASE (www.treebase.org/) [depósitos em processamento]. 

A construção das árvores filogenéticas foi realizada através da máxima 

verossimilhança (MV) com 1000 reamostragens de bootstrap. A construção da árvore por 

máxima verossimilhança foi realizada usando o modelo de substituição nucleotídica 

GTR+G+I no programa RAxML-HPC BlackBox v.8.2.12 (STAMATAKIS et al., 2008) 

implementado na plataforma CIPRES Science Gateway (MILLER et al., 2010). Valores de 

bootatrap ≥70% foram considerados para inclusão na árvore filogenética. A árvore foi 

visualizada no software FigTree (RAMBAUT, 2009) e exportada para edição. Para o 

manuscrito de descrição da nova espécie de Leptosillia foram construídos diferentes 

alinhamentos e metodologias semelhantes foram utilizadas para as análises filogenéticas (com 

adição da análise de Bayesiana) (ver o Apêndice - manuscrito de descrição da nova espécie 

para mais detalhes). 
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3.1.5 Dados ecológicos 

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

com crescimento fúngico (Nf) e o número total de fragmentos utilizados (Nt) (FI=Nf/Nt × 

100) (ARAÚJO et al., 2002). A frequência relativa (Fr) de isolamento de endófitos foi 

calculada como o número de isolados de uma espécie (frequência absoluta – Fa) dividido pelo 

número total de isolados (PHOTITA et al., 2001). 

A comunidade de fungos endofíticos foi avaliada quanto à riqueza e à diversidade de 

táxons. A riqueza foi mensurada como o número de espécies observadas de acordo com as 

análises morfológicas e filogenéticas. O número estimado de espécies foi calculado usando a 

estimativa Chao 2 (CHAO, 1987). Para o cálculo de diversidade foi utilizado o índice de 

Shannon–Wiener (H′) (SHANNON; WEAVER 1949).  

 As diferenças na composição das comunidades de fungos endofíticos foram avaliadas 

utilizando análise de similaridade (ANOSIM) e a análise multivariada PERMANOVA. A 

correção de Bonferroni foi aplicada aos valores de p para comparação entre os indivíduos 

estudados. Similaridades na composição das comunidades de fungos endofíticos em folíolos e 

ramos foram visualizadas usando o escalonamento multidimensional não métrico (NMDS) 

com base no índice de Bray-Curtis (BRAY; CURTIS 1957). A análise de agrupamento da 

comunidade de endófitos foi realizada com base no índice de similaridade de Jaccard 

(JACCARD, 1901). Valores de espécies indicadoras, uma combinação da abundância relativa 

e da frequência relativa de espécies, foram calculados para fungos endofíticos dos folíolos e 

ramos. Espécies foram consideradas boas indicadoras quando apresentaram valor de p< 0,05 

(SILVA et al., 2014, modificado de DUFRÊNE; LEGENDRE, 1997). Aa análises foram 

realizadas utilizando pacotes específicos no programa R v.3.5.0 (R DEVELOPMENT CORE 

TEAM 2018). 

 

3.1.6 Preservação dos fungos endofíticos e informações associadas 

 Todos os fungos endofíticos estudados foram preservados em glicerol 10% em tubos 

de crio preservação e depositados em duplicata na coleção de trabalho do Laboratório de 

Micologia Ambiental do Departamento de Micologia da UFPE. Essa coleção foi uma 

ferramenta para prevenir perdas do material genético estudado, além de possibilitar estudos 

posteriores. Culturas de referência, incluindo as culturas representativas e ex-tipo de uma 
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novidade taxonômica foram depositadas na Micoteca URM e lâminas com estruturas 

microscópicas dos fungos representando o holótipo da nova epécie encontrada foram 

depositadas no Herbário URM, ambos no Departamento de Micologia da UFPE. Informações 

associadas  ao material depositado nos dois acervos estão incluídas nos bancos de dados 

respectivos (http://splink.cria.org.br/manager/detail?resource=URM e 

https://www.ufpe.br/micoteca). Culturas representativas também estão depositadas da coleção 

de trabalho FCCUFG do Laboratório de Micologia do Instituto de Patologia Tropical e Saúde 

Pública da Universidade Federal de Goiás, Goiânia, Goiás. 
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4 RESULTADOS 

4.1  COLONIZAÇÃO DOS FRAGMENTOS E FUNGOS ENDOFÍTICOS ISOLADOS 

Dos 540 fragmentos (270 de folíolos e 270 de ramos) dos seis individuos de M. 

tenuiflora estudados foram colonizados apenas 141 fragmentos, sendo 17 (3,14 %) de folíolos 

e 124 (22,96 %) de ramos (Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Número de fragmentos colonizados (A) e taxa de colonização (B) por fungos endofíticos isolados de 

fragmentos de folíolos (270) e de ramos (270) de M. tenuiflora de área conservação da Caatinga na Esec Raso da 

Catarina-BA, Brasil. 

 

M. tenuiflora 

Indivíduos 
Folíolos Ramos 

A B A B 

1 3 1,11% 11 4,07% 

2 1 0,37% 34 12,59% 

3 0 - 35 12,96% 

4 6 2,22% 1 0,37% 

5 4 1,48% 37 13,70% 

6 3 1,11% 6 2,22% 

Total 17 6,30% 124 45,93% 

      Fonte: O autor, 2021 

 

4.2 RIQUEZA E ABUNDÂNCIA DE FUNGOS ENDOFITICOS  

Com base nas análises das características morfológicas preliminares e das sequências 

da região ITS do rDNA (Figura 4) dos fungos endofíticos de M. tenuiflora foi constatado que 

os 181 isolados obtidos representam 28 táxons. A maioria dos endófitos está no filo 

Ascomycota, distribuídos em quatro classes: Dothideomycetes (10); Sordariomycetes (6); 

Eurotiomycetes (3) e Saccharomycetes (1), 14 ordens e 20 famílias. Os dois endófitos de 

Basidiomycota representam duas ordens e duas famílias (Agaricales - Schizophyllaceae e 

Ustilaginales - Ustilaginaceae). 

 Em Ascomycota, Dothideomycetes foi a classe com mais representantes (seis ordens e 

10 familias). Pleosporales foi a segunda ordem com mais representantes (quatro familias), 

seguida por Eurotiales, Xylariales, Diaportales e Capnodiales (duas familias cada uma). 

