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RESUMO 

 

Dentre as variedades de algodoeiro transgênico, o Bt (=Bacillus thuringiensis) oferece 

resistência aos principais lepidópteros pragas do algodoeiro por expressar a proteína 

Cry1Ac (=crystal protéico). Tendo em vista que a produção dessa proteína pelo vegetal 

geneticamente modificado pode influenciar a capacidade da planta em alocar fungos 

endofíticos, o objetivo do presente estudo foi investigar as possíveis alterações na 

composição de fungos endofíticos associados ao algodoeiro transgênico (Bt) em 

comparação ao não-transgênico (não-Bt). Desse modo, coletas foram realizadas nos 

estádios de desenvolvimento da planta. Em cada coleta foram selecionadas amostras de 

folhas, caules, raízes, flores e sementes de algodoeiro Bt e não-Bt, cultivados 

simultaneamente. Foram isolados 23 taxa de fungos endofíticos pertencentes aos grupos 

Zygomycota, Ascomycota, Coelomycetes, Hyphomycetes e Blastomycetes. E 17 

gêneros foram encontrados: Acremonium, Cladosporium, Colletotrichum, Curvularia, 

Fusarium, Glomerella, Guignardia, Lecanicillium, �igrospora, Pestalotiopsis, Phoma, 

Phomopsis, Rhizopus, Rhodotorula, Talaromyces, Tritirachium e Xylaria. As espécies 

mais frequentes de fungos de acordo com o órgão vegetal foram Phomopsis archeri em 

folhas e caules, Phoma destructiva em raízes, �igrospora sphaerica em flores e 

Curvularia lunata var. aeria em sementes. A abundância e diversidade de fungos 

endofíticos associados ao algodoeiro Bt e ao não-Bt aumentam com o envelhecimento 

da planta, porém não houve diferença significativa entre a composição de fungos 

endofíticos associados aos dois tipos de algodoeiro, indicando que a expressão da 

proteína Cry1Ac não afeta a capacidade do algodoeiro em alocar os fungos endofíticos e 

que os efeitos detectados relacionados à composição da comunidade fúngica estão 

associados à idade e órgão da planta. A ocorrência de fungos endofíticos em sementes 

de algodoeiro sugere que há transmissão vertical desses microrganismos entre as plantas 

de uma geração para a outra. Dos fungos endofíticos obtidos, quarenta isolados foram 

avaliados quanto à produção qualitativa das enzimas hidrolíticas extracelulares lipase, 

protease e amilase. E o melhor resultado foi apresentado por isolados de Cladosporium 

cladosporioides obtidos de raiz de algodoeiro Bt e do não-Bt, que apresentaram um 

índice enzimático alto para duas das três enzimas testadas, sendo um microrganismo 

promissor a ser usado em diferentes setores da indústria biotecnológica. 

 

Palavras chave: Diversidade, Fungos endofíticos, Algodão Bt. 



 
 

 
 

ABSTRACT 
 

Among the varieties of transgenic cotton, the Bt (=Bacillus thuringiensis) offers 

resistance to major lepidopteran pests of cotton by expressing the Cry1Ac protein (= 

crystal protein). Considering that the production of this protein by genetically modified 

plant may influence the plant's capacity to allocate endophytic fungi thus the aim of this 

study was to investigate possible changes in the composition of endophytic fungi 

associated with transgenic cotton (Bt) as compared to non- transgenic (non-Bt). Thus, 

samples were collected in the development stages of the plant. In each collection were 

selected samples of leaves, stems, roots, flowers and seeds of Bt cotton and non-Bt 

simultaneously. It was isolated 23 taxa of endophytic fungi belonging to the groups 

Zygomycota, Ascomycota, Coelomycetes, Hyphomycetes and Blastomycetes and 17 

genera were found: Acremonium, Cladosporium, Colletotrichum, Curvularia, 

Fusarium, Glomerella, Guignardia, Lecanicillium, �igrospora, Pestalotiopsis, Phoma, 

Phomopsis, Rhizopus, Rhodotorula, Talaromyces, Tritirachium e Xylaria. The most 

frequent fungal species according to plants organs were Phomopsis archeri in leaves 

and stems, Phoma destructiva in roots, �igrospora sphaerica in flowers and Curvularia 

lunata var. aeria in seeds. The abundance and diversity of endophytic fungi associated 

with Bt cotton and non-Bt increase with plant aging, but there was no significant 

difference between the composition of endophytic fungi associated with two types of 

cottons, indicating that the expression of Cry1Ac protein does not affect the ability of 

cotton to allocate the endophytic fungi and that the effects related to fungal community 

composition are associated with age and plant organ. The occurrence of endophytic 

fungi in cotton seeds suggests that there is vertical transmission of microorganisms 

between the plants from one generation to another. Endophytic fungi obtained forty 

isolates were evaluated for qualitative production of extracellular hydrolytic enzymes 

lipase, protease and amylase. The best result was presented by Cladosporium 

cladosporioides isolates obtained from root of Bt cotton and non-Bt, which had a high 

enzyme content for two of the three enzymes tested, and a promising microorganism to 

be used in different sectors the biotechnology industry. 

 

Keywords: Diversity, Endophytic fungi, Bt cotton.  
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1. I�TRODUÇÃO 

 

No Brasil, o algodão (Gossypium sp.) é uma das culturas mais importantes 

economicamente, ocupando 856 mil hectares cultivados e uma produção de 1,25 

milhões de toneladas na última safra em 2009 (CONAB, 2009). 

Desde o início do século XX os programas de melhoramento genético 

envolvendo o algodoeiro vêm sendo desenvolvidos, com o objetivo principal de 

aumentar a produtividade. Atualmente, dentre os tipos de algodoeiros geneticamente 

modificados cultivados no Brasil destacam-se os resistentes a insetos (GUERRANTE, 

2003). 

O algodoeiro transgênico Bt apresenta inserido em seu genoma o gene da 

bactéria entomopatogênica Bacillus thuringiensis, que codifica proteínas Cry (=Cristal 

protéico) tóxicas para insetos lepidópteros pragas (CRICKMORE et al., 1998). E 

atualmente tem plantio comercial autorizado em diversos países (GUERRANTE, 2003).  

O cultivo do algodoeiro Bt tem sido considerado uma tecnologia com inúmeros 

benefícios, entre eles a redução das aplicações inseticidas, além de ser uma tecnologia 

de controle de pragas de fácil adoção por ser diretamente veiculada através da semente, 

não impondo empecilho para utilização por grandes ou pequenos produtores ou com 

outra prática de cultivo e manejo de pragas (TORRES et al. 2009).  

As proteínas Cry são expressas nas plantas de forma constitutiva sendo, 

portanto, produzidas continuamente durante toda a vida da planta, encontrando-se 

presente no vegetal de forma ativa, sendo acumuladas, principalmente, nos espaços 

intercelulares, onde podem estabelecer interação direta com microrganismos endofíticos 

associados (STICHER et al., 1997). 

Os fungos endofíticos vivem no interior das plantas pelo menos em um período 

de seu ciclo de vida (PETRINI, 1991) e ao contrário dos patogênicos, não causam 

doenças aparentes em seus hospedeiros. Assim, os fungos endofíticos podem promover 

a sanidade da planta hospedeira, favorecendo o seu potencial adaptativo frente a 

condições adversas geradas pelo estresse do meio ambiente. É sabido que fungos 

endofíticos favorecem as plantas quanto ao estresse hídrico, à salinidade, estresses 

oxidativos, acidez do solo; ou contra o ataque de insetos e microrganismos por meio da 
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produção de uma variedade de compostos secundários como alcalóides, terpenóides, 

esteróides  e  compostos  aromáticos repelentes ou tóxicos a seus inimigos 

Esta relação de simbiose confere maior habilidade competitiva às plantas e permite um 

pleno desenvolvimento, traduzido por altas taxas de germinação e enraizamento, maior 

biomassa nos tecidos e maior produção de sementes (SCHARDL; PHILLIPS, 1997; 

LIU et al., 2001; FAETH, 2002; SCHARDL et al., 2007; SELOSSE et al., 2004; 

AZEVEDO; ARAÚJO, 2007). 

O estudo dos fungos endofíticos presentes em vegetais são de extrema relevância 

por fornecerem informações fundamentais para a avaliação da diversidade e distribuição 

fúngica global, além de revelar novos taxa, e novas ocorrências para as espécies já 

existentes (STONE et al., 2004; SIQUEIRA, 2008). Dessa forma, estudos associados à 

identificação da biodiversidade da microbiota associada a vegetais, representa, além da 

perspectiva taxonômica, de conhecimento e proteção da biodiversidade, uma grande 

alternativa para a obtenção de fungos com potenciais diferenciados para investigações 

científicas e utilização na biotecnologia e indústria. 

A expressão da proteína Cry de forma ativa na planta de algodão pode ocasionar 

efeitos ecológicos adversos (composição ou funções ambientais) na comunidade 

microbiana associada, como microrganismos do solo, fungos micorrízicos, bactérias 

fixadoras de nitrogênio e fungos epifíticos e endofíticos (DONEGAN et al., 1995; 

SAXENA; STOTZKY, 2000; BRUINSMA et al., 2003). 

O presente trabalho investigou as possíveis alterações na composição de fungos 

endofíticos associados ao algodoeiro transgênico (Bt) em comparação ao não-

transgênico (não-Bt), em diferentes estádios do desenvolvimento da planta, bem como 

realizou um levantamento da distribuição desses fungos em diferentes órgãos vegetais e 

analisou o potencial biotecnológico dos fungos isolados, no que diz respeito à produção 

de enzimas extracelulares hidrolíticas com valor industrial. 
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2. FU�DAME�TAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1. Algodoeiro (Gossypium L.): Aspectos Botânicos, Econômicos e Distribuição 

Geográfica 

  

O algodoeiro é o nome vulgar atribuido a várias espécies do gênero Gossypium 

L., que pertencem a família Malvaceae, ordem Malvales, filo Angiospermae e reino 

Plantae (ALLARD, 1960; SOUZA; BELTRÃO, 1999). 

   A morfologia do algodoeiro, assim como sua fisiologia, é extremamente 

complexa. A raiz principal é do tipo pivotante, como uma continuação direta da haste 

principal da planta e situa-se em sua grande maioria nos primeiros 20 cm de 

profundidade no solo, podendo atingir, em condições ideais até 2,5 metros de 

profundidade; o caule é cilíndrico e ereto, e as folhas são simples, as primeiras surgem 

após a germinação do algodoeiro, sendo cotiledonares e riniformes, entretanto as folhas 

verdadeiras são lobadas e incompletas, pois não possuem bainha; a flor é do tipo 

hermafrodita e simétrica, com vinte ou mais estames iguais soldados pelos filetes, 

formando um único feixe inserido no receptáculo; o fruto é em forma de cápsula, 

apresentando de três a cinco lóculos, cada um com seis a oito sementes (Figura 1) 

(ALLARD, 1960; SOUZA; BELTRÃO, 1999). 

 
Figura 1.   Morfologia   do   algodoeiro   (Gossypium  sp.).     A: Caule  cilíndrico;       B:  Raiz  
                  pivotante; C: Folha lobada; D: Flor hermafrodita; E: Fruto em cápsula, apresentando  
                 lóculos com sementes (Fotos: P. D. S. Vieira). 

A

B 

C

D

E
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O algodoeiro apresenta melhor performance quando cultivado em solos férteis e 

com condições de umidade adequada (sem encharcamento ou estresse hídrico), altas 

temperaturas (melhor faixa entre 23ºC a 32ºC) e alta intensidade luminosa na superfície 

foliar. Em estado selvagem, os arbustos do algodoeiro conseguem atingir até 7 m de 

altura. Embora o algodão seja conhecido por ter certa resistência à seca, maior que a dos 

cereais, por exemplo, isso não significa que não necessite de água. Para obtenção de alta 

produtividade é necessária uma quantidade de água na ordem de 700 mm durante todo o 

ciclo da cultura previsto entre 140 e 170 dias, conforme a cultivar (GRIMES; EL-ZIK, 

1990).  

As fases do ciclo de vida da planta do algodão são: estabelecimento ou pré-

floração (1-20 dias após a emergência das plântulas), florescimento (21-60 dias após 

emergência), formação de maçãs (61-100 dias após emergência) e, por fim, maturação 

dos frutos com a abertura dos capulhos e exposição das fibras de algodão com as 

sementes (101-170 dias após emergência), sendo cada uma dessas fases de fundamental 

importância para a alta produtividade da planta (SOUZA; BELTRÃO, 1999) 

As primeiras referências históricas do algodão vêm de muitos séculos antes de 

Cristo. Em escavações arqueológicas nas ruínas de Mohenjo-Daro, no Paquistão foram 

encontrados vestígios de tela e cordão de algodão (G. arboreum) com mais de 5.000 

anos. Na América, vestígios do tipo primitivo de G. barbadense encontrados no litoral 

norte do Peru evidenciam que povos milenares daquela região já manipulavam o 

algodão, há 4.500 anos. Com os Incas, o artesanato têxtil atingiu culminância, pois 

amostras de tecidos de algodão, por eles deixadas, maravilham pela beleza, perfeição e 

combinação de cores. Foi Alexandre da Macedônia quem introduziu a planta e seus 

manufaturados no Ocidente e no período da Renascença, a cidade de Veneza 

representou importante ponto de dispersão dos manufaturados vindos da Índia para a 

Europa. No Brasil, pouco se sabe sobre a pré-história dessa malvácea, mas desde a 

época do descobrimento, os indígenas já cultivavam o algodão e convertiam-no em fios 

e tecidos e o caroço era esmagado, cozido e utilizado no preparo de mingau e o sumo 

das folhas, utilizado para curar feridas. (PASSOS, 1977).  