Microascales, Amphisphaeriales, Centuriales, Saccharomycetales, Phaeomoniellales, 

Hysteriales, Dothideales e Kirschsteiniotheliales apresentaram apenas um representante cada.  
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Figura 4 – Árvore de máxima verossimilhança utilizando sequências de ITS do rDNA de fungos endofíticos 

isolados de folíolos e ramos de M. tenuiflora de área de conservação da Caatinga no Brasil. Isolados obtidos no 

presente estudo estão destacado em vermelho. Valores de bootstrap ≥70% estão incluídos nos nós. Rhizopus 

arrhizus (CBS 127.08 e CBS 112.07) foi utilizado como outgroup.  

 

Fonte: O autor, 2021. 
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Figura 4 (continuação) – Árvore de máxima verossimilhança utilizando sequências de ITS do rDNA de fungos 

endofíticos isolados de folíolos e ramos de M. tenuiflora de área de conservação da Caatinga no Brasil. Isolados 

obtidos no presente estudo estão destacado em vermelho. Valores de bootstrap ≥70% estão incluídos nos nós. 

Rhizopus arrhizus (CBS 127.08 e CBS 112.07) foi utilizado como outgroup.  

 

 

Fonte: O autor, 2021. 
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Os táxons mais frequentes foram Readeriella sp. (32,60%), Leptosillia sp. 1 (17,68%), 

Sporormiella minima (11,60%) e Aureobasidium pullulans (9,94%). Readeriella sp., 

Leptosillia sp. 1 e Aureobasidium pullulans foram registrados exclusivamente nos ramos, 

Microascus sp. e Nigrospora sp. apenas nos folíolos, enquanto Sporormiella minima foi 

isolada a partir de folíolos e ramos. Os ramos de diferentes indivíduos de M. tenuiflora (1, 2, 

4 e 6) apresentaram diferença na riqueza de endófitos (Tabela 2). 

 

Tabela 2 – Fungos endofíticos isolados de folíolos e ramos de Mimosa tenuiflora de área de conservação da 

Caatinga, Brasil. fa = frequência absoluta e fr (%) = frequência relativa. 

Táxons 

Folíolos Ramos 

fa 
fr 

(%) 
Indivíduos Indivíduos 

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 

Alternaria sp.    2    1     3 1,66 

Aureobasidium pullulans       5 11  1 1  18 9,94 

Aspergillus hiratsukae        4     4 2,21 

Celerioriella sp.        1   2  3 1,66 

Cladosporium sp.        1   3  4 2,21 

Cytospora sp.         1 1  1  3 1,66 

Diaporthe sp.       1    1  2 1,10 

Gilmaniella humicola         1    1 0,55 

Incertae sedis 1 

(Dothideomycetes, Ascomycota) 

        1    1 0,55 

Incertae sedis 2 

(Dothideomycetes, Ascomycota) 

        1    1 0,55 

Incertae sedis 3 

(Dothideomycetes, Ascomycota) 

      1      1 0,55 

Latorua caligans         1     1 0,55 

Leptosillia sp. 1       1 17 5  6 3 32 17,68 

Leptosillia sp. 2         1    1 0,55 

Kirschsteiniothelia sp. 1            2  2 1,10 

Kirschsteiniothelia sp. 2            1  1 0,55 

Microascus sp.     1        1 0,55 

Moesziomyces sp.        1     1 0,55 

Nigrospora sp.     1 1       2 1,10 
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Ochroconis sp.         2     2 1,10 

Penicillium capsulatum         2    2 1,10 

Preussia sp.    1 1   1    1 4 2,21 

"Sporormiella minima" 2 1  4 1 3 2  2  4 2 21 11,60 

Periconia sp.         1    1 0,55 

Pseudosydowia sp.           1  1 0,55 

Pseudophaeomoniella sp.        1     1 0,55 

Readeriella sp.        15 26  18  59 32,60 

Rhytidhysteron sp. 1         2    2 1,10 

Rhytidhysteron sp. 2         1    1 0,55 

Schizophyllum commune        1     1 0,55 

Talaromyces sp.       3      3 1,66 

Xylaria laevis           1  1 0,55 

Total de isolados 2 1 0 7 4 4 13 58 44 1 41 6 181  

Riqueza 1 1 0 3 4 2 6 14 12 1 12 3 32  

Riqueza geral 10 32   

Fonte: O autor, 2021 

4.4 DIVERSIDADE DE FUNGOS ENDOFITICOS  

Houve diferença na composição da comunidade de endófitos isolados de folíolos e ramos 

de M. tenuiflora (Figura 5) (Dimensões = 2 e Stress = 0.02753081; PERMANOVA F = 6.879 

e p = 0.0024). Maior riqueza de fungos endofíticos foi registrada em ramos do que em folíolos 

de M. tenuiflora (F = 5.3556 e p = 0.043195) (Figura 6) com 18 táxons (, sendo 16 táxons 

exclusivos para os ramos, 2 táxons exclusivos para folíolos e 1 táxon compartilhado entre 

ramos e folíolos. A diversidade (Shannon H') de fungos não diferiu significativamente entre 

folíolos e ramos (F = 2.873 e p = 0.12094). A partir dos endófitos obtidos dos ramos 

verificou-se a presença de uma nova espécie do gênero Leptosillia e o presente estudo 

também está fazendo o primeiro relato de ocorrência deste gênero no Brasil (ver o Apêndice 

para mais detalhes). Além da nova espécie de Leptosillia, outros fungos endofíticos aparecem 

como possíveis novas espécies com base na análise filogenética prévia de sequências de ITS 

do rDNA.  
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Figura 5 - Escalonamento multidimensional não métrico (NMDS) baseado nas comunidades 

de fungos endofíticos de folíolos e ramos de M. tenuiflora em área de conservação da 

Caatinga, Brasil. 

 

 

 

Figura 6 – Riqueza e diversidade de fungos endofíticos de folíolos e ramos de M. tenuiflora 

em área de conservação da Caatinga, Brasil. 

 

 

 

A curva de rarefação (baseada em Chao 2) atingiu uma assíntona para a estimativa de 

táxons esperados em associação com os folíolos (Figura 7 A), porém o mesmo não ocorreu 

para os ramos e para o conjunto folíolos + ramos, demonstrando que o esforço amostral não 

recuperou toda a riqueza estimada de endófitos (Figura 7 B e C). Para os folíolos foi 

recuperada uma riqueza de 17 endófitos, enquanto a estimada era de cinco; para os ramos 

foram recuperados 54 endófitos e foi estimada uma riqueza de 43; no total para M. tenuiflora 

foi recuperada uma riqueza de 91 endófitos, enquanto a riqueza estimada foi de 45.  
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A análise de agrupamento demonstrou a formação de três grupos de endófitos, com os 

fungos dos ramos de um indivíduo formando o primeiro grupo, o segundo grupo é formado 

por fungos isolados dos folíolos (incluindo endófitos de ramos de outro indivídio) e o terceiro 

grupo é formando exclusivamente por endófitos dos ramos (Figura 8), demonstrando que a 

comunidade de fungos endofíticos é distinta entre folíolos e ramos nos seis indivíduos 

botânicos estudados. A análise de espécie indicadora demonstrou que o táxon Leptosillia sp. 1 

(p = 0.014), foi exclusivamente isolado dos ramos, pode ser encontrado com mais frequência 

(ou exclusivamente) em ramos quando o objetivo for a obtenção de isolados endofíticos do 

referido gênero. 
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Figura 7 - Curvas de acumulação de espécies e estimativa da riqueza (baseada em Chao 2) de 

fungos endofíticos de folíolos e ramos de M. tenuiflora em área de conservação da Caatinga, 

Brasil. A = riqueza observada e estimativa para folíolos. B = riqueza observada e estimativa 

para ramos. C = riqueza total observada e estimativa total para M. tenuiflora. 
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Figura 8 – Análise da similaridade (baseado em Jaccard) de fungos endofíticos de folíolos e 

ramos de M. tenuiflora em área de conservação da Caatinga, Brasil. 

 

 

5  DISCUSSÃO 

Folíolos e ramos de M. tenuiflora em área de conservação da Caatinga, no Raso da 

Catarina, possuem uma relevante diversidade de fungos endofíticos quando consideramos os 

números de isolados/táxons obtidos. No presente estudo foram obtidos 181 fungos endofíticos 

o que representou 16 táxons em ramos e dois táxons em folíolos de M. tenuiflora, com taxa de 

colonização de 6,30% em folíolos e 45,3% em ramos. Readeriella sp., Leptosillia sp. 1 e 

Sporormiella minima foram os táxons mais representativos, sendo Readeriella e Leptosillia 

isolados exclusivamente de ramos e S. minima de folíolos e ramos. Bezerra et al. (2012) 

realizaram um estudo pioneiro sobre a riqueza endofítica de cacto da Caatinga, retirando 45 

fragmentos de Opuntia ficus-indica (Cactaceae) e obtiveram um número menor de fungos 

(44) pertencentes a 12 gêneros e 13 espécies, sendo Cladosporium cladosporioides e C. 

sphaerospermum as mais frequentes.  

Outros estudos demonstraram uma marcante riqueza e diversidade de fungos endofíticos 

em plantas de outras regiões do Brasil. Em folhas de Bauhinia brevipes (Fabaceae) no 

Cerrado, Hilarino et al. (2011) obtiveram 1.110 endófitos agrupados em 126 táxons. 

Diaporthe [Phomopsis] foi o principal gênero, seguido por Dothiorella, Pestalotiopsis e 
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Acremonium. No estudo, a taxa de colonização foliar foi de 81,7%; 653 isolados (58,83%) 

não apresentaram estruturas de reprodução em meio de cultura e alguns táxons foram 

específicos de algum estágio foliar, apresentando colonização apenas de 141 fragmentos dos 

540 obtidos de folíolos e ramos (33,51 %), o que pode ser considerado baixa colonização. 

Ainda no Cerrado, Carvalho et al. (2012) isolaram 320 fungos endofíticos a partir de 900 

fragmentos de Stryphnodendron adstringens (Fabaceae), classificados em 66 morfotipos 

pertencentes a 25 gêneros, e apontando Diaporthe cf. phaseolorum, Guignardia camelliae, 

Preussia pseudominima, Xylaria hypoxylon, Pseudofusicoccum stromaticum e Cytospora sp. 

como os fungos mais frequentes.  

Pádua et al. (2018) estudaram a diversidade e produção de enzima anticancerígena 

produzida por fungos endofíticos isolados de Myracrodruon urundeuva (Anacardiaceae)  

relataram o isolamento de 35 fungos de folhas coletadas em área da Caatinga e 133 de folhas 

obtidas em área de brejo de altitude, sendo Diaporthe o gênero mais comum. Diaporthe 

também foi relatado como mais frequente em estudo sobre a diversidade endofítica de 

Poincianella pyramidalis (Fabaceae), planta da qual foram isolados 189 endófitos de folíolos 

e ramos (OLIVEIRA et al., 2020) com novos táxons descritos, incluindo o Caatingomyces 

brasiliensis, pertencente à família Teratosphaeriaceae (Capnodiales) (HYDE et al., 2019). 

Analisando a variação sazonal da diversidade de fungos endofíticos em 10 espécies das 

famílias Fabaceae, Moraceae, Combretaceae, Boraginaceae e Myrtaceae em áreas de ecótono 

(Cerrado-Caatinga), incluindo M. tenuiflora, Silva et al. (2020), obtiveram 131 isolados no 

período seco apontando Pestalotiopsis steyaert (15,27%) como a espécie mais frequente; 

representantes de Aureobasidium, Chaetomium, Phoma e Diaporthe tiveram menor 

frequência de ocorrência/isolamento. Em seu estudo, eles sugerem que a sazionalidade exerce 

influência na composição fúngica do hospedeiro. 

Em muitos estudos sobre fungos endofíticos de regiões semináridas são relatadas grandes 

frequências de isolamento/ocorrência de representantes de Phoma, Aureobasidium, 

Diaporthe, Xylaria e Aspergillus (RASHMI et al., 2019), diferindo do presente estudo onde se 

obteve a maior frequência de isolados de Leptosillia, “Sporormiella” e Readeriella.  