O algodoeiro é uma das principais plantas domesticadas pelo homem e uma das 

mais antigas, sendo cultivado comercialmente em mais de 65 países (GRIMES; EL-

ZIK, 1990).  
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De acordo com Fryxell (1992) existem cerca de 50 espécies classificadas e 

descritas do gênero Gossypium, nativas de regiões tropicais  e subtropicais, 17 são 

endêmicas da Austrália, seis do Havaí, e uma (G. mustelinum Miers ex Watt) do 

nordeste brasileiro. As espécies mais utilizadas para fins comerciais são G. hirsutum L. 

também chamado de algodoeiro-das-terras-altas ou algodoeiro-americano (nativo da 

América Central, das Caraíbas e do sul da Flórida), G. arboreum L. ou algodoeiro-

arbóreo (nativo da Ásia Meridional), G. herbaceum L. ou algodoeiro-asiático ou 

algodoeiro-do-levante (nativo do sul da áfrica) e G. barbadense L. ou algodoeiro 

egípcio, também designado como algodão-crioulo ou algodão de Sea Island (nativo da 

América do Sul).  

A cultura do algodão atingiu o ápice da importância econômica e social no 

Nordeste na década de setenta quando foram cultivados 3.247 mil hectares, sendo 

2.562,19 mil hectares de algodoeiro arbóreo e 684,91 mil hectares de algodoeiro 

herbáceo. Naquela época a cultura era responsável pela geração de 1.082.000 empregos 

no campo. A partir de meados da década de oitenta a cultura entrou em crise, que se 

prolongou até a safra de 1996/97. As principais causas desta crise foram interferências 

do governo no mercado interno do algodão, proibindo as exportações e provocando 

queda dos preços, eliminação de alíquotas de importação da pluma e mudanças na 

política de crédito rural. Além disso, houve um grande impacto do bicudo nos sistemas 

de produção dos pequenos produtores, que eram a base de sustentação da economia 

algodoeira. Como consequência desta crise, em 1997, a área plantada com algodão no 

Nordeste foi reduzida para 325,57 mil hectares, sendo 29,032 mil hectares de 

algodoeiros arbóreos e 296,538 mil hectares de algodoeiros herbáceos (FNP, 2006). 

Atualmente a cultura do algodão está classificada entre as dez principais culturas 

agrícolas do Brasil, país que ocupa o quinto lugar na produção mundial de algodão 

(FNP, 2006), sendo produzido principalmente nos estados do Centro Oeste e Bahia, que 

embora esteja na região nordeste, possui as condições edafoclimáticas equivalentes ao 

cerrado do Centro Oeste. No Nordeste, destaca-se a produção por pequenos produtores, 

que expandiram suas plantações para as áreas de cerrado do sul do Maranhão e Piauí. 

(FNP, 2006).  

Existem no Brasil cerca de 260 espécies de insetos associadas à cultura do 

algodão, das quais 12 são consideradas pragas importantes, causando grandes prejuízos 

econômicos.  
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O uso de produtos químicos para o controle de pragas pode chegar a até 25% do custo 

da produção. Dentre as pragas da parte aérea do algodão, destacam-se os pulgões (Aphis 

gossypii e Myzus persicae) e thrips, que ocorrem na fase inicial do ciclo de vida da 

cultura. Durante a fase vegetativa e o início da fase reprodutiva do algodão são 

predominantes os lepidópteros pragas, como o curuquerê (Alabama argilaceae) e a 

lagarta do cartucho do milho (Spodoptera frugiperda). E na fase reprodutiva são pragas 

dominantes, o bicudo do algodoeiro (Anthonomus grandis Boheman), a lagarta da maçã 

(Helicoverpa virescens F.) e a lagarta rosada (Pectinophora gossypiella Sunders) 

(FONTES, 2002). 

A cultura do algodoeiro também é alvo de doenças causadas por fungos como: 

murcha de Fusarium (Fusarium oxysporum f. vasinfectum (Atk.) Snyder & Hansen), 

murcha de Verticillium (Verticillium albo-atrum Rke. Er Berth.), antracnose 

(Glomerella gossypii (South) Ed., que na sua forma imperfeita corresponde à 

Colletotrichum gossypii South) e é uma doença largamente distribuída em todas as 

regiões úmidas em que se cultiva algodoeiro, constituindo, no Brasil, uma das mais 

importantes doenças dessa cultura por suas manifestações, prejudicando severamente a 

germinação e o bom desenvolvimento dos capulhos, fibras e sementes. Além dessas, 

outras doenças são relatadas provocando manchas em folhas, “damping-off”, podridão 

de maçãs e capulhos e manchas nas fibras,  como a Ramulose, causada por 

Colletotrichum gossypii South var. cephalosporioides A. S. Costa. Dentre os fungos 

foliícolas fitopatogênicos de algodão podem ser citados ainda Ramularia aeola Atk., 

Cerotelium desmium (Berk, et Br) Arth., Cercospora gossypina Cke., Alternaria tenuis 

Nees, Ascochyta gossypii Syd., Botryodiplodia, Rhizoctonia, Phomopsis, Phoma 

destructiva Plowr, Diplodia, Monilia e outros (GALLI et al., 1980). 

 

2.2. Plantas de Algodão Geneticamente Modificadas  

 

2.2.1. Algodoeiro Bt (=Bacillus thuringiensis) 

 

Os organismos geneticamente modificados (OGM), também chamados de 

transgênicos, correspondem a seres vivos cuja estrutura genética foi alterada pela 

inserção de genes de outro organismo, de modo a atribuir ao receptor, características 

não programadas pela natureza. O algodão está entre as principais culturas 
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geneticamente modificadas (GM) comercializadas no mundo (16%), juntamente com a 

soja (71%) e o milho (31%) (AGROLINK, 2010).  

O cultivo de plantas geneticamente modificadas no Brasil se iniciou no fim da 

década de 1990 de maneira ilegal, gerando muitos conflitos que se estendem à 

atualidade, mas partir de 1996, a Comissão Técnica Nacional de Biossegurança 

(CTNBIO) constituída pela Lei 8.974/95 de Biossegurança, começou a autorizar 

experimentos com plantas transgênicas, sendo que 60% destes eram de plantas 

resistentes a herbicidas e 40% tolerantes a insetos (GUERRANTE, 2003).  

Variedades de algodoeiro geneticamente modificado para resistência a insetos 

têm sido avaliadas em campo no Brasil desde 1998 e em março de 2005, o algodão 

transgênico Bt (B. thuringiensis) Bollgard®, desenvolvido pela transnacional Monsanto, 

resistente a lepidópteros, foi liberado para plantio e comercialização no país, sob a 

imposição de determinadas condições como a apresentação de métodos para identificar 

este tipo de algodão e o zoneamento que define onde pode ser plantado tal organismo, 

sendo proibido pelo Ministério da Agricultura o plantio do algodão transgênico em 

alguns estados do país, como toda a região Norte e parte dos estados do Maranhão, 

Bahia, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Paraíba e Rio Grande do Norte (FONTES, 

2002; HILBECK et al., 2006) (Figura 2). 

 

                   

        Figura 2.  Localização das zonas de exclusão para o plantio  
              de cultivares de algodoeiro geneticamente modi- 
    ficado. Fonte: Embrapa Algodão. 
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Essas medidas são necessárias para evitar possíveis fatores de risco como o 

fluxo gênico, por polinização cruzada para espécies compatíveis com o consequente 

aumento de plantas invasoras. Existe ainda a possibilidade de transferência não 

intencional de informações genéticas entre organismos, de forma que microrganismos 

originalmente não patogênicos podem vir a se tornar pragas ou ter sua amplitude de 

hospedeiros aumentada (DALE, 1992; WILLIAMSON, 1992; MEADOWS, 1993). 

O algodão GM Bt liberado no Brasil é resistente a insetos da ordem Lepidóptera 

pragas do algodoeiro que ocorrem no país, como o curuquerê (Alabama argillacea), a 

lagarta-rosada (Pectinophora gossypiella) e a lagarta-da-maçã (Heliothis virescens), 

uma vez que essas plantas-Bt apresentam inserido no seu genoma o gene Cry1Ac da 

bactéria B. thuringiensis, responsável por codificar a endotoxina ou proteína cristal, 

permitindo a expressão contínua dessas proteínas em todos os tecidos da planta. Dessa 

forma, as lagartas recém-eclodidas ao se alimentarem com tecidos das plantas algodão 

das cultivares Bt, ingerem a proteína Cry1Ac que causa lise celular e morte do inseto, 

determinando o controle da praga antes que ela cause prejuízos à lavoura com a 

vantagem de que apenas os insetos alvo são controlados (ZHAO et al., 2001; BORÉM, 

2004).  

 A bactéria entomopatogênica B. thuringiensis que é a fonte do gene de 

resistência a insetos nas plantas de algodão Bt, é uma bactéria aeróbia facultativa, 

móvel, Gram-positiva, utilizada no controle biológico, e durante a fase de esporulação 

forma uma inclusão cristalina constituída por polipeptídeos denominados de 

endotoxinas ou proteína cristal (Cry) (HANNAY; FITZ-JAMES, 1955; SCHNEPF et 

al., 1998), e as libera no meio ambiente no final da esporulação. Esse cristal protéico 

apresenta ação tóxica (centenas a milhares de vezes mais potentes que agrotóxicos) e 

específica para larvas de diversas ordens de insetos (VALADARES-INGLIS et al., 

1998).  

A proteína cristal, quando sintetizada, apresenta-se na forma não-patogênica 

(inativa) e é denominada de pró-toxina. Na autólise da bactéria, os cristais de proteína 

são liberados. Para torná-la tóxica é necessário ativá-la. Isso ocorre quando a larva de 

um inseto susceptível ingere o cristal, que necessita passar por sete etapas de clivagem, 

no percurso esofágico, sendo solubilizado no intestino médio do inseto (pH  alcalino), 

pela clivagem realizada por proteases, originando peptídeos resistentes às proteases que 
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 são capazes de se ligar aos receptores das microvilosidades das células colunares do 

intestino médio. Essa inserção leva à formação de poros nas membranas apicais das 

microvilosidades e subseqüente lise e ruptura do epitélio do intestino médio, o qual 

libera seu conteúdo celular (SAXENA; STOTZKY, 2000; BRAVO et al., 2007). 

As proteases que cada grupo de inseto possui são responsáveis pelos diferentes 

níveis de toxicidade de cada cepa nos diversos insetos (LIGHTWOOD et al., 2000; 

BRAVO et al., 2004).  

Os genes cry estão localizados em B. thuringiensis em plasmídios e muitos 

isolados possuem diversos genes cry responsáveis pela síntese de diferentes proteínas 

inseticidas (LERECLUS et al., 1993) e de acordo com sua estrutura molecular, bem 

como seu alcance de hospedeiros, esses genes podem ser classificados de cry1 a cry55 

(HÖFTE; WHITELEY, 1989; CRICKMORE, 2006). 

No entanto, ao contrário do que ocorre com a bactéria B. thuringiensis e em 

formulações, onde a proteína Cry encontra-se na forma inativa de pró-toxina, deve-se 

considerar que no caso da planta de algodão Bt, a toxina Cry encontra-se na forma ativa. 

As plantas Bt produzem uma forma truncada de proteínas Cry, a qual se assemelha 

àqueles peptídeos tóxicos ativados após sua clivagem no intestino dos insetos 

susceptíveis (CRICKMORE, 2006). Essas proteínas são acumuladas, principalmente, 

nos espaços intercelulares, onde teriam uma ação direta sobre os microrganismos 

associados (STICHER et al., 1997). 

A estabilidade da proteína cristal é altamente variável, desde poucos dias à 

vários meses dependendo das condições ambientais, porém os mecanismos da 

degradação da proteína Cry foram pouco estudados (PEFERÖEN, 1992; FERREIRA et 

al., 2003; SAXENA; STOTZKY, 2000). Sabe-se, no entanto que durante a excreção de 

proteínas Bt pelas raízes de plantas geneticamente modificadas, cultivadas em solos 

argilosos, podem ser formadas bolhas de proteína Cry com a argila, conservando um 

efeito inseticida por muito mais tempo nesse tipo de solo (SAXENA; STOTZKY, 2001; 

PALM, 2002; CONNER, 2003). 

 Pesquisadores da Universidade de Nova York (EUA) e da Universidade de 

Caracas (Venezuela), em 1999, mostraram que a toxina secretada pelo milho Bt é 

eliminada pelas raízes da planta,  fixando-se  durante   pelo  menos  234  dias  no  solo e  
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permanece biologicamente ativa, conservando sua função inseticida durante 25 dias 

 (SAXENA; STOTZKY, 2001; BAUMGARTE; TEBBE, 2005).  

O algodão transgênico Bt ocupa o segundo lugar em áreas plantadas no mundo, 

representando aproximadamente 7% da área cultivada com transgênicos. Atualmente 

tem plantio comercial autorizado na África do Sul, Argentina, Austrália, Brasil, China, 

Colômbia, Estados Unidos, Índia, Indonésia e México, dentre outros países (HILBECK 

et al., 2006). 

Em pesquisa realizada pelo United States �acional Research Council em 2000 

foi verificada a queda de cerca de 1 milhão de quilogramas na quantidade de inseticidas 

aplicados nas lavouras de algodão Bt para controlar os insetos-pragas. A adoção do 

algodão Bt na China reduziu drasticamente o número de contaminações com inseticidas 

entre os agricultores, e na Austrália e Estados Unidos, foi documentado um efeito 

positivo no número e diversidade de insetos nos campos de algodão Bt (CARPENTER 

et al., 2002). 

Betz et al. (2000) relataram aumento na produção de algumas culturas onde se 

utilizaram plantas Bt. No cultivo do algodão Bt (Cry1Ac), houve uma eficácia de 70 a 

99% para insetos alvos, aumentando assim o controle dessas pragas. Quando comparado 

o rendimento de uma produção convencional e uma geneticamente modificada foi 

observado um aumento em torno de 30% para o algodão Bt. 

Com relação ao impacto ambiental de culturas Bt, Betz et al. (2000), acreditam 

que a quantidade exposta da proteína Cry em plantas seria menor que a quantidade 

aplicada pelos produtos à base de Bt e segundo os autores, animais não alvos, quando 

expostos à alta quantidade de toxina, mostram-se não susceptíveis.  