Em outros lugares do mundo, como em área desértica a noroeste da China, Li et al. 

(2020) obtiveram 1046 fungos endofíticos a partir de 1600 fragmentos teciduais de 10 

espécies de halófitas, registrando 36 táxons e variação na taxa de colonização e na riqueza de 

fungos endofíticos. Alternaria eichhorniae foi o endófito mais representativo no caule. Singh 

et al. (2017) estudando as variações geográficas e sazonalidades na composição de fungos 

endofíticos de Tectona grandis (Verbenaceae) em regiões tropicais da India, evidenciaram 
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uma taxa de colonização de 62,83%, sendo Diaporthe mais uma vez reportado como gênero 

mais frequente. Investigando fungos endofiticos e sua associação simbiótica em folhas e 

caules de Larrea tridentata, Simmondsia chinensis e outros vegetais, Massimo et al. (2015) 

obtiveram 457 isolados a partir de 22.656 fragmentos vegetais, apontando Preussia como 

gênero mais frequente no estudo em região árida deserto de Sonora no Arizona-EUA. 

 Estudos apontam uma baixa diversidade de fungos endofíticos em plantas de ambientes 

secos e uma alta colonização em ramos, em comparação a plantas de ambientes 

tropicais/subtropicais úmidos (GONZÁLEZ-MENÉNDEZ et al., 2018.; LI et al., 2020.; 

OLIVEIRA et al., 2020.; SILVA et al., 2020). No presente estudo, a diversidade não diferiu 

entre folíolos e ramos, embora a riqueza tenha sido estatisticamente maior nos ramos. Fatores 

bióticos e abióticos contribuem para a preferência do endófito em colonizar um determinado 

hospedeiro, tendo em vista que a colonização fúngica está intimamente relacionada à 

umidade, temperatura, tecido do hospedeiro, tipo de solo e fatores climáticos (RODRIGUEZ 

et al., 2009; MASSIMO et al., 2015; MARTINS et al.,2016; PADUA et al., 2018; LI et al., 

2020). A variação do clima em ecossistemas com predomínio de longos períodos de seca, 

como a Caatinga, exerce estresse ambiental que influencia a atividade microbiana e a 

diversidade de organismos (SCHIMEL et al., 1999). Além disso, estudo recente aponta que a 

sazonalidade também é um fator influenciador da taxa de colonização dos endófitos nos 

tecidos vegetais em espécies florestais da família Fabaceae (SILVA et al., 2020). Outro ponto 

importante é que parte da vegetação da Caatinga é caducifólia, perdendo 70% de sua 

cobertura foliar no período de estiagem e isso poder ser um dos fatores que auxiliem a 

elucidar a baixa riqueza de fungos endofiticos na região foliar do hospedeiro neste tipo e 

bioma (SILVA et al., 2017).  

Estudos vêm apontando alta variedade de fungos endofíticos, incluindo fungos raros, em 

regiões áridas e semiáridas de diferentes ecossistemas na Austrália (DASTOGEER et al., 

2018), Hungria (KNAPP et al., 2015), China (SUN et al., 2012, Li et al.., 2020), Brasil 

(BEZERRA et al., 2012, 2013, 2017a, b, c; 2019a; PADUA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 

2020; SILVA et al., 2020), Espanha (GONZÁLEZ-MENÉNDEZ et al., 2018), Estados 

Unidos (MASSIMO et al., 2015), México (FONSECA-GARCÍA et al., 2016) e Venezuela 

(LORO et al., 2012). Tais estudos vão de encontro aos estudos que afirmavam que essas áreas 

secas possueam baixa diversidade de fungos endofíticos em comparação com ambientes 

temperados, tropicais úmidos e/ou subtropicais úmidos (ARNOLD et al., 2000, 2007; 

BANERJEE, 2011). Um ponto peculiar é que na maioria dos estudos apresentados no 

presente trabalho apontam o filo ascomycota, como o grupo com maior números de fungos 
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endofiticos, repressentando parte expressiva da diversidade fúngica (ARNOLD et al., 2000), 

dominante em folhas de ambientes úmidos tropicais (LUGTENBERG et al, 2016), em ramos 

de vegetais de ambientes tropicais secos (OLIVEIRA et al., 2020) e  possuindo especificidade 

ao órgão hospedeiro.   

Mesmo com o avanço em pesquisas, os estudos envolvendo a diversidade de fungos 

endofíticos em ambientes secos, tais como a Caatinga, ainda são incipientes (BEZERRA et 

al., 2015; MOURA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2020, SILVA et al., 2020). Estudos com 

fungos endofíticos em plantas de ambientes secos têm demonstrado baixa taxa de colonização 

dos tecidos vegetais, entretanto existe alta riqueza e diversidade de espécies associadas a 

diferentes tecidos vegetais quando comparados ao registrado em ambientes temperados, 

tropicais e/ou subtropicais úmidos (SURYANARAYANAN et al., 2005; KHIDIR et al., 

2010; SUN et al., 2012; LORO et al., 2012; BEZERRA et al., 2012, 2013).  

Houve uma riqueza de 29 táxons de fungos endofíticos relacionada aos tecidos sadios de 

M. tenuiflora, a estimativa de riqueza foi de 45. Pleosporales é a ordem mais frequentemente 

apontada entre os fungos endófiticos isolados de plantas de regiões áridas (GONZÁLEZ-

MENÉNDEZ et al., 2018). Como mencionado, as características ambientais apresentadas pela 

Caatinga podem influênciar na composição da riqueza e abundância da microbiota fúngica 

endofítica (SUN et al., 2011, 2012ª; OLIVEIRA et al., 2020).  