 Por outro lado, pode-se amplamente identificar os principais riscos dos cultivos 

de Plantas Geneticamente Modificadas sobre a saúde e o meio ambiente, diretamente 

ligados à instabilidade dos genomas dos seres vivos e à imensa complexidade das vias 

metabólicas dos vegetais. Acrescenta-se a essas incertezas científicas, uma fraca 

avaliação toxicológica alergênica das proteínas secretadas pelas Plantas Geneticamente 

Modificadas. Nesse contexto, estudos, in vitro, revelam que proteínas Cry podem 

danificar as células intestinais de mamíferos e deteriorar os glóbulos vermelhos 

humanos (RANI; BALARAMAN, 1996; FARES; EL-SAYED, 1998; VAZQUEZ et al., 

1999). 
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Séralini et al. (2007) basearam-se em dados fornecidos pela Monsanto, e 

acrescentaram ferramentas apropriadas de análise estatística para comparar os 

parâmetros bioquímicos dos ratos que comeram milho Bt MON863 com os que 

comeram o equivalente não-transgênico, e as conclusões indicaram que o consumo de 

milho Bt MON863 acarretaram uma leve variação no crescimento dos ratos, 

proporcional à quantidade consumida de milho geneticamente modificado.  

 Os efeitos das endotoxinas Bt nos organismos não-visados não é totalmente 

conhecido, e embora alguns estudos apontem que essa proteína não interfere na 

diversidade de insetos não-alvo associados ao algodoeiro geneticamente modificado em 

comparação com o convencional (VALADARES-INGLIS et al., 1998; TORRES; 

RUBERSON, 2008), não se deve excluir o fato de que sua toxidade aos insetos 

benéficos pode acontecer e provocar uma forte perturbação ecológica. A toxicidade 

dessas proteínas em insetos não-alvo foi comprovada em larvas de borboletas Monarca 

e em Chrysoperla cárnea (JOHNSON et al., 1995; LOSEY et al., 1999; DARVAS, 

2003; DIVELY et al., 2004). 

 A proteína Bt pode ser encontrada em organismos herbívoros não-alvo presentes 

nos campos de cultivo, assim como em artrópodes predadores desses herbívoros 

(coleópteros, aracnídeos, etc). Desse modo, as culturas de plantas geneticamente 

modificadas Bt podem conduzir a uma perturbação dos agrossistemas com forte 

impacto sobre comunidades animais. Segundo os autores, a exposição a longo prazo à 

proteína Bt é, portanto, demonstrada, e esses dados deveriam ser levados em conta na 

avaliação das culturas transgênicas ( KINDERLERER, 2001; OBRYCKI et al., 2005). 

  

2.2.2. Potenciais Efeitos de Plantas Transgênicas sobre Comunidades Microbianas 

 

 Embora alguns trabalhos tenham sido realizados na busca de estabelecer uma 

correlação entre plantas geneticamente modificadas (PGMs) e seus efeitos sobre 

comunidades microbianas, a grande maioria destes foi desenvolvido em ambientes 

temperados. PGMs apresentam metabolismo diferenciado em relação à planta não 

modificada, produzindo exsudados diversificados, implicando em um novo equilíbrio na 

comunidade microbiana associada (DONEGAN et al., 1995; SCALLA, 2000). 
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Por isso, transformações genéticas, como a inserção do gene cry de B. 

thuringiensis no genoma de plantas, podem provocar efeitos benéficos ou maléficos na 

composição e função ecológica da microbiota do solo, bem como da comunidade de 

fungos epifíticos, endofíticos e patogênicos associados, por causa da introdução da 

toxina ativa nos resíduos da cultura, exsudados da raiz e inclusive pólen (DONEGAN et 

al., 1995; SAXENA; STOTZKY, 2000). 

Alguns estudos constataram os efeitos da transgenia sobre as comunidades 

microbianas associadas às plantas transgênicas. Donegan et al. (1995) observaram que 

dois híbridos de algodão, que expressam a endotoxina de B. thuringiensis, causaram 

aumento nos níveis de bactérias totais e populações fúngicas da rizosfera em relação aos 

outros tratamentos sendo também detectadas mudanças na composição da comunidade 

bacteriana. 

 Dessaux (1998) também verificou a modificação da flora microbiana do solo 

como conseqüência da secreção considerável e permanente de proteínas Cry pelas raízes 

da planta. 

Munkvold et. al (1999) realizaram avaliações comparativas entre diferentes 

produtos comerciais de milho Bt e seus respectivos isogênicos, evidenciando que a 

utilização de milho Bt em comparação com o milho não transformado reduziu a 

incidência do fungo fitopatogênico Fusarium, bem como as quantidades de micotoxinas 

produzidas por esse fungo. 

Dunfield et al. (2001) observaram que a diversidade funcional e a composição 

da comunidade microbiana da rizosfera de uma variedade transgênica de canola 

(Brassica napus) tolerante a herbicida, foram diferentes da variedade convencional. 

Tatli et al. (2004) observaram, em um estudo realizado ao longo de dois anos, 

que plantas de milho transgênicas (Bt) possuíam diversidade de espécies de fungos 

associados às raízes menor que a apresentada por plantas convencionais. Os autores 

também constataram que a taxa de infecção pelo fungo fitopatogênico Fusarium 

moniliforme (Gibberella moniliformis) foi maior em plantas convencionais que em 

transgênicas, indicando uma alteração nas relações entre patógenos, hospedeiros e 

simbiontes. 

Os efeitos da transgenia foram também detectados em fungos micorrízicos 

arbusculares, um grupo de fungos fundamental para a fertilidade do solo e nutrição das 

plantas (TURRINI et al., 2004; CASTALDINI et al., 2005). Exsudatos das raízes de 
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plantas de milho Bt 176, expressando o gene Cry1Ab para a produção da toxina Bt, 

afetaram o desenvolvimento regular dos apressórios de Glomus mosseae (TURRINI et 

al., 2004). O milho Bt 176 e seus resíduos utilizados como fertilizantes afetaram 

também a comunidade de bactérias da rizosfera, a respiração no solo e o 

estabelecimento de associações com fungos micorrízicos do próprio ambiente 

(CASTALDINI et al., 2005).  

Em 2006, Götz et al. demonstraram que variedades de batata transgênica 

expressando lisozima T4 afetaram consideravelmente a comunidade de fungos e 

bactérias endofíticas associados às raízes.  

No cultivo de mamão resistente a vírus, foram observados aumentos 

significativos no número de fungos, bactérias e actinomicetos do solo, em relação ao 

solo de mamão convencional (WEI et al., 2006).  

 A Equipe do Instituto Nacional de Saúde Pública e Meio Ambiente da Holanda 

estabeleceu um elo entre a presença de resíduos de milho Bt e impactos sobre a 

comunidade microbiana do solo. Os pesquisadores estudaram as diferenças de 

influência sobre a respiração microbiana dos solos em três situações: solos cobertos de 

resíduos de cultura de milho transgênico contendo a proteína Cry1Ab, solos recobertos 

de cultura de milho convencional e solos sem resíduo de culturas e os resultados 

mostraram que a proteína Cry1Ab influencia a composição microbiana do solo 

(MULDER et al., 2006). 

Em estudo de campo, Baumgarte e Tebbe (2005) verificaram que a estrutura da 

comunidade bacteriana na rizosfera do milho-Bt MON810 foi menos afetada pela 

presença da proteína Cry1Ab do que por outros fatores ambientais, contudo enfatizaram 

a importância de se considerar os efeitos da proteína Cry1Ab sobre organismos não-

alvo após a colheita, pois a toxina pode ser detectada até sete meses após a colheita, em 

resíduos de folhas e principalmente de raízes. 

Em outros estudos, porém, não foram observados efeito da transgenese nas 

comunidades microbianas. Em 2001, Saxena e Stotzky concluíram que a proteína 

Cry1Ab presente nos exsudados e biomassa de milho Bt, não provocou variações na 

quantidade de nematóides, protozoários, bactérias e fungos e ainda que presente no 

intestino de minhocas, não produziu nenhum efeito para este organismo. 

Lewis et al. (2001) avaliaram o efeito de plantas de milho Bt sobre a colonização 

do fungo endofítico entomopatogênico Beauveria bassiana. Os resultados 
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demonstraram não haver diferenças significativas nos níveis de endofitismo entre 

plantas transgênicas e convencionais. 

Trabalhos realizados por Asao et al. (2003), com plantas de morango 

geneticamente modificadas com o gene da quitinase do arroz, também demonstraram 

não haver diferenças entre as comunidades microbianas de fungos e bactérias de plantas 

transgênicas e convencionais. 

Em 2004, Devare et al. avaliando a comunidade bacteriana de plantas de milho 

Bt (gene cry3Bb), verificaram que a mesma também não apresentou alterações 

significativas em relação à variedade isogênica não-Bt. 

Vyllany et al. (2004) não encontraram diferença no número de bactérias e 

fungos presentes na rizosfera de milho Bt e não-Bt, sendo registrados altos níveis de 

atividade microbiana na rizosfera de milho geneticamente modificado pelo gene cry1Ab 

(milho Bt), quando comparada à rizosfera do milho isogênico não-Bt.  

Knox et al. (2006) compararam o desenvolvimento de micorrizas em cultivares 

comerciais de algodão expressando genes de resistência a insetos (Cry1Ac e Cry2Ab) e 

suas isolinhas, observando que o algodão geneticamente modificado não apresenta 

efeito sobre a colonização de fungos micorrízicos arbusculares de raízes. 

 

2.3. Fungos Endofíticos 

 

2.3.1. Interação Ecológica entre Fungos Endofíticos e Plantas 

 

As plantas estabelecem associações com diferentes microrganismos como 

fungos e bactérias, dentre estes destacam-se bactérias fixadoras de nitrogênio, fungos 

micorrízicos e microrganismos endofíticos. Durante os últimos 30 anos o termo 

endofítico, que vem do grego (éndon= dentro + phytón= planta) tem sido utilizado na 

literatura micológica para descrever a micobiota que vive internamente nas plantas. 

Conforme citado por Azevedo (2000) foi De Barry, em 1866, quem primeiro usou este 

termo ao se referir a fungos que vivem dentro dos tecidos vegetais, delineando uma 

possível distinção entre os fungos endofíticos e os patógenos de plantas.  
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Carroll em 1986 restringiu o uso do termo endofítico a organismos 

endosimbiontes que causam infecções assintomáticas nos tecidos internos de plantas, 

excluindo as micorrizas e os fungos patogênicos.  

Petrini (1991) propôs a expansão da definição de Carroll, incluindo todos os 

microrganismos que, em algum período do seu ciclo de vida, colonizam tecidos internos 

da planta, sem causar dano aparente ao seu hospedeiro. Esta definição pode ser aplicada 

não somente aos simbiontes, mutualistas ou neutros, mas também a patógenos latentes, 

inativos e emergentes (PETRINI, 1991; AZEVEDO, 1998; SELOSSE et al., 2004). E 

finalmente, a definição mais atual afirma que os endofíticos são microrganismos que 

podem ou não crescer em meios de cultura e que colonizam o interior de tecidos e 

órgãos vegetais, de forma assintomática inaparente, sem causar prejuízos ao seu 

hospedeiro e sem produzir estruturas externas emergindo dos vegetais (AZEVEDO; 

ARAÚJO, 2007; HYDE; SOYTONG, 2008).  

A interação planta-endofítico na natureza vem sendo questionada principalmente 

quando se trata do equilíbrio antagônico e a relação simbiótica entre os dois (FAETH, 

2002; SELOSSE et al., 2004; SAIKKONEN et al., 2004; SCHULTZ; BOYLE, 2005; 

KOGEL et al., 2006). 

 Não existe uma exata distinção entre as categorias de microrganismos epifíticos, 

endofíticos e patogênicos, havendo sim, um gradiente com interfaces entre endofíticos, 

epifíticos e patógenos, onde um microrganismo epifítico pode ser eventualmente 

encontrado dentro de um vegetal; um endofítico, por sua vez, em certas condições, pode 

tornar-se um patógeno; e um patógeno, em determinadas condições, não afeta o 

hospedeiro e pode ser considerado um endofítico (AZEVEDO, 1998; PEIXOTO-NETO 

et al., 2002; AZEVEDO; ARAÚJO, 2007). Mas o fato é que os fungos endofíticos, ao 

contrário dos patogênicos, não causam doenças aparentes em seus hospedeiros e 

desempenham as mais diversas relações ecológicas, podendo ser considerados neutros, 

quando não apresentam nenhum efeito detectável em seus hospedeiros, bem como 

podem ser simbiontes mutualistas, comensalistas, patógenos latentes e/ou saprofíticos 

(BACON; WHITE, 2000; SCHULTZ; BOYLE, 2005; KOGEL et al., 2006).  

 Os mecanismos de colonização dos tecidos vegetais por fungos endofíticos, 

ocorrem por: penetração de esporos por fissuras ou aberturas naturais, transmissão por 

sementes e inoculação dos esporos por insetos diretamente nas plantas.  
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No primeiro mecanismo, também conhecido como transmissão horizontal, o 

fungo se dispersa de um vegetal para outro mediante esporos e esse tipo de transmissão 

ocorre na maioria dos casos em plantas lenhosas. Nesse caso, os fungos podem 

colonizar o hospedeiro através da zona radicular ou os esporos aerotransportados podem 

penetrar no vegetal por aberturas artificiais como fissuras sofridas pela ação de pragas, 

animais e agressões abióticas ou por aberturas naturais como estômatos e hidatódios 

presentes nas partes aéreas da planta como folhas, caule, cotilédones, flores e frutos. 

Enquanto que na transmissão vertical, que tem sido amplamente estudada em 

gramíneas, os fungos são transmitidos entre gerações através das sementes, contendo 

fungos, da planta hospedeira (PETRINI, 1991; SAIKKONEN et al., 2004; MARINHO 

et al., 2005; JOHRI, 2006).  