Outros aspectos como sazionalidade, clima e tipo de solo também farão interferência na 

composição fúngica endofitica nos diferentes tecidos vegetais (MARTINS et al., 2016; 

SILVA et al., 2020). Além dos fatores abióticos, outros fatores como o tipo de transmissão 

fúngica, ou seja, a colonização do fungo no hospedeiro, que pode ser do tipo horizontal 

quando ocorre a disseminação de propágulos fúngicos entre hospedeiros por meio do vento, 

chuva ou polinizadores/dispersores de sementes e predadores (LUGTENBERG et al., 2016) 

ou do tipo vertical, quando o próprio vegetal transfere o fungo através das sementes para seus 

descentendes, também pode ser outro fator influenciador na composição da diversidade e 

riqueza dos fungos endofiticos no hospedeiro. Além disso a competição intraespecifica entre 

os diferentes fungos e a mudança nos estágios de crescimento da planta podem desencadear a 

colonização de novos indivíduos ao longo do tempo (FANG et al, 2013; MARTINS et al, 

2016). Diversos são os aspectos que devem ser averiguados para elucidar a relação fungo-

hospedeiro e quais são os mecanismos usados neste processo, havendo um leque de perguntas 

à serem respondidas.   
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

- Folíolos e ramos de Mimosa tenuiflora coletados na Caatinga são pouco colonizados por 

fungos endofíticos, com os ramos mostrando-se mais suscetíveis à colonização que os 

folíolos. Apesar disso, evidencia-se elevada riqueza e diversidade de fungos endofíticos, 

especialmente nos ramos dessa planta hospedeira. 

- A composição das comunidades de fungos endofíticos difere entre folíolos e ramos de 

Mimosa tenuiflora, demonstrando que existe uma comunidade de fungos específica para os 

tecidos vegetais estudados. Assim, no material estudado Microascus sp. e Nigrospora sp.  são 

exclusivos dos folíolos, enquanto Readeriella sp., Leptosillia sp. 1 e Aureobasidium pullulans 

habitam tipicamente os ramos. 

- Estudos da diversidade de fungos endofíticos de plantas da Caatinga contribuem com a 

estimativa nacional e global da diversidade de fungos, com relatos de espécies para o país e 

descrição de novos táxons e possível descoberta de novas substâncias de interesse diversos. 

- A descrição de táxons endofíticos em diferentes espécies vegetais, além de preencher a 

lacuna de conhecimento sobre a diversidade fúngica da Caatinga, proporciona dados e 

informações sobre o status ecológico do ecossistema, contribuindo também para estudos 

futuros visando a produção de compostos de importância biotecnológica, e fornecendo 

subsídios para o desenvolvimento de programas de preservação e manejo ambiental. 
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Abstract 

 

Exploring the diversity of endophytic fungi from branches of Mimosa tenuiflora (Fabaceae), a 

native plant of the Caatinga dry forest in the Northeast Brazil, 33 strains were preliminarily 

identified as members of Leptosillia (Leptosilliaceae) based on sequences of the internal 

transcribed spacer region (ITS rDNA). Subsequently, morphological features of the isolates 

were analyzed, and for species identification, a multi-marker analysis was performed using 

the internal transcribed spacer region (ITS), the partial large subunit nuclear ribosomal RNA 

gene (LSU rDNA), the second-largest subunit of RNA polymerase II gene (RPB2), the 

translation elongation factor EF-1 alpha gene (TEF1), and the β-tubulin gene (TUB2). Our 

isolates were placed in two independent lineages: Leptosillia mimosae sp. nov. is proposed to 

name 32 of the endophytic isolates, while the isolate URM 8384 was identified as Leptosillia 

sp. and is likely another new species. In the phylogenetic tree, the endophytic Leptosillia 

mimosae sp. nov. and Leptosillia sp. appeared in the same clade having the pathogen L. 

pistaciae as their sister species. 

 

Keywords: Caatinga forest, fungal taxonomy, multi-gene phylogeny, one new species. 
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Introduction 

 

The genus Leptosillia Höhnel (1928) was recently revised based on new information on its 

morphology, phylogeny, taxonomy, ecology and life cycle, being rearranged in the monotypic 

family Leptosilliaceae (Xylariales), currently with 11 species (Crous et al. 2019; Voglmayr et 

al. 2019; Senanayake et al. 2020). Species of Leptosillia are morphologically characterized by 

a teleomorph having perithecial ascomata with asci containing eight 0- to 11-septate 

ascospores, an anamorph with pycnidial conidiomata, and one or two types of conidia with 

different origin and shape (Voglmayr et al. 2019). Leptosillia species have been reported 

mainly on the bark of living or dead branches or trunks, as endophytes, as phytopathogenic 

fungi, and some species have previously been treated as putative lichen-forming fungi 

(Pažoutová et al. 2012; Vitale et al. 2018; Voglmayr et al. 2018, 2019). Recently, Senanayake 

et al. (2020) introduced a new species, L. cordylines Senan. & K.D. Hyde [as 'cordylinea'], 

isolated as a saprobic fungus on leaves of Cordyline fruticosa (L.) A.Chev. (Asparagaceae) 

without any disease symptoms. 

Endophytic xylariaceous species have been widely isolated from several plants 

growing in temperate, tropical, and subtropical regions (Okane et al. 2008; Chen et al. 2013; 

Rajulu et al. 2013; U’Ren et al. 2016) with few reports from Caatinga forest in Brazil 

(Almeida et al. 2016). Species of Xylaria (Xylariales) are commonly isolated as endophytes 

(Davis et al. 2003; Thomas et al. 2016), but they have not been widely isolated from woody 

plants of the Brazilian tropical dry forest (Caatinga) where species of Diaporthales and 

Pleosporales have the highest occurrence (Bezerra et al. 2019a). 

 Caatinga, an exclusively Brazilian biome, is the most species-rich seasonally dry 

tropical forest in the New World (Queiroz et al. 2017). Located in the northeastern region of 

the country, this heterogeneous domain presents diverse physiognomies and high diversity of 
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plants, with more than 170 families (Flora do Brasil 2020) and animals, many of them 

endemic (Silva et al. 2017). However, the fungal diversity of this region has been 

underestimated, and more recent studies have revealed a remarkable richness and abundance 

of species, including new taxa belonging to Ascomycota (Vitoria et al. 2020), Basidiomycota 

(Drechsler-Santos et al. 2010), Glomeromycota (Marinho et al. 2019), and Mucoromycota 

(Santiago et al. 2013). Some plant species of the Caatinga forest, mainly cacti, have been 

studied regarding their diversity of fungal endophytes (Bezerra et al. 2012, 2013, 2017a, b, c, 

2018, 2019a, b, Freire et al. 2015, Pádua et al. 2019, Silva et al. 2018, Oliveira et al. 2020). 