As faces vasculares e os espaços entre as células são o principal nicho destes 

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

ou disseminar pelo sistema vascular alojando-se intra e/ou intercelularmente (BACON; 

WHITE, 2000). Os nutrientes que compõem a seiva lhes brindam com o alimento 

necessário para seu desenvolvimento, sendo os endofíticos, portanto, fungos sistêmicos 

(STROBEL, 2003; SAIKKONEN et al., 2004; SCHULZ; BOYLE, 2005). 

Existe uma íntima relação evolutiva entre fungos endofíticos e plantas, e essa 

relação, provavelmente, foi iniciada a cerca de 100 milhões de anos com o surgimento 

das primeiras plantas na Terra (STROBEL, 2003).  

Durante a evolução das plantas, os fungos endofíticos ocorreram e promoveram 

grande potencial adaptativo às espécies vegetais hospedeiras frente a condições adversas 

geradas pelo estresse, seja ele do tipo abiótico, como a seca, salinidade, estresses 

oxidativos, solos ácidos com alto teor de Zn e Al entre outros; ou biótico como o ataque 

de insetos, microrganismos e animais herbívoros, por meio da produção de uma 

variedade de compostos secundários como alcalóides, terpenóides, esteróides e 

compostos aromáticos repelentes ou tóxicos aos seus inimigos. Esta simbiose confere 

maior habilidade competitiva às plantas e permite um pleno desenvolvimento, traduzido 

por altas taxas de germinação e enraizamento, maior biomassa nos tecidos e maior 

produção de sementes (SCHARDL; PHILLIPS, 1997; LIU et al., 2001). 

Os fungos endofíticos habitam mais frequentemente o interior dos tecidos aéreos 

de   seus   hospedeiros,  desempenhando  várias  e  estreitas relações ecológicas, como o                                                           
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mutualismo (HALLMANN et al., 1997; SAIKKONEN et al., 1998; SELOSSE et al., 

2004; SCHULZ; BOYLE, 2005).  

Diversos fungos endofíticos têm sido descritos como sendo importantes para a 

proteção do hospedeiro contra insetos, é o caso de Acremonium lolii, Balansia cyper, 

Cladosporium sphaerosperum, Muscudor vitigenus e Phomopsis oblonga, que 

produzem substâncias que atuam como um repelente de insetos. Enquanto que, outros 

fungos como Beauveria bassiana e Dimorphum lecanii são conhecidos como 

entompatogênicos, sendo bastante utilizados no controle biológico de insetos pragas na 

agricultura e são também encontrados como endofíticos, protegendo o hospedeiro 

contra o ataque de insetos. (AZEVEDO et al.. 2000; LEWIS et al., 2000; GÓMEZ-

VIDAL et al., 2009).  

Atribuem-se outras características importantes aos endofíticos como produção 

de compostos de interesse biotecnológico (AZEVEDO, 1998; AZEVEDO et al., 2000; 

STROBEL, 2003), bem como a promoção do crescimento vegetal, como os fungos 

Trichoderma em feijão e Piriformospora indica em tomateiros. Isto se deve, 

principalmente, a produção de fitormônios (TAN; ZOU, 2001; BANDARA et al., 

2006). 

Alguns autores sugerem que certos fungos endofíticos produzem compostos 

igualmente presentes em suas plantas hospedeiras, como algumas enzimas (celulases e 

ligninases) em Xylaria sp., fatores de crescimento como a giberelina em Fusarium 

moniliforme (STROBEL, 2003). 

 Os fungos endofíticos também são excelentes produtores de metabólitos 

secundários com atividade biológica, os quais desempenham papel fundamental na 

sustentabilidade dos ecossistemas e na biodiversidade (GUNATILAKA, 2006). É 

graças a sua amplitude metabólica e enzimática, que eles são encontrados colonizando 

várias plantas vasculares e em diferentes habitats, onde alguns desses metabólitos 

ajudam a planta hospedeira a sobreviver às condições ambientais e outros ajudam a 

combater e mesmo prevenir infecções por patógenos (LI et al., 2000; LI; STROBEL, 

2001; ZOU et al., 2000; STROBEL, 2003; ARNOLD et al., 2000), anti-helmínticos, 

anti-herbívoros e inseticidas (AZEVEDO et al., 2000; ESPOSITO; AZEVEDO, 2004; 

FIRAKOVA et al., 2007), apresentando grande potencial que pode ser explorado na 

agricultura (ZOU et al., 2000). 

 O fungo endofítico de gramíneas �eotyphodium sp. atua como agente anti-

herbivoria, apresentando metabólitos ativos como a ergopeptina e ergovalina, que agem 
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no sistema nervoso central elevando a temperatura corpórea, provocando vasoconstrição 

e reduzindo os níveis de prolactina nos animais. As neurotoxinas Lolitrem A e B 

causam a dificuldade na movimentação dos animais que se alimentam da gramínea. A 

peramina, pirrolizidina e a pirrolopirazina atuam como um inseticida, tornando a planta 

menos atrativa para os insetos. �eotyphodium aumentou a tolerância à seca para seu 

hospedeiro Festuca aerundinacea, o crescimento da raiz, a produção de sementes, 

germinação, captação de fósforo e resistência a nematóides e insetos (SAIKKONEN et 

al., 1998; PANACCIONE et al., 2001). 

 Os metabólitos bioativos de microrganismos endofíticos têm mostrado 

capacidade de inibir ou matar uma ampla variedade de agentes patogênicos incluindo 

fitopatógenos, fungos, bactérias e vírus (STROBEL et al., 1999; GUO et al., 2000; LI et 

al., 2000; LU et al., 2000; STROBEL et al., 2004; GUNATILAKA, 2006), além de 

apresentarem  ação antibacteriana, antifúngica e antitumoral (WAGENAAR et al., 

2000; STROBEL et al., 2004) e atuarem como agentes antidiabéticos e 

imunossupressivos (ZHANG et al., 1999), sugerindo sua importância para a indústria 

farmacêutica (STROBEL; DAISY, 2003), 

 Artemisia annua, planta da família Compositae, é bem conhecida por produzir 

um composto antifúngico denominado artemisina, que protege a planta contra fungos 

fitopatogênicos (LIU et al., 2001). Estes autores observaram que 21 fungos endofíticos 

isolados de Artemisia annua possuíam atividade antagônica ao crescimento dos fungos 

fitopatogênicos Geaemannomyces graminis var. tritici, Rhizoctonia cerealis, 

Helminthosporium sativum, Fusarium graminearum, Gerlachia nivalis e Phytophthora 

capsici, sugerindo que a defesa da planta seria, na verdade, decorrente da presença de 

fungos endofíticos. 

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

canela (Cinnamomum zeilanicum), demonstrou ser capaz de inibir e matar outros fungos 

e bactérias pela produção de cinco tipos diferentes de compostos metabólitos voláteis 

(STROBEL, 2003). 

 Na Tailândia, Wiyakrutta et al. (2004), isolaram fungos endofíticos de plantas 

medicinais capazes de produzir substâncias com atividade antimicrobiana, 

anticancerígena e antimalárica. 
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Yandry et al. (2006) observaram a atividade antagônica dos fungos endofíticos 

de plantas medicinais do Equador frente a várias bactérias patogênicas. E, ainda, outros 

autores ressaltam o grande potencial dos fungos endofíticos na síntese de metabólitos 

bioativos (PHONGPAICHIT et al., 2006; KUMALA et al., 2006). 

 De acordo com Li et al. (2008) do fungo endofítico Phomopsis sp. isolado de 

Hibiscus tiliaceus foram obtidos terpenos  que desempenham papel importante na 

proteção da planta hospedeira contra as infecções microbianas. 

 O acetato de etila obtido do extrato do fungo endofítico Botryosphaeria rhodina 

apresentou atividade antifúngica, assim como potentes efeitos citotóxicos e 

antiproliferativa contra várias linhagens de células cancerosas (ABDOU et al., 2009). 

Enquanto que de isolados de Chaetomium obtidos das plantas medicinais Gingo biloba 

e Othanthus maritimus foram extraídas novas substâncias como esteróides e um novo 

tetrahidrofurano, respectivamente (QIN et at., 2009). 

 Além dos aspectos adaptativos dos fungos endofíticos, seu estudo é 

indispensável para a mitigação dos danos antrópicos ao meio ambiente. Outras 

aplicações seriam a manipulação e introdução de genes exógenos de interesse em 

plantas hospedeiras (VILA-AIUB et al., 2003), indicação de deficiências nutricionais de 

plantas (OTERO et al., 2002), além de contribuir como fonte de diversidade e 

variabilidade para os outros fungos (GAMBOA; BAYAN, 2001). 

 

2.3.2. Diversidade dos Fungos Endofíticos 

 

No planeta Terra, especialmente nas florestas tropicais e temperadas, existem 

aproximadamente 400.000 espécies de plantas, onde cada uma delas pode abrigar pelo 

menos entre 3 a 6 espécies de endofíticos. Dessa forma, o número total desses 

microrganismos ao nível mundial compreende aproximadamente 1 milhão de espécies 

fúngicas com tal comportamento (STROBEL et al., 2004).  

No entanto, as estimativas dos números de espécies de fungos endofíticos, em 

sua maioria, são baseadas em regiões de clima temperado e nas frequências de 

colonização observadas para espécies que produzem estruturas sexuais bem aparentes, 

ocasionando, com isso, duas falhas de amostragem neste tipo de estimativa, uma 

referente às regiões tropicais e outra aos fungos endofíticos não-esporulantes, ambos 

pouco explorados (GAMBOA et al., 2002; ARNOLD et al., 2000).  
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Considerando-se a presença de fungos endofíticos e a alta diversidade associada 

aos climas tropicais, a proporção sugerida para o número total de espécies de fungos 

seria de 33 espécies fúngicas para cada espécie vegetal, compreendendo 

aproximadamente 8.250.000 espécies (ARNOLD et al., 2000; HAWKSWORTH, 2000; 

GAMBOA et al., 2002).. 

 Os fungos endofíticos são encontrados em todas as plantas estudadas até o 

presente: algas, briófitas, pteridófitas, coníferas, arbustos e árvores em geral (PETRINI 

et al., 1981; Hawksworth, 1998; LEGAULT et al., 1989; SCHULZ et al., 1993; 

MELNROY; KLOEPPER, 1995; FISHER, 1996; FAETH; HAMMON, 1997; HUANG 

et al., 2001; STROBEL et al., 1999;  CHEN et al., 2003; TAECHOWISAN et al., 2003; 

KUMAR; HYLE, 2004; GONTHIER et al.. 2006; LI et al., 2007; RUNGJINDAMAI et 

al., 2008; SÁNCHEZ MÁRQUEZ et al., 2008; TAO et al., 2008).  

Os estudos revelam que a micobiota endofítica presente em vegetais de regiões 

de clima temperado é bastante diversa das espécies encontradas em associação com 

plantas de regiões tropicais, tanto em termos quantitativos quanto qualitativos 

(STROBEL, 2004; SAMUELS, 2004; SOUZA et al., 2004). A heterogeneidade espacial 

das florestas tropicais é um aspecto que pode ser determinante na estruturação das 

comunidades endofíticas. As florestas tropicais apresentam uma maior complexidade 

estrutural que outros ecossistemas, originando abundantes gradientes, microclimas e 

microhabitats tanto horizontal como verticalmente. E esta complexa arquitetura da 

floresta pode ser um fator importante para determinar a abundância desses 

microrganismos (RODRIGUES; PETRINI, 1997). Não obstante, a conservação de 

microrganismos endofíticos está diretamente relacionada à conservação de espécies 

vegetais, especialmente às presentes em florestas tropicais (STROBEL; DAISY, 2003). 

Diversos fungos endofíticos já foram registrados em plantas de regiões tropicais 

e subtropicais (Tabela 1), mas ainda existem muitas espécies encontradas em associação 

com vegetais tropicais e que ainda não foram descritas (FISHER et al., 1996; 

RODRIGUES, 1994; ARNOLD et al., 2000; RODRIGUES; SAMUELS, 1990; 

WHITE, 1993; FISHER; PETRINI, 1992).  
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Tabela 1. Plantas  de  regiões  tropicais  e  subtropicais  e  o  número  de gêneros dos fungos      
                 endofíticos associados a esses hospedeiros (Adaptado de Azevedo; Araújo, 2007). 
 

Planta hospedeira �º de Gêneros Referência 
Anacardium occidentale 
(Brasil) 

22 Medeiros (1988), Oliveira 
(1999), Frire & Bezerra 
(2001) 

Arachis (Índia) 18 Suryanayanan & Murali 
(2006) 

Azadirachta indica (Índia) 1 Rajagopal & Suryanarayanan 
(2000) 

Bactris gasipae (Brasil) 10 Costa-Neto (2002), Almeida 
et al.(2005) 

Cecropia sciadophylla, C. 

ficifolia (Brasil) 
5 Cruz (2004) 

Citrus spp. (Brasil, Argentina, 
Hong-Kong) 

38 Wright et al. (1998), Gai et al. 
(2000), Araújo et al. (2001), 
Glienke-Blanco et al. (2002), 
Duran et al. (2005) 

Cocos nucifera (Índia) 37 Grivasan (2004) 
Coffea arábica (Porto Rico) 6 Santamaría & Bayman (2005) 
Copaifera multijuga (Brasil) 2 Cassa-Barbosa (2001) 
Copernica prunifera (Brasil) 15 Freira & Bezerra (2001) 
Cuscuta reflexa (Índia) 28 Suryanarayanan et al. (2000) 
Ficus benghalensis (Índia) 16 Suryanarayanan & 

Vijaykrishna (2001) 
Espécies florestais (Índia, 
Guiana, Porto Rico) 

26 Gamboa & Bayman (2001), 
Suryanarayanan et al. (2002), 
Cannon & Simmons (2002), 
Lu et al. (2004) 

Glycine Max (Brasil) 18 Mendes et al. (2001), 
Pimentel et al. (2006) 

Gramíneas e plantas daninhas: 
Brachiaria, Digitaria, 
Paspalum, Parthenium e 
Rhinchelitrum (Brasil, 
Colombia, México) 

9 Alquati (1999), Bagagli et al. 
(1995), Kelemu et al. (2001), 
Romero et al. (2001), Huang 
& Kelemu (2004) 

Halófitas e plantas do 
mangue: Rhizophora 
apiculata e R. mucronata 

(Índia) 

20 Suryanarayanan et al. (1998), 
Suryanarayanan & Kumaresan 
(2000), Kumaresan & 
Surynarayanan (2002) 

Ilex paraguarienses (Brasil) 17 Penna (2000), Takeda et al. 
(2003) 

Mangifera indica (Brasil) 20 Freire & Bezerra (2001), 
Carvalho et al. (2005) 

Manilkara bidentata (Porto 
Rico) 

16 Lodge et al. (1996) 

Musa (Brasil, China, 
Tailândia) 

30 Pereira et al. (1999), Photita 
et al. (2001), Cao et al. (2003) 

Orquídeas (Lepanthes) (Porto 
Rico) 
 
 

12 Bayman et al. (1997), 
Bayman et al. (2002), Otero et 
al. (2002)  
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Palmeiras: Euterpe oleracea, 
Livistona chinensis, Sabal 
bermudana e Licuala (Brasil, 
Índia, Bermudas, Brunei, 
Austrália) 

35 Rodrigues & Samuels (1990), 
Rodrigues (1999), Southcott 
& Johnson (1997), Frohlich et 
al. (2000), Grivasan (2004) 

Paulicourea longiflora 

(Brasil) 
6 Souza (2001), Souza et al. 

(2004) 
Paullinia cupana (Brasil) 5 Guimarães (1998) 
Punica granatum (Brasil) 9 Freire & Bezerra (2001) 
Saccharum sp. (Brasil) 5 Araújo & Kuklinsky-Sobral 

(2004) 
Spondias mombin, S. 

purpurea, S. tuberosa (Brasil) 
14 Rodrigues & Samuels (1999), 

Freire & Bezerra (2001) 
Stryctupos cogens (Brasil) 4 Souza (2001), Souza et al. 

(2004) 
Stylosanthes sp. (Brasil) 8 Pereira et al. (1993) 
Syagrus picrophylla (Brasil) 5 Freire & Bezerra (2001) 
Syzygium jambolanum 

(Brasil) 
4 Freire & Bezerra (2001) 

Theobroma cação, T. 

griflorum (Brasil) 
31 Galvão (1998), Rubini et al. 

(2005), Hamada (2006) 
Vigna unguiculata (Brasil) 3 Rodrigues (1999) 
Zea mays (Brasil) 20 Pimentel (2002), Pamphile & 

Azevedo (2002) 
 

 

 

 

 

No Brasil, devido à extensão territorial e à variedade de ecossistemas, estima-se 

que seja alta a diversidade de fungos endofíticos, embora a maioria seja desconhecida. 

Estudos com algumas espécies vegetais nativas registraram grande número desses 

fungos: cerca de 500 espécies em palicourea (Palicourea longiflora, nativa da 

Amazônia), 340 em cacaueiro (Theobroma cacao, nativa de florestas tropicais úmidas), 

130 em mororó (Bauhinia brevipes, de cerrado) e 70 em alecrim-do-campo (Baccharis 

dracunculifolia, amplamente distribuída no cerrado) (Oki et al., 2007).  

Grande diversidade endofítica também foi relatada nos isolamentos realizados 

em açaizeiro (Euterpe oleracea Mart.), bananeira (Musa  sp.), coqueiro (Cocus nucifera 

L.), citrus (Citrus limon L.), cajá (Spondias mombin L.), guaraná (Paullinia cupana 

Mart.), cupuaçu (Thebroma grandiflorum Willd), pueraria (Pueraria phaseoloides 

(Roxb.) Benth), mandioca (Manihot esculenta Crantz), copaíba (Copaifera multijuga 

Hayne), imbaúba (Cecropia sciadophylla), cumaru (Dipterix odorata), sucuba 

(Himatanthus sucuuba Spruce), cacau (Theobroma cacao L.), pupunha (Bactris gasipae 
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Kunth), hortelã-pimenta (Mentha piperita L.), milho (Zea mays L.), fumo (Nicotiana 

tabacum L.), pinha, graviola e caju, dentre outros (MARIANO et al., 1997; FRANKEN 

et al., 1998; GUIMARÃES, 1998; MEDEIROS-GALVÃO, 1998; RODRIGUES; 

SAMUELS, 1999; DRUMOND et al., 2000; MAGALHÃES, 2000; ARAÚJO et al., 

2001; CASSA-BARBOSA, 2001; PHOTITA et al., 2001; COSTA-NETO, 2002; 

RONDON, 2003; CRUZ, 2004; GRIVASAN, 2004;  RUBINI et al., 2005; SILVA et 

al., 2006; CARDOSO et al., 2009). 

De acordo com Schulz e Boyle (2005) os fungos endofíticos podem ser 

divididos, artificialmente, em dois grupos distintos: o grupo dos balansiaceos, que 

especificamente coloniza gramas e o grupo dos não-balansiaceos. O primeiro grupo 

compreende os gêneros de ascomicetos Epichloë e Balansia e seus anamorfos 

�eotyphodium e Ephelis (SCHULZ; BOYLE, 2005), sendo encontrados crescendo de 

forma sistêmica e intercelular em todos os órgãos de gramíneas, resultando na 

transmissão vertical através das sementes (BACON; WHITE, 2000). Seus micélios 

apresentam estruturas especializadas para a absorção de nutrientes e muitos produzem 

uma variedade de metabólitos secundários (SCHULZ; BOYLE, 2005). A relação entre 

fungos balansiaceos e seus hospedeiros vem sendo considerada mutualista, sendo que o 

fungo beneficia-se com o ganho nutricional e proteção contra estresse abiótico, 

enquanto a planta beneficia-se pela proteção contra herbivoria através da produção de 

alcalóides tóxicos por parte do fungo (WHITE et al., 2000; SAIKKONEN et al., 2004). 

 O segundo grupo, os não-balansiaceos, representa um grupo diverso, 

correspondendo, em sua maioria, a espécies de diferentes famílias do filo Ascomycota, 

são mais comumente encontradas como endofíticas, sendo isoladas de todos os órgãos 

em praticamente quase todas as plantas terrestres (PETRINI, 1991; SCHULZ; BOYLE, 

2005; STONE et al.,  2004), compreendendo frequentemente os ascomicetos que 

produzem ascostromas (Loculoascomicetos) e os que produzem peritécios 

(Pirenomicetos) (ALEXOPOULOS et al., 1996). Este é o maior filo dos fungos, com 

50% de todas as espécies conhecidas (GUARRO et al., 1999). As espécies deste filo 

possuem micélio compartimentalizado com septos apresentando poros simples e são 

reconhecidas pela presença de células reprodutivas em forma de sacos, denominadas 

ascos, contendo ascosporos que são formados durante a reprodução sexuada 

(ALEXOPOULOS et al., 1996).   
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Representantes deste grupo ocorrem momentaneamente de maneira localizada 

ou sistêmica nos tecidos do hospedeiro. São cosmopolitas ocorrendo em ambientes 

temperados e tropicais, sendo os gêneros, Acremonium, Alternaria, Cladosporium, 

Colletotrichum, Epicoccum, Fusarium, Guignardia, Phyllosticta, Pestalotiopsis, 

Phomopsis, Phoma, Pleospora, freqüentemente isolados de uma gama de hospedeiros. 

(SCHULZ; BOYLE, 2005).  

 Em plantas brasileiras, espécies de Ascochyta, Cladosporium, Colletotrichum, 

Fusarium, Glomerella, Guignardia, Mucor, �odulisporium, Pestalotia, Phomopsis, 

Phyllosticta, Rhizopus e Xylaria são as mais freqüentes (PEIXOTO-NETO et al., 2002). 

 Araújo et al. (2005) observaram maior abundância de Colletotrichum 

gloeosporioides, Guignardia citricarpa e Cladosporium sp. entre os isolados 

endofíticos de folhas e porta-enxertos de Citrus. 

 Bussaban et al. (2001) isolaram fungos endofíticos de folhas, pseudocaules e 

rizomas de Amomum siamense Criab., coletados em dois locais na Tailandia, onde 

Colletotrichum gloeosporioides, Glomerella spp., Xylaria spp. e Phomopsis spp. foram 

os fungos dominantes.  

 Camatti-Sartori et al. (2005) isolaram fungos endofíticos de folhas, flores e 

frutos de macieiras (Malus domestica) no sul do Brasil, de três sistemas de cultivo 

diferentes, convencional, integrado e orgânico, durante dois ciclos vegetativos. O 

cultivo orgânico proporcionou um maior número de isolados quando comparado ao 

integrado e ao convencional, e os gêneros mais freqüentes foram Colletotrichum, 

Xylaria, Botryosphaeria, Sporolomyces, Rhodotorula, Debaryomyces e Cryptococcus. 

 Photita et al. (2004) obtiveram isolados de Euphatorium thymifolia, Draceana 

sanderiana e Colletotrichum spp., como endofíticos de banana, soja e manga que foram 

identificados e agrupados de acordo com a morfologia da colônia, tamanho e formato de 

apressórios e conídios, bem como análise molecular baseada em seqüências ITS de 

rDNA. 

 Rubini et al. (2005) isolaram fungos endofíticos de plantas de cacau (Theobroma 

cacão L.) resistentes e suscetíveis ao agente causal da vassoura da bruxa, o 

basidiomiceto Crinipellis perniciosa. Os endofíticos foram identificados por meio de 

características morfológicas e seqüenciamento de rDNA como pertencentes aos gêneros 

Acremonium, Blastomyces, Botryosphaeria, Cladosporium, Colletotrichum, Cordyceps, 

Diaporthe, Fusarium, Geotrichum, Gibberella, Gliocladium, Lasiodiplodia, 
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Monilochoetes, �ectria, Pestalotiopsis, Phomopsis, Pleurotus, Pseudofusarium, 

Rhizopycnis, Syncephalastrum, Tricoderma, Verticillium e Xylaria. Os autores 

identificaram ainda alguns endofíticos potencialmente antagonistas, destacando-se 

Gliocladium catenulatum, que reduziu em 70% a incidência da vassoura da bruxa in 

vivo em plântulas de cacaueiro. 

 Santamaría e Bayman (2005) compararam comunidades de fungos epifíticos e 

endofíticos associadas a folhas de café (Coffea arabica) em Porto Rico. Foram isolados 

821 micorganismos agrupados em 131 morfoespécies, Pestalotia e Botrysphaeria foram 

os gêneros mais comuns entre os epifíticos, enquanto Colletotrichum, Xylaria e 

Guignardia foram frequentes como endofíticos. Guignardia não foi isolado como 

epifítico, apenas como endofítico.  

 Fungos endofíticos também  já foram encontrados em bambu, e também em 

algas (Sargassum thunbergii, S. lemaneiformis e Gracilaria) (TANAKA, 2009; 

ZHANG et al., 2009).   

Os registros de fungos endofíticos encontrados em plantas de algodão são 

escassos, porém Zhang et al. (1996) isolaram  Fusarium sp. associado a raízes de 

plantas de algodão sadias. E Gasoni e De Gurfinkel (1997) registraram o endofítico 

Cladorrhinum foecundissimum colonizando raízes e influenciando no crescimento e na 

absorção de fósforo de algodoeiro.   

Segundo McGee (2002) 13 espécies de fungos podem ser registradas como 

endofíticas em folhas de algodão, onde as dominantes são Alternaria spp., Phomopsis 

spp., e Fusarium spp..  

Na Austrália, Wang et al. (2007) encontraram 22 espécies de fungos endofíticos 

em caules de quatro espécies nativas de Gossypium (G. australe, G. bickii, G. nelsonii, 

G. sturtianum), onde Phoma, Alternaria, Fusarium, Botryosphaeria, Dichomera e 

Phomopsis foram os gêneros mais comuns. 
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2.3.3. Especificidade dos Fungos Endofíticos ao Hospedeiro 

 

As informações quanto à especificidade dos fungos endofíticos por determinado 

hospedeiro ainda são muito escassas, porém Bayman et al. (1997) realizaram um estudo 

com árvores tropicais e não encontraram nunhuma especificidade dos fungos pelo 

hospedeiro.  

 Cabe mencionar, entretanto que, existem espécies de fungos endofíticos que 

apresentam especificidade por um gênero ou família de determinado hospedeiro, o 

fungo Phomopsis casuarinae, por exemplo, foi relatado como endofítico específico de 

Casuarina (BOSE, 1947).  

 Já o Chloroscypha chloromela foi observado somente em Sequoia sempervirens 

(Stone, 1986), Phyllosticta pyrolae e P. vaccinii são espécies restritas a hospedeiros das 

Eriales (PETRINI, 1986).  

 Carroll (1986) relatou um outro caso de estreita especificidade entre endofítico e 

hospedeiro. O fungo Rhabdocline parkeri foi encontrado somente no pinheiro de 

Douglas (Pseudotshgae menziesii, Pinaceae) e em nenhuma outra conífera simpátrica no 

Nordeste dos EUA. 

No entanto, a situação mais freqüente é encontrar o mesmo endofítico numa 

ampla gama de hospedeiros. Pereira (1993) citou os fungos Colletotrichum sp. e Xylaria 

sp. como sendo os endofíticos comuns em hospedeiros tropicais. 

Como endofíticos de ocorrência em hospedeiros pertencentes a diferentes 

famílias de plantas, ou seja, endofíticos ubíquos, Petrini (1991) registrou os gêneros 

Geniculosporium, Phyllosticta, Phomopsis e Cryptocline, enquanto Carroll (1986) citou 

Cryptosporiopsis e Leptostroma. 