These studies have contributed to the knowledge of the Brazilian and global fungal diversity. 

During the study of endophytic fungi from Mimosa tenuiflora (Wild) Poir. (Fabaceae) 

of the Caatinga forest, 33 endophytes with coelomycetous anamorphs were isolated. Based on 

ITS rDNA sequences, these isolates showed affinity to Xylariales and were identified as 

members of Leptosillia. According to this finding, a morphological characterization and a 

multi-marker (ITS and LSU rDNA, RPB2, TEF1, and TUB2) analyses allowed the description 

of a new species named as Leptosillia mimosae A.V. Silva, L.C. Maia & J.D.P. Bezerra. 

 

Material and methods 

Endophytic fungi 

Endophytic fungi were isolated as described by Bezerra et al. (2015) from healthy branches of 

six individuals (named as B, D, F, H, J, and L) of M. tenuiflora growing in an area of 

Caatinga, at the Raso da Catarina Ecological Station (Paulo Afonso municipality, Bahia state, 

Brazil [09°39'03.6" S, 38°31'48.2" W]). The collection was authorized by the Ministério do 

Meio Ambiente (MMA)/Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade (ICMBio) 

under number 69009-1 and authentication code 0690090120190425 issued on 25 March, 

2019. 
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Representative endophytic isolates and the ex-type strain of the new Leptosillia 

species are deposited at the URM culture collection (Micoteca URM Profa. Maria 

Auxiliadora Cavalcanti) and the holotype material (permanent microscopic slides) at the 

URM fungarium (Herbário Pe. Camille Torrend), both located at the Universidade Federal de 

Pernambuco, Recife, Brazil. In addition, endophytic isolates are also deposited in the working 

collection of J.D.P. Bezerra (Fungal Culture Collection of the Universidade Federal de Goiás 

– FCCUFG) housed at the Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública of the 

Universidade Federal de Goiás, Goiânia, Brazil. 

 

Morphology 

Isolates of Leptosillia were cultured on potato dextrose agar (PDA), malt extract agar (MEA) 

and oatmeal agar (OA) and incubated up to 30 days at 28 °C in a natural day-night cycle. For 

fungal sporulation, we also used plant tissue and different incubation condition (e.g. 

temperature and natural day-night cycle). Cultures characteristics were observed on the 15th 

day to measure colonies and observe macroscopic features. After 30 days on PDA, 

reproductive structures were observed in some isolates, and the micromorphological 

characteristics of pycnidia (at least 10 structures), conidiogenous cells (30) and conidia (30) 

were measured, and the average used to estimate their size. Colony colours were determined 

according to Rayner’s colour charts (Rayner 1970). 

 

DNA extraction, amplification and sequencing 

For DNA extraction, endophytic isolates were cultured on PDA and incubated at 25 ºC for 7 

days in day-night cycle. Genomic DNA extraction was performed using the manufacturer 

protocol of the Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, USA). The primers 

ITS1/ITS4 (White et al., 1990), LR0R/LR5 (Vilgalys & Hester 1990; Vilgalys & Sun 1994), 
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RPB2-5F2/fRPB2-7cR (Liu et al. 1999; Sung et al. 2007), EF1-728F/EF1-2218R (Carbone & 

Kohn 1999; Rehner & Buckley 2005), and Bt2a/Bt2b (Glass & Donaldson 1995) were used to 

amplify the ITS rDNA region, part of the LSU rDNA region, RNA polymerase II subunit 2 

(RPB2), translation elongation factor 1-alpha (TEF1), and β-tubulin (TUB2) genes, 

respectively. The amplification reactions were performed with a total volume of 12.5 µl and 

the PCR thermal cycle program for each gene was performed as described by Senanayake et 

al. (2020). The PCR products were treated with EXO + SAP (Alkaline 

Phosphatase/Exonuclease I) (Cellco, Brazil) and sequencing reactions were performed as 

described by Bezerra et al. (2017c). 

 

Sequence alignment and phylogenetic analysis 

The consensus sequences were visually checked using MEGA v. 7 software (Kumar et al. 

2016). Using the BLASTn tool, the newly generated sequences were used to search for 

similar ones deposited in the GenBank database of the NCBI. Based on the dataset and 

phylogenetic analyses of Voglmayr et al. (2019) and Senanayake et al. (2020) our sequences 

were aligned together with those retrieved from GenBank using the MAFFT interface (Katoh 

& Standley 2013) and manually corrected using MEGA. Two datasets were constructed: 1) 

thirty-three ITS rDNA sequences of the newly obtained endophytic Leptosillia isolates were 

used to verify their relationship with 59 sequences representing eight Leptosillia species and 

other unidentified isolates (mainly endophytes, based on Voglmayr et al. 2019); 2) sequences 

from six of our endophytic isolates were selected to construct a multi-locus dataset of five 

genes (ITS and LSU rDNA, RPB2, TEF1, and TUB2) along with 27 sequences from type 

materials and other strains representing eight Leptosillia species. In both datasets, Furfurella 

nigrescens (CBS 143621 and CBS 143622) was used as the outgroup. The newly generated 
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sequences were deposited in GenBank (Table 1) and alignments and resulting trees in 

TreeBASE (study ID S28348). 

Bayesian inference (BI) and maximum likelihood (ML) analyses were conducted with 

MrBayes v 3.2.7a on XSEDE (Ronquist et al. 2012) and RAxML-HPC BlackBox v.8.2.12 

(Stamatakis et al. 2008), respectively, at the CIPRES Science Gateway (Miller et al. 2010). 

For the BI analyses, MrModelTest v.2.3 (Nylander 2004) was used to estimate the best 

nucleotide model. BI analyses were conducted with two Markov Chain Monte Carlo 

(MCMC) chains, 1 × 107 generations with a burn-in value of 25%, and trees were sampled 

every 1,000 generations. ML analyses were performed with 1,000 bootstrap replicates by 

using default parameters. BI posterior probability (BPP) and ML bootstrap (ML-BS) values 

equal or higher than 0.95 and 70%, respectively, are shown near nodes. 