 Algumas espécies de fungos endofíticos são mais freqüentes em um determinado 

tipo de vegetal, sendo designada de dominantes, em contraposição a outras espécies 

mais raras, chamadas de secundárias. Em alguns casos, constatam-se poucas espécies de 

fungos associadas ao vegetal, enquanto que na maioria dos casos, como em Stylosanthes 

e Musa, é observada uma variedade enorme de gêneros e espécies (PEREIRA et al., 

1999; AZEVEDO, 1998). 

 

 



VIEIRA, P. D. S.             Fungos Endofíticos Associados ao Algodoeiro...                                 38 
 

 
 

Um padrão de dominância de espécies foi verificado por Petrini e Carroll (1981), 

pois um fungo isolado com maior frequência em um hospedeiro, em outro, pode ser 

menos freqüente. Estes menos freqüentes parecem ser também menos específicos, pois 

são isolados num amplo espectro de hospedeiros. E existe ainda a hipótese de que cada 

espécie vegetal desenvolve uma comunidade endofítica altamente específica. 

Em alguns casos, pode ser obsevado um aparente padrão de dominância entre 

um ou outro táxon de fungos encontrados nas espécies de plantas investigadas. Como 

exemplo, Lophodermium piceae (Fuckel) Hohn. foi o endofítico mais freqüente de 

Picea abies Karst. (Sieber, 1988), enquanto em Abies balsamea (L.) Mill foi 

Phyllosticta multicorniculata (Petrini et al., 1992). White Jr. e Cole (1985) 

consideraram um fator importante na distribuição dos endofíticos a sua especificidade 

pelo hospedeiro, já que uma alta proporção de hospedeiros de gêneros diferentes pode 

levar a uma baixa taxa de infecção, principalmente quando associada a altitudes 

elevadas. 

 

2.3.4. Especificidade dos Fungos Endofíticos ao Tipo de Órgão e Tecido Vegetal 

 

Um fenômeno que aparece registrado tanto para zonas tropicais como 

temperadas, é o da especificidade desses fungos endosimbiontes por determinado tecido 

(raízes, caules, folhas, flores e frutos) do vegetal com o qual se encontram associados. 

Isto tem sido registrado para fungos xilariáceos em tecidos vegetais aéreos de árvores 

tropicais (RODRIGUES; SAMUELS, 1990; CLAY, 1992; LODGE et al., 1996; 

NALINI et al., 2005; TEJESVI et al., 2005; GOND et al., 2007).  

A preferência de alguns fungos endofíticos por determinados órgãos e tecidos 

vegetais pode ser reflexo da necessidade individual de cada fungo (LUGINBUHL; 

MÜLLER, 1980; VON HALMSCHALAGER et al., 1993) e/ou da capacidade de 

utilização e sobrevivência dos fungos em um substrato específico (RODRIGUES, 

1994). 

A comunidade de fungos endofíticos encontrada nos diferentes órgãos vegetais 

pode ser influenciada pela morfologia da parte da planta, micromorfologia da superfície 

de cada órgão vegetal, a localização do órgão no vegetal e o seu estádio de 

desenvolvimento. A esses fatores devem ser adicionados o meio bioquímico, 

principalmente a disposição de nutrientes e a presença ou ausência de compostos 

fungistáticos, que é detrminada pela composição e fisiologia do órgão de acolhimento 
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dos fungos endofíticos e da microflora associada. Mas os efeitos de tais complexidades 

ambientais sobre comunidades fúngicas são pouco explorados (RODRIGUES, 1994; 

SANTAMARIA; BAYMAN, 2005; OSONO, 2007). 

O número de espécies obtidas é proporcional a variedade do tecido vegetal e 

também ao menor tamanho do fragmento utilizado durante o isolamento (GAMBOA et 

al., 2002). 

Em um estudo com a árvore tropical Gynoxis oleifolia (Asteraceae), foram 

observadas algumas espécies de endofíticos que eram exclusivas de raíz, enquanto que 

outras espécies de fungos habitavam o caule e as folhas (FISHER, 1996).  

Fisher (1996) estudaram a especificidade entre os tecidos do hospedeiro e seus 

endofíticos, isolando Melanconium apiocarpum e Cryptosporiopsis sp. somente da 

casca de Alnus glutinosa, e nenhum endofítico do xilema. 

Fungos endofíticos foram isolados de diferentes órgãos de Amomum siamense 

Criab., incluindo fohas, pseudocaules e rizomas e a maioria desses microrganismos 

demonstraram preferência por um dos tecidos coletados. Duas novas espécies de 

Ascomycetes, Gaeumannomyces amomi e Leiosphaerella amomi, foram descobertas a 

partir de folhas e rizomas, respectivamente, e quatro espécies de Pyricularia, incluindo 

três novas espécies, foram isolados de folhas (BUSSABAN et al., 2001). 

 Ernest et al. (2003) investigaram a interação entre fungos endofíticos obtidos de 

diferentes órgãos de  Phragmites australis ao longo do ano e evidenciaram que os 

fungos colonizavam o hospedeiro de forma diferenciada. Na primavera o endofitico foi 

encontrado somente na raiz, enquanto no outono, foi encontrado em todo o vegetal. 

 Por outro lado, esta preferência de endosimbiontes por certos órgãos vegetais 

não é universal para as plantas tropicais. Em Porto Rico, em orquídeas epífitas do 

gênero Lepanthes, não foram observadas diferenças significativas entre os fungos 

endofíticos de raízes e caules (BAYMAN et al., 1997). 

 Pileggi (2006) isolou microrganismos endofíticos de folhas, pecíolos e sementes 

de Maytenus ilicifolia, mas nos isolamentos não foi constatada preferência dos fungos 

pelos órgãos analisados. 
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 Silva et al. (2006) analisaram folhas, caules e raízes de plantas de pinha e 

graviola e somente os fungos endofíticos obtidos de pinha demostraram preferência por 

um determinado tipo de tecido em detrimento de outro. 

Sabe-se muito pouco acerca da distribuição dos fungos endofíticos nos tecidos 

de um mesmo órgão. É possível encontrar diferentes espécies em cada um dos tecidos 

de uma folha: parênquima, faces vasculares, derme, etc (RODRIGUES, 1994).   

 Santamaria e Bayman (2005) compararam comunidades de fungos epifíticos e 

endofíticos associadas a folhas de café (Coffea arábica) em Porto Rico. Os autores 

observaram que fragmentos de folha com Colletotrichum são menos prováveis de conter 

Xylaria e Guignardia do que os sem Colletotrichum, sugerindo a possibilidade de 

competição ou antagonismo entre os endofíticos, ou seja, Xylaria poderia estar 

restringindo o crescimento de Colletotrichum, importante patógeno de muitas plantas.  

 A maioria dos endofíticos são relatados em folhas (FRÖHLICH et al., 2000; 

PHOTITA et al., 2001; HUANG et al., 2001) e há poucos relatórios referentes ao 

isolamento e diversidade de endofíticos de caule, entrecasca e raízes das plantas 

tropicais (TEJESVI et al., 2007). 

  

2.3.5. Influência da Idade do Vegetal sobre Fungos Endofíticos 

 

 Muitos fatores afetam a frequência e composição das espécies microbianas 

como, por exemplo, a dinâmica do ambiente e a idade do vegetal (PHOTITA et al., 

2001; VUJANOVIC; BRISSON, 2002; PIMENTEL et al., 2006; UNTERSEHER et al., 

2007; PEREIRA et al., 1993; PETRINI, 1991; RODRIGUES; SAMUELS, 1999).    

 Carroll (1986) investigou a presença de fungos endofíticos associados a folhas e 

caules de diferentes hospedeiros e concluiu que a composição microbiana endofítica 

pode variar em função da idade do vegetal hospedeiro, no entanto, também devem ser 

considerados outros fatores relevantes como a espécie vegetal, a distribuição geográfica 

dessa espécie, e também a precipitação anual.  

 Ficher et al. (1995) também constataram a influência da idade da planta sobre os 

fungos endofíticos de folhas, caules e raízes  de Gynoxis oleifolia Muchler 

(Compositae) do Equador. 
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 Em 2001, Photita et al. ao isolarem fungos endofíticos de amostras de Musa 

acuminata coletadas na Tailândia, registraram uma maior incidência de fungos em 

tecidos mais velhos do que nos mais novos.   

 Pimentel et al. (2006) analisaram o efeito da idade de folhas de erva-mate sobre 

a comunidade de fungos endofíticos e como resultado, verificou que ocorre uma maior 

diversidade de fungos em folhas adultas do que em folhas jovens. 

 Stuart (2006) avaliou a comunidade de fungos endofíticos associada a plantas de 

cana-de-açúcar em diferentes idades, por meio do isolamento em meio de cultura e 

identificação molecular. O autor observou que a quantidade de fungos nas fases 

analisadas foi diferente, sugerindo que a idade da planta pode apresentar um efeito sobre 

a densidade fúngica associada à cana-de-açúcar.  

 Naturalmente, ocorre um aumento da incidência de fungos endofíticos nos 

tecidos vegetais mais velhos, porque estes teriam mais tempo para acumular fungos 

transmitidos tanto horizontalmente, quanto verticalmente por meio das sementes 

(PHOTITA et al., 2001).  

 

 

2.4. Aplicações Biotecnológicas de Enzimas Extracelulares produzidas por Fungos 

 

 Os fungos sintetizam inúmeros compostos de importância agrícola, industrial e 

farmacêutica, como vitaminas, antibióticos, enzimas, entre outros (COUTO; 

SANROMÃN, 2006). Dentre esses metabólitos, destacam-se as enzimas, que tem sido 

utilizada em diversos processos industriais e bioquímicos (GACESA; HUBBLE, 1990) 

e, atualmente, no estudo da relação entre patógeno–hospedeiro. Os fungos apresentam 

capacidade de produzir um grande número de enzimas hidrolíticas extracelulares. No 

entanto, o perfil enzimático pode ser variável inter ou intraespecífico, o que o torna uma 

alternativa, simples e rápida, no auxilio da diferenciação de espécies ou de isolados 

dentro de uma mesma espécie (MAHMOUD; OMAR, 1994).  

 As enzimas apresentam propriedades que tornam o seu uso altamente desejável 

como catalisadores. Elas são bastante ativas, versáteis e executam uma variedade de 

transformações de modo seletivo e rápido, em condições brandas de reação. Ao 

contrário  dos  catalisadores  não enzimáticos que, em geral, têm ação ampla, as enzimas  
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não requerem altas temperaturas e valores extremos de pH. Além disso, a atividade 

enzimática pode ser regulada com relativa facilidade, bastando modificar a natureza do 

meio de reação, como, por exemplo, pela alteração do pH. Toda enzima, em razão da 

sua grande especificidade, catalisa as transformações moleculares sem ocorrência de 

reações paralelas indesejáveis que são comuns em sínteses químicas. 

Consequentemente, os processos industriais que empregam enzimas são, em geral, 

relativamente simples, fáceis de controlar, eficientes energeticamente e de 

investimentos de baixo custo (DZIEZAK, 1991; PATEL, 2002; PIZARRO; PARK, 

2003).  

 O uso prático das enzimas tem sido explorado pelo ser humano há milhares de 

anos de forma direta via emprego de preparações enzimáticas brutas de origem animal 

ou vegetal  ou indiretamente, pelo aproveitamento da ação enzimática decorrente do 

crescimento microbiano sobre determinados substratos. Por outro lado, a produção e uso 

de enzimas de origem microbiana, sob forma controlada, apesar de serem relativamente 

recentes constituem, hoje, o maior setor da indústria biotecnológica (NEIDLEMAN, 

1991). 

 A habilidade notável de degradação de compostos por microrganismos é 

consequência da evolução dos sistemas enzimáticos de células procariotas e eucariotas, 

as quais vêm coexistindo com uma variedade de substâncias naturais de diferentes 

origens. Esta diversidade de substratos potenciais ao crescimento microbiano resultou, 

então, no aparecimento de enzimas aptas a transformar moléculas orgânicas com 

estruturas bastante distintas. Esta resposta do metabolismo de certos microrganismos, 

sem dúvida, confere algumas vantagens adicionais às células microbianas, tais como a 

exploração de novos nichos ecológicos e fontes energéticas (BOUWER; ZEHNDER, 

1993).  

Os fungos possuem características heterotróficas, não possuem clorofila, 

necessitando de material orgânico para sobreviverem, sendo sua nutrição feita por 

absorção de nutrientes, através da presença de enzimas, que são produzidas e que 

auxiliam na degradação de todas as principais macromoléculas biológicas como as 

proteínas, carboidratos, lipídios e ácidos nucléicos, da mesma forma que de moléculas 

menores como aminoácidos, açúcares e vitaminas (SOLEWICZ, 1987, PELCZAR et 

al., 1996).  

A utilização de fungos para fins industriais e biotecnológicos nos últimos vinte 

anos tem aumentado rapidamente. As técnicas recentes de biologia molecular, como a 
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engenharia genética, oferecem oportunidades para o aperfeiçoamento de diversos 

processos de produção e desenvolvimento de novas enzimas (MUGGIATI, 1993; 

NIELSEN; OXENBOLL, 2008).  

  Dentre essas enzimas de interesse biotecnológico, as lipases são importantes por 

catalisar reações de substratos insolúveis em água, compreendendo um grupo de 

enzimas classificadas como hidrolases, que atuam sobre ligações éster presentes em 

acilgliceróis, liberando glicerol e ácidos graxos de cadeia longa (SHARMA et al., 2001; 

JAEGER; EGGERT, 2002).  

As lipases são encontradas na natureza em animais, vegetais e microrganismos. 

Recentemente, tem crescido muito o interesse pelas lipases microbianas, devido 

principalmente à sua maior estabilidade e diversidade quando comparadas a lipases 

extraídas de plantas e animais, tornando sua produção mais conveniente e segura 

(HASAN et al., 2006). Assim, a descoberta de novas lipases, a partir da seleção de 

microrganismos, com características desejáveis e interessantes (estabilidade a altas 

temperaturas e ampla faixa de pH, alta especificidade em relação a certos ácidos 

graxos), pode abrir promissoras perspectivas científicas e comerciais (BJÖRKLING et 

al., 1991; SAMAD et al., 1990). 

As lipases provenientes de microrganismos constituem um grupo de valiosas 

enzimas de aplicação biotecnológica, devido principalmente à versatilidade de suas 

propriedades, no que se refere à atuação enzimática e especificidade ao substrato, e 

facilidade de produção em massa, sendo um dos grupos mais utilizados no segmento 

industrial (HASAN et al., 2006). 

As pesquisas relacionadas às lipases têm aumentado devido à gama de possíveis 

aplicações práticas na indústria, principalmente nas indústrias de alimentos, química e 

farmacêutica. Podem ser aplicadas desde indústrias de detergentes até a síntese de 

compostos de alto valor agregado (RASOR; VOSS, 2001; LIESE; FILHO, 1999; 

PANKE; WUBBOLTS, 2002; JAEGER; EGGERT, 2002). Essas enzimas também são 

empregadas nos mais diversos campos da indústria de química fina, óleoquímica, 

couros, polpa e papel e no tratamento de resíduos industriais (FREIRE; CASTILHO, 

2000; SHARMA et al., 2001). 

 Em função da busca de novas fontes de enzimas, o interesse por microrganismos 

tem crescido muito nos últimos anos. Existe grande apelo econômico pelas lipases 

microbianas, já que a maioria destas enzimas é extracelular e, desta forma, os processos 
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de produção e processamento das enzimas, com suas etapas de purificação, têm custo 

diminuído (ALONSO, 2001).  

As lipases também atuam no processo de penetração dos fungos na fase de 

adesão no hospedeiro, antes mesmo da emissão do tubo germinativo dos conídios, 

liberando enzimas e favorecendo o processo de nutrição entre o agente e o hospedeiro 

(ALVES, 1998).  

A literatura reporta que diversos gêneros de fungos filamentosos têm sido 

estudados como fontes de lipases, por exemplo, Rhizopus (PASTORE et al., 2003), 

Aspergillus (MAHADIK et al., 2004), Rhizomucor (CORDOVA et al., 1998), 

Penicillium (JESUS et al., 1999), Mucor (ABBAS et al., 2002), entre outros. 

A produção de lipase extracelular também foi detectada por Rapp e Backhaus 

(1992) em culturas submersas, em meio basal com 1% de óleo de oliva, a partir de 

fungos filamentosos, leveduras e bactérias, sendo que as espécies de Rhizopus foram as 

maiores produtoras de lipase após 96h de crescimento, seguidas por Fusarium 

oxysporum f. sp. vasinfectum após 220 horas de crescimento. 

Os fungos também são hábeis em produzir proteases em substratos específicos in 

vitro e durante a colonização, degradando as proteínas que compõem o hospedeiro (ST 

LEGER et al., 1987; VALADARES-INGLIS; AZEVEDO, 1998).  

As proteases são utilizadas em processos industriais como a fabricação de 

detergentes, na cervejaria e panificação, e também em condições apropriadas, podem 

catalisar a síntese de peptídeos de alto valor comercial (BEYNON; BOND, 1989).  

A habilidade em produzir proteases em meio basal sólido foi investigada em 

diversos fungos como Metarhizium, Mucor, Colletotrichum, Acremonium, Penicillium, 

Fusarium, Cylindrocladium, Verticillium lecanii e Beauveria bassiana, além de outros. 

A atividade proteolítica destes isolados tem sua importância quando se aponta que as 

proteases secretadas estão correlacionadas com o processo de penetração do fungo em 

seu hospedeiro (ST LEGER et al.,1987; BIDOCHKA; KHACHATOURIANS,1994; ST 

LEGER et al., 1996; GILLESPIE et al., 1998). 

Assim como a lipase e a protease, a enzima extracelular amilase, além de atuar 

na quebra de moléculas para a nutrição do fungo, está associada, segundo a literatura, a 

processos de patogênese e penetração nos hospedeiros e a atividades desenvolvidas pela  
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indústria (ALEXOPOULOS et al., 1996; DUBE, 1978; EMONS et al., 1977; 

GARRAWAY; EVANS, 1984; LACAZ et al., 1984; TOMBS; BAKE, 1982; GRIFFIN, 

1994). 

A produção de amilase foi verificada em diversos fungos filamentosos como 

pode ser constatado por Domingues e Peralta (1993), que investigaram a habilidade de 

produção dessa enzima em meio líquido ou semi-sólido com farelo de trigo por fungos 

filamentosos do solo.  

 Estudos sobre a produção de enzimas extracelulares em meios sólidos foram 

apontados como favoráveis para avaliação individual do fungo e para a análise rápida de 

variantes genéticas, para a presença ou ausência da produção de enzimas como também 

para estudos ecológicos e possíveis diferenciações quimiotaxonômicas (HANKIN; 

ANAGNOSTAKIS, 1975). 

O uso de enzimas nas indústrias permite o desenvolvimento de processos 

tecnológicos muito próximos aos eficientes processos executados pela natureza 

(HASAN et al., 2006). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1.  Coleta do Material Vegetal 

 

 O estudo foi realizado com a variedade de algodoeiro geneticamente 

modificada Bt (Acala 90B) para resistência a lepidópteros e sua isolinha não-Bt (Acala 

90). Durante o período de maio a novembro de 2008, as plantas foram cultivadas no 

campo experimental do Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de 

Pernambuco, Dois Irmãos, Recife-PE, Brasil (14m de altitude; 08°01’009’’S e 

34°56’694’’W).  

 Para o plantio, foram utilizadas sementes fornecidas pela empresa Monsanto 

do Brasil Ltda., e o solo utilizado para o plantio foi analisado quimicamente pelo 

Laboratório de Fertilidade do Solo da Universidade Federal Rural de Pernambuco 

(UFRPE), Dois Irmãos, Recife-PE, Brasil (Tabela 2).  

 

 

Tabela 2.     Características   químicas  do  solo  utilizado  no  cultivo  dos  algodoeiros   
                     transgênico  (Bt) e não-transgênico (não-Bt).   
C.O      M.O.*           pH P           Na+   K+ Ca+2 + Mg+2 Ca+2    Al+3    H+Al**  
-----g/kg------  (água - 1:2,5) (mg/dm3) ------------------------cmolc/dm3)------------------------  
6,77     11,67             6,6 11 0,078 0,125      3,60 2,25  0,20      2,28 
*M.O.= Matéria orgânica. 
** H+Al= Ácido potencial. 
 
 
 
 O solo foi preparado manualmente, bem como o plantio e o controle de plantas 

daninhas. As plantas receberam apenas adubação de fundação com aproximadamente 

10g do formulado NPK 4-14-8 por cova, não sendo utilizado nenhum tipo de controle 

químico. 

Foram realizadas quatro coletas de amostras das plantas nos diferentes estádios 

do ciclo de vida da cultura, conforme Souza e Beltrão (1999): pré-floração (1-20 dias 

após emergência das plântulas), floração (21-60 dias após emergência), formação de 

maçãs (61-100 dias após emergência) e, por fim, maturação e abertura dos capulhos de 

algodão (101-140 dias após emergência). 
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 Em cada coleta, foram utilizadas dez amostras de plantas de algodão, sendo 

cinco de algodoeiro Bt e 5 do transgênico não-Bt. As plantas de algodão foram colhidas 

inteiras, ao longo das quatro coletas, e conduzidas para o laboratório de Ecologia de 

Insetos da UFRPE (Recife-PE, Brasil), onde folhas, caules e raízes aparentemente 

sadios, ou seja, sem sintomas aparentes de manchas e lesões, foram separados 

individualmente, lavados em água corrente, acondicionados em sacolas plásticas e 

etiquetados. Durante a fase de floração também foram coletadas das amostras de plantas 

de algodão, flores sadias e durante a fase de abertura dos capulhos foram coletadas 

sementes. As amostras, em seguida, foram conduzidas para o laboratório de Fungos 

Fitopatogênicos do Departamento de Micologia da Universidade Federal de 

Pernambuco (UFPE), Recife, Brasil e processadas em até 24 horas após a coleta. 

Parte das amostras frescas utilizadas para o isolamento dos fungos endofíticos, 

foram colocadas em tubos Eppendorf de 1,5mL e congeladas a -150C para posterior 

verificação quanto à presença e quantificação da expressão da proteína Cry1Ac em cada 

parte da planta nos estádios de desenvolvimento do algodoeiro. 

 

3.2. Quantificação da Proteína Cry1Ac  

 

Ao final das quatro coletas, as amostras armazenadas a -15oC foram submetidas 

a extração da proteina Cry1Ac, seguindo os mesmos procedimentos descritos em Torres 

e Ruberson (2008) empregando folhas de algodoeiro.  

Para a extração da proteina Cry1Ac, o material vegetal congelado foi 

descongelado no dia da extração, pesado, transferido dos tubos de Epperdorf para um 

cadinho, onde foi macerado juntamente com a solução salina tampão de extração-

fosfato (1 x PBST) e Tween20, adquiridos do fabricante do kit PathoScreen® para 

detecção da proteína Cry1Ac/1Ab, proveniente da empresa Agdia (Agdia Inc., Elkhart, 

IN). A proporção de solução tampão de extração-fosfato (PBST) e material vegetal foi 

determinada em função da quantidade de material disponível e da concentração de 

Cry1Ac do material. Para folhas, flores e sementes de algodão utilizou-se a diluição 

1:10 (p/v). E nas amostras menos concentradas (raízes e caules), foi feita a diluição de 

1:5 (p/v).   
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O material obtido do maceramento em PBST foi transferido para tubos 

Eppendorf e congelado a -15oC até o processamento.  

Posteriormente, as amostras foram descongeladas e centrifugadas a 5.000 rpm 

por 2 minutos.  

A quantificação da proteína Cry1Ac foi feita mediante ELISA (Enzyme Linked 

Immuno Sorbent Assay), empregando placas com poços previamente preparadas com 

anticorpos de interesse específicos para Cry1Ac. Em seguida, foi adicionado 100µL de 

solução preparada com peroxidase para catalisar o processo e 100µL do sobrenadante de 

cada amostra centrifugada foram transferidos para cada poço da placa ELISA. O 

material foi incubado em câmara úmida, por aproximadamente duas horas em condições 

de laboratório e em seguida foram realizadas de seis a oito lavagens das placas com 

PBST, sendo, posteriormente, adicionados 100µL do conjugado TMB em cada poço da 

placa, o que ocasionou uma alteração na coloração de cada poço. Por meio da medição 

da intensidade da cor da superfície de cada poço, foi possível verificar a presença e 

quantificar a proteína Cry1Ac.  

 

3.3. Isolamento de Fungos Endofíticos 

  

O material vegetal reservado para o procedimento de isolamento dos fungos 

endofíticos foi submetido ao processo de desinfestação superficial de acordo com 

Araújo et al. (2005), para a eliminação de microrganismos epifíticos, por meio de 

lavagens seriadas em etanol (70%) por 1 minuto, hipoclorito de sódio (2,5%  de cloro 

ativo) por 4 minutos, etanol (70%) por 30 segundos e duas lavagens em água destilada 

esterilizada.  

A eficácia do processo de desinfestação superficial foi avaliada através do 

plaqueamento de alíquotas da água destilada e esterilizada utilizada na última lavagem, 

em meio de cultura Batata-Dextrose-Ágar (BDA, pH 6,8; contendo 200g de batata; 20g 

de dextrose e 15g de ágar para cada 1000mL de água; autoclavado 25 min. 120ºC). 

Após a desinfestação superficial, com auxílio de bisturi flambado, as amostras 

vegetais foram cortadas em fragmentos com 0,3cm2 (folhas e flores) e 0,3cm (raízes e 

caules). Estes fragmentos foram transferidos, em condições assépticas, para placas de 

Petri  (sendo um total de seis fragmentos por placa), contendo o meio de cultura  Batata- 

                                                                                                                                                                



VIEIRA, P. D. S.             Fungos Endofíticos Associados ao Algodoeiro...                                 49 
 

 
 

Dextrose-Ágar (BDA) suplementado com o antibiótico cloranfenicol (100 µg/mL) para 

inibir o crescimento bacteriano.  

No caso das sementes, o isolamento de fungos endofíticos presentes nestas, foi 

realizado antes do plantio, com amostras das sementes cedidas pela empresa Monsanto 

do Brasil Ltda., e após o plantio, com amostras de sementes obtidas dos capulhos 

produzidos pelos algodoeiros no último estádio de desenvolvimento da planta. Dezoito 

sementes foram retiradas ao acaso de cada amostra. Após a desinfestação utilizando 

etanol (70%) por 1 minuto, hipoclorito de sódio (2,5% de cloro ativo) por 5 minutos, 

etanol (70%) por 30 segundos e duas lavagens em água destilada esterilizada, o 

tegumento foi retirado e os cotilédones separados. De cada semente apenas um 

cotilédone foi plaqueado. Foram plaqueados seis cotilédones por placa em meio de 

cultura BDA suplementado com o antibiótico cloranfenicol (100 µg/mL) para inibir o 

crescimento bacteriano. 

Todas as placas contendo o material vegetal (raízes, caules, folhas, flores e 

sementes) foram incubadas a 30ºC e observadas diariamente durante 30 dias de forma a 

isolar tanto os microrganismos com crescimento rápido quanto os com crescimento 

lento. As colônias emergentes foram purificadas e preservadas em BDA para posterior 

identificação.  

A frequência de colonização (FC%) foi calculada segundo Petrini et al. 1992, 

onde FC = número total de fragmentos com um ou mais isolados/total de fragmentos da 

amostra multiplicado por 100.  