 

Results 

Phylogenetic analyses 

The ITS matrix included 94 sequences and comprised 641 characters (including gaps). For the 

BI analysis, the SYM + I + G was the best model for the ITS matrix by MrModelTest. The 

GTR + I + G was used as the best model test for the ML analysis. The Bayesian inference 

(BI) tree (Fig. 1) of ITS rDNA matrix demonstrated that the 33 newly obtained isolates are 

placed in two independent lineages closely related to Leptosillia pistaciae (Voglmayr, S. 

Vitale, D. Aiello, Guarnaccia, Luongo & Belisario) Voglmayr. Of these, the first highly 

supported clade (BPP = 1 and ML-BS = 100) contains 32 endophytic isolates while the single 

isolate URM 8384 represents the second clade. 

The five-gene matrix includes 35 sequences (ITS = 35, LSU = 33, RPB2 = 31, TEF1 = 

29, and TUB2 = 29) representing eight Leptosillia species and comprising 3615 characters 

(including gaps) (ITS = 636, LSU = 714, RPB2 = 890, TEF1 = 901, and TUB2 = 474). For the 
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BI analysis, SYM + I + G was the best model for the ITS and RPB2 matrixes by 

MrModelTest, while GTR + I was the best model for LSU and HKY + I + G was the best 

model for TEF1 and TUB2 alignments. For the ML analysis, GTR + I + G was used as the 

best model test for each locus and combined matrix. ML analysis using individual dataset was 

also performed, but no topological phylogenetic conflict was observed as presented in the 

combined 5-gene tree; an exception occurred in the LSU rDNA tree where the new species 

and the isolate URM 8384 were placed in the same clade (Supplementary Figure 1). 

In the combined tree, the six included endophytic isolates obtained in our study were 

also placed as two independent lineages, five of them in a highly supported clade (BPP = 1 

and ML-BS = 100) and the isolate URM 8384 as a single lineage closely related to L. 

pistaciae. 

 

Taxonomy 

Leptosillia mimosae A.V. Silva, L.C. Maia & J.D.P. Bezerra, sp. nov. Fig. 3A–M. 

MycoBank: MB839861. 

Etymology: In reference to the host genus, Mimosa, from which the endophyte was 

isolated. 

Type: Brazil, Bahia state, Paulo Afonso municipality, Raso da Catarina Ecological 

Station (09°39'03.6" S, 38°31'48.2" W), isolated as an endophyte from a branch of Mimosa 

tenuiflora, Mach 2019, A.V. Silva (URM 94408, holotype). 

Ex-type culture: URM 8386 = FCCUFG 07 [isolate 29D]). 

Description: Conidiomata pycnidial, superficial or immersed, single to aggregated, 

globose or subglobose, dark brown to blackish, without ostiole, irregularly rupturing at the 

apex and exuding a pale whitish conidial drop, 60–115 × 54–104 µm (x̅ = 83 × 72 

µm). Pycnidial wall thin, pale brown, forming a textura angularis. Conidiophores short, 
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reduced, fasciculate, branched, hyaline, smooth. Conidiogenous cells enteroblastic, phialidic, 

lageniform to cylindrical, hyaline, smooth, (3.5–)4–5.5(–6.5) × 1.5–2.5 µm (x̅ = 5 × 2 

µm). Conidia straight to slightly allantoid, hyaline, smooth, 1-celled, (2.5–)3–3.5(–4.5) × (1–

)1.5(–2) μm (x̅ = 3 × 1.5 µm). Teleomorph not observed. 

Culture characteristics: Colonies on PDA reaching 33 mm diam. after two weeks, with 

velvety texture, white in the entire margin, dark brown at the centre. On MEA, colonies 

growing up to 30 mm diam. after two weeks, with velvety texture, white to greyish, reverse 

brown to dark brown. On OA, colonies reaching 39 mm diam., brown at the centre and with 

white margin, with sparse aerial mycelium. 

Other materials examined: Brazil, Bahia state, Paulo Afonso municipality, Raso da 

Catarina Ecological Station (09°39'03.6" S, 38°31'48.2" W), isolated as an endophyte from a 

branch of Mimosa tenuiflora, March 2019, A.V. Silva (URM 8385 [isolate 10DA]). Brazil, 

Bahia state, Paulo Afonso municipality, Raso da Catarina ecological station (09°39'03.6" S, 

38°31'48.2" W), isolated as endophytes from branches of Mimosa tenuiflora, March 2019, 

A.V. Silva (isolates obtained from five individuals [named as B, D, F, J, and L] of M. 

tenuiflora and preserved in the working collection of the Laboratório de Micologia 

Ambiental, Departamento de Micologia, Universidade Federal de Pernambuco, Brazil: 7B; 

6D, 6DA, 13D, 13DA, 14D, 15D, 15DAA, 16DA, 16DB, 17DA, 18DAA, 18DA, 24DA, 25D, 

and 28DA; 25F, 26F, 32F, and 32FA; 1J, 4J, 12J, 16J, 18J, and 21J; 4L, 5L, and 5LA). 

 

A presumably new Leptosillia species 

Leptosillia sp. Fig. 3N. 

Culture characteristics: Colony on PDA reaching 35 mm diam. after two weeks, 

floccose, white to greyish, reverse having white margin and brown to dark brown colour at the 

centre. On MEA, growing fast up to 53 mm diam. after two weeks, floccose, white to 
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yellowish. On OA, colonies growing fast up to 70 mm diam. after two weeks, velvety, white 

to greyish. Reproductive structures not observed. 

Material examined: Brazil, Bahia state, Paulo Afonso municipality, Raso da Catarina 

Ecological Station (09°39'03.6" S, 38°31'48.2" W), isolated as an endophyte from a branch of 

Mimosa tenuiflora, March 2019, A.V. Silva (Micoteca URM 8384 = FCCUFG = 08 [isolate 

19F]). 

 

Discussion 

The genus Leptosillia is reported as endophyte and saprobe and commonly found as a 

pathogen on leaves and branches (Vitale et al. 2018, Voglmayr et al. 2019, Senanayake et al. 

2020). Species in this genus have mainly been reported from Europe, Asia, Africa and North 

America (Crous et al. 2019; Voglmayr et al. 2019; Senanayake et al. 2020). We report in this 

study the first occurrence of Leptosillia in Brazil, isolated as an endophyte from healthy 

branches of Mimosa tenuiflora (Fabaceae), which we describe as the novel species L. 

mimosae. Multi-marker phylogenetic analyses using sequences of Leptosillia, including the 

morphological features of our isolates, confirmed that L. mimosae is a new species, even 

when compared to L. pistaciae, which is the phylogenetically closest species. Another yet 

unnamed endophytic fungus from Mimosa tenuiflora was placed as a unique lineage related to 

L. pistaciae and could be further described as a new species, but to confirm that more isolates 

and morphological analysis are needed. 

Leptosillia pistaciae was originally described in the genus Liberomyces for a fungus 

causing pistachio cankers and decline in crop areas in Italy (Vitale et al. 2018) and later it was 

transferred to Leptosillia (Voglmayr et al. 2019). Vitale et al. (2018) obtained isolates of L. 

pistaciae from the margins of twig, branch and stem cankers of declining plants, and 

pathogenicity test on plants of Pistacia vera L. grafted on P. terebinthus L. (Anacardiaceae) 
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confirmed L. pistaciae as the causal agent producing similar symptoms as observed in nature. 

The novel species described here, L. mimosae, was isolated as an endophyte from healthy 

branches of M. tenuiflora (Fabaceae) in a tropical dry forest in Brazil, highlighting the 

different life styles that related Leptosillia species can have in association with plant species 

in different environments. 

Based on the multi-marker phylogenetic analyses, L. mimosae seems related to L. 

pistaciae but placed in a well-supported clade (Figs. 1 and 2). The new species differs 

morphologically from L. pistaciae which is mainly characterized by a slow colony growth, 

production of pigment diffusing in the growth medium, and by the formation of densely 

aggregated pycnidia on the inoculum plug and colony surface (Vitale et al. 2018). The 

micromorphological features also have important differences, in L. pistaciae the 

conidiogenesis is described as holoblastic and the conidiogenous cells are arranged in dense 

intercalary or terminal whorls having a sympodial proliferation (Vitale et al. 2018), while in 

L. mimosae the conidiogenesis is enteroblastic-phialidic. In L. pistaciae, pycnidia (100–)170–

260(–330) μm diam., conidiogenous cells [(5.5–)6.5–8.5(–10.0) × 1.7–2.5(–2.7) μm], and 

conidia [(3.2–)3.8–4.5(–5.0) × (1.0–)1.2–1.5(–2.0) μm] are also larger than in L. mimosae 

[pycnidia = 60–115 × 54–104 µm; conidiogenous cells = (3.5–)4–5.5(–6.5) × 1.5–2.5 µm; 

conidia = (2.5–)3–3.5(–4.5) × (1–)1.5(–2) μm]. The macro- and micro-morphological features 

along with phylogenetic inferences were important parameters to describe this novel 

endophytic Leptosillia species. 

Another endophytic fungus (URM 8384) was also placed as a unique lineage 

phylogenetically related to L. pistaciae, but we were not able to stimulate the production of 

reproductive structures. Voglmayr et al. (2019) noted the absence of reproductive structures 

after sub-culturing Leptosillia isolates; on the other hand, Vitale et al. (2018) described L. 

pistaciae producing aggregated pycnidia when growing on culture media. In our study, 
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several attempts were done trying to stimulate the endophytic fungi sporulation, and after 

several weeks we observed the formation of structures in some of the isolates, while for the 

strain URM 8384 this was not observed. Some studies of endophytes also demonstrated the 

limited or lacking capacity of endophytic isolates to produce reproductive structures in culture 

(Bezerra et al. 2013; Guo et al. 2000; Knapp et al. 2015). 

This study showed that Leptosillia isolates/species can be found in tropical dry forests, 

like the Caatinga forest in Brazil, living as endophytes in branches of M. tenuiflora. These 

findings are important for the knowledge of Brazilian and global fungal diversity, and can 

also contribute to the understanding of the ecology and lifestyle of xylarialean fungi. The 

information achieved with this study is also important to show the importance of conservation 

units for the protection of natural areas and biodiversity in Brazil. 
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Figures legends 

Fig. 1. Phylogram generated from Bayesian inference analysis based on ITS rDNA sequences. 

Sequences from type species are in bold. Bayesian posterior probabilities and maximum 

likelihood bootstrap values above 0.95 and 70%, respectively, are shown near nodes. The tree 

was rooted with Furfurella nigrescens (CBS 143621 and CBS 143622). The bar represents 

number of substitutions per site. 

Fig. 2. Phylogram generated from Bayesian inference analysis based on combined ITS and 

LSU rDNA, RPB2, TEF1 and TUB2 sequences. Sequences from type species are in bold. 

Bayesian posterior probabilities and maximum likelihood bootstrap values above 0.95 and 

70%, respectively, are shown near nodes. The tree was rooted to Furfurella nigrescens (CBS 

143621 and CBS 143622). The bar represents the number of substitutions per site. 

Fig. 3. Leptosillia mimosae URM 8386, ex-type. A. Colonies on PDA, OA, and MEA after 2 

weeks at 28 °C. B–C. Pycnidia on PDA surface. D–E. Pycnidial mounts. F–L. Conidiogenous 

cells and conidia. M. Conidia. Leptosillia sp. URM 8384. N. Colonies on PDA, OA, and 

MEA after 2 weeks at 28 °C. Scale bars: D–E = 100 µm and F–M = 10 µm. 
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Supplementary Figure 1 ITS-LSU-RPB2-TEF-TUB trees - Silva et al.

 

  



73 

 

 

  



74 

 

 

  



75 

 

 

  



76 

 

 


	7089608db926f8b1ea9ebeb7d038d5ef306e3b1dd3b14db43a7b140855b1f760.pdf
	880c98a73a1a7aa10771499152093bd10335da4b8d9708d7938cbc8365270534.pdf
	0cd42b2cfafb6e699c147b2c0f7cd8b5e848a610f4a1b7fca15703027acf3cde.pdf

	e294ee9ed5d9d6be187c650f8a73c8f8765bbb1c5b832d04fa77fc132e9266b1.pdf
	7089608db926f8b1ea9ebeb7d038d5ef306e3b1dd3b14db43a7b140855b1f760.pdf
	e294ee9ed5d9d6be187c650f8a73c8f8765bbb1c5b832d04fa77fc132e9266b1.pdf