 

3.4. Identificação dos Fungos Endofíticos 

 

A identificação foi realizada na Micoteca URM do Departamento de Micologia 

da UFPE, Recife, Brasil, onde os fungos com esporulação abundante nas condições de 

cultivo foram identificados em nível de gênero ou espécie, baseando-se nas 

características morfológicas, por meio da observação das características macroscópicas 

das colônias (cor, aspecto, consistência, presença de pigmento, etc) e características 

microscópicas (morfologia de estruturas somáticas e reprodutivas). Para tanto, foram 

preparadas lâminas com fragmentos das colônias dos fungos que foram observadas sob 

microscópico  óptico.  Para  maior  riqueza  de  detalhes das estruturas morfológicas dos                                        
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fungos foram preparados microcultivos. No caso das leveduras, além das características 

morfológicas também foram analisadas as características fisiológicas das culturas, 

empregando testes de assimilação de fontes de carbono e nitrogênio (LACAZ et al., 

2002). 

Os fungos que não esporularam quando cultivados em BDA foram, ainda, 

transferidos para os meios de cultura Ágar Extrato de Malte e V8 Juice a fim de induzir 

a esporulação.  

Os aspectos morfológicos e fisiológicos das culturas foram comparados com os 

descritos em chaves taxonômicas, com base em literatura específica (BOOTH, 1971; 

ELLIS, 1971; ELLIS, 1976; BUTTON, 1980; BARNETT; HUNTER, 1987; HANLIN, 

2000).  

Após identificação, os fungos foram depositados na Micoteca URM do 

Departamento de Micologia (UFPE).    

 

3.5. Caracterização Enzimática dos Fungos Endofíticos 

 

Dentre os fungos endofíticos obtidos do algodoeiro Bt e do não-Bt, os quarenta 

isolados mais frequentes foram testados quanto à capacidade de produzir as enzimas 

hidrolíticas extracelulares lipase, protease e amilase. A atividade dessas enzimas foi 

determinada utilizando-se o meio específico para cada enzima, seguindo as 

metodologias propostas por Hankin e Anagnostakis (1975) para detecção das enzimas 

lipase e amilase, e por Lacaz et al. (2002) para a protease.  

Para cada enzima, discos de 5 mm de diâmetro de micélio foram retirados dos 

bordos das colônias jovens dos fungos testados, cultivados em BDA por cinco dias, e 

transferidos para o centro das placas de Petri contendo o meio de cultura da enzima 

específica. As placas foram incubadas à temperatura ambiente (28±2ºC), sob 

luminosidade contínua, sendo avaliadas após 4 dias.  

Para cada enzima foi realizado um experimento em Delineamento Inteiramente 

Casualizado (DIC) com 40 tratamentos (isolados dos fungos encontrados) e três 

repetições, sendo a unidade experimental constituída por uma placa de Petri contendo 

um disco de micélio do fungo endofítico.  

 

 

 



VIEIRA, P. D. S.             Fungos Endofíticos Associados ao Algodoeiro...                                 51 
 

 
 

 

Após 4 dias foi feita a avaliação da atividade proteolítica, sendo adicionada às 

placas uma solução acidificada de cloreto de mercúrio (12g de cloreto de mercúrio, 16g 

de ácido clorídrico; 1.000mL de água destilada), por 10 minutos, para a revelação do 

halo de degradação.  

Para detecção da atividade amilolítica, foi adicionado em cada placa, após 4 

dias, 5 mL de solução de lugol (1g de iodo; 3g de iodeto de potássio; 300mL de água 

destilada) para constatação da degradação do substrato e a visualização de um halo de 

degradação amarelo ao redor da colônia, que evidencia a atividade amilolítica.   

 A atividade lipolítica foi evidenciada por meio da presença de cristais de sais de 

cálcio do ácido láurico, liberados após a ação da enzima ao redor das colônias, 

formando um halo de degradação. 

A avaliação da atividade de cada enzima consistiu na medição de dois diâmetros 

ortogonais da colônia e da área formada pela colônia mais o seu respectivo halo de 

degradação. Procurando-se comparar a atividade enzimática dos isolados fúngicos, 

procederam-se as avaliações da atividade lipolítica, proteolítica e amilolítica, 

determinando-se o índice enzimático (IE), pela relação: diâmetro da colônia pelo 

diâmetro da colônia mais o halo, multiplicado por 100.  

 

 

3.6. Análise Estatística  

 

Os dados das frequências de colonização de fungos nas respectivas partes e 

idade das plantas foram testados quanto à normalidade (Kolmogorov D: normal test) e 

homogeneidade de variância (Bartlett’s test), transformados quando necessário, e 

submetidos à ANOVA múltiplas em esquema fatorial considerando os algodoeiros (Bt e 

não-Bt), as três partes das plantas (raiz, caule e folha) e as quatro idades dos algodoeiros 

como fatores principais. Não havendo efeito do fator principal algodoeiro nos 

resultados, este fator foi retirado das futuras comparações de médias. As médias para os 

fatores significativos foram comparadas pelo teste de Tukey HSD (studentized range 

test) ao nível de 5% de significância. Todas essas análises foram conduzidas 

empregando o software SAS (SAS INSTITUTE, 2001).  
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A relação entre a frequência de fungos (variável dependente) e idade da planta 

em que as amostras foram coletadas (variável independente) foram submetidas a análise 

de regressão mediante o PROC REG do SAS, sendo o modelo escolhido quando 

significativo para a comparação dos resultados em função do tempo e das partes das 

plantas. 

A abundância e diversidade de espécies fúngicas, comparando os algodoeiros Bt 

e não-Bt durante as quatro coletas, foram calculadas por meio do programa EstimateS 

(COLWELL, 2004). O índice de riqueza (S) e de diversidade pelo índice de Simpson 

foram estimados pelo EstimateS, sendo empregados para interpretar os efeitos sobre a 

comunidade de fungos encontrada. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1.  Isolamento dos Fungos Endofíticos de Folhas, Caules e Raízes 

 

O número total de fungos endofíticos isolados de folhas, caules e raízes de 

algodoeiro durante o desenvolvimento dessa planta foi de 261 colônias em algodoeiro 

Bt, sendo 118 isolados fúngicos encontrados em folhas, 78 em caules e 65 em raízes; 

enquanto que, em algodoeiro não-Bt foram encontrados 342 isolados fúngicos, sendo 

148 colônias registradas em folhas, 101 em caules e 93 em raízes. E a análise da 

diversidade de fungos endofíticos associados a folhas, caules e raízes de algodoeiro, 

tanto no Bt quanto no não-Bt, nas condições do estudo, mostra que a comunidade de 

fungos endofíticos é composta por pelo menos 23 taxa e 17 gêneros: Acremonium, 

Cladosporium, Colletotrichum, Curvularia, Fusarium, Glomerella, Guignardia, 

Lecanicillium, �igrospora, Pestalotiopsis, Phoma, Phomopsis, Rhizopus, Rhodotorula, 

Talaromyces, Tritirachium e Xylaria (Tabela 3). 

Os resultados obtidos, no contexto deste trabalho, mostraram que não existe 

diferença estatística entre a comunidade de fungos endofíticos associada ao algodoeiro 

transgênico Bt e ao não-Bt de acordo com os índices de riqueza e diversidade de espécies 

demonstrados na tabela 3, o que indica que a presença da proteína Cry1Ac expressa nas 

plantas Bt não influenciou a capacidade da planta em alocar os fungos endofíticos 

(F1,4=1,38; P=0,3050).    
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Tabela 3.   Total   de    isolados   fúngicos    associados     aos   algodoeiros   transgênico   (Bt)       
                  e  não-transgênico   (não-Bt)   e    distribuição    dos   mesmos  em  cada  um  dos   
                  órgãos  (raiz,   caule   e   folha)    coletados    durante    todos    os   estádios     de      
                  desenvolvimento  da planta  de    algodão   Bt  e   não-Bt  (pré-floração,   floração,   
                  formação  de   maçãs  e abertura de   capulhos). 

 

 

Endophytic Fungi 

Bt Cotton �on-Bt Cotton 

� L S R � L S R 

Acremonium fusidioides (�icot) Gams 01 0 100,0 0 02 0 100 0 

Acremonium kiliense (Grütz) 09 33,3 22,2 44,4 08 25,0 0   75,0 

Cladosporium cladosporioides (Fresen) Vries 04 0 25,0 75,0 05 0 20,0 80,0 

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc  36 72,2 22,2 5,5 37 56,8 35,1 8,1 

Curvularia lunata var. aeria (Lima & Vasconc.) Ellis 30 46,6 30,0 23,3 33 48,5 33,3 18,2 

Fusarium lateritium �ees 13 30,7 61,5 7,6 19 21,1 47,4 26,3 

Fusarium moniliforme Sheld 0 0 0 0 02 100,0 0 0 

Fusarium oxysporum * Schltdl 13 30,7 53,8 15,4 18 33,3 55,6 11,1 

Glomerella cingulata (Stoneman) Spauld & Schrenk  02 50,0 50,0 0 05 80,0 0 20,0 

Guignardia bidwellii (Ellis) Viala & Ravaz 02 100,0 0 0 04 75,0 25,0 0 

Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare & Gams 02 50,0 0 50,0 04 25,0 0 75,0 

�igrospora sphaerica (Sacc.) Mason 05 80,0 0 20,0 12 50,0 0 50,0 

Pestalotiopsis maculans (Corda) �ag Raj 23 47,8 34,7 17,4 35 48,6 40,0 11,4 

Phoma destructiva * Plowr 14 7,1 35,7 57,1 16 12,5 25,0 62,5 

Phoma eupyrena Sacc. 01 0 0 100,0 08 50,0 12,5 37,5 

Phoma glomerata (Corda) Wollenw & Hochapfel 05 60,0 0 40,0 06 83,3 0 16,7 

Phomopsis archeri Sutton 44 61,3 27,2 11,4 56 60,7 32,1 7,1 

Rhizopus microsporus Tiegh 04 0 75,0 25,0 05 20,0 0 80,0 

Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill 14 7,1 21,4 71,4 12 8,3 25,0 66,7 

Rhodotorula glutinis (Fresen) Harrison 04 100,0 0 0 05 100,0 0 0 

Talaromyces sp. 10 0 60,0 40,0 16 0 50,0 50,0 

Tritirachium orysae (Vincens) de Hoog 04 100,0 0 0 08 75,0 25,0 0 

Xylaria sp. 01 100,0 0 0 03 100,0 0 0 

�on-sporulating fungi  20 35,0 20,0 45,0 23 21,7 17,4 60,9 

Total fungi isolated 261 118 78 65 342 148 101 93 

Simpson index (1/D)a 

 

6,8 ± 2,05 

 

    

9,1 ± 1,73 

 

   

Richness (S)b  18 15 17  21 15 18 

N= Total de isolados fúngicos; F= Folha; C= Caule; R= Raiz. 
a=Indice de Simpson para diversidade de espécies com erro estimado pelo método Jacknife (t = 1,56; 
P = 0, 2159);   b= Média  da  riqueza  de  espécies  e  respectivos  Intervalos  de  Confiança a 95% de 
probabilidade da média estimado pelo método Jacknife. 
*Espécie citada como patogênica à cultura do algodoeiro. 
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Entretanto, foi verificado que a frequência de colonização dos fungos endofíticos 

aumentou, de forma linear, com o envelhecimento do vegetal, sendo maior no último 

estádio de desenvolvimento da planta (abertura dos capulhos), o que pode ser 

evidenciado em todos os tecidos amostrados (raiz, caule e folha) (Figura 3). Isto 

significa que a idade da planta influenciou a ocorrência de endofíticos no algodoeiro 

(F3,12 = 94,94; P<0,0001), independente dos genótipos das plantas de algodão.       

      

 

      
          Figura 3.   Frequência  de   colonização   (FC%)   em   folha,  caule  e  raiz  em 
                            diferentes estádios de  desenvolvimento  da planta de algodão Bt.    

 
 
 
 
 
 

 Além disso, ao longo do tempo, notou-se diferença significativa entre as 

frequências de colonização dos fungos endofíticos nas diferentes partes da planta de 

algodão, indicando que o tipo de órgão do vegetal também influenciou a composição 

dos fungos endofíticos associados ao algodoeiro (F2,8= 100,08; P<0,0001), 

independentemente da transgenia (Figura 4). Dentre as amostras de folhas, caules e 

raízes coletadas ao longo de todos os estádios de desenvolvimento da planta, as folhas 
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apresentaram maior frequência de colonização, o que é previsto em estudos anteriores, 

que afirmam que essa maior taxa de colonização é devido, em parte, à complexa 

composição química das folhas (ABREU, 2005). Segundo Souza et al. (2004), as folhas 

dos vegetais hospedeiros devem ser, ainda,  provavelmente, a primeira porta de entrada 

para os esporos aerotransportados, pois apresentam tecidos mais frágeis expostos a 

fissuras, além de aberturas naturais como estômatos e hidatódios, ocorrendo 

posteriormente, migração dos fungos das folhas para os demais tecidos da planta.   

 Os caules apresentaram relevantes taxas de colonização. De acordo com 

Laboratories (2004), nesses órgãos encontra-se uma grande quantidade de metabólitos 

secundários, destacando-se entre eles σ-bisabolol, o que leva a crer que a comunidade 

que se abriga no caule seja favorecida pela ação protetora de tais metabólitos (OTERO 

et al., 2002; SIEBER; DOWORTH, 1994). 

      

 

        Figura 4.  Frequência  de  colonização  (FC%)  nos  órgãos  da  planta de algodão, 
                         independentemente da transgenia,  nas diferentes idades da planta. 
                         Barras seguidas de mesma letra, para cada etapa do ciclo de   vida   da   
                         planta,    não   diferem   estatisticamente   pelo   teste   de  Tukey  a  5% 
                         de probabilidade.  
 

 

 
 
 
 

FC 
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De modo geral, os resultados obtidos nesse estudo sugerem que a expressão da 

proteína Cry1Ac não afeta a abundância e diversidade de fungos endofíticos associados 

às plantas de algodão Bt, resultado similar ao encontrado por Rui et al. (2005) em um 

estudo com bactérias da rizosfera de algodão Bt da variedade NuCOTN99B, no qual os 

autores não verificaram correlação entre os níveis de toxina e o número de bactérias 

funcionais, o que também foi constatado com os fungos obtidos neste estudo.  

Os efeitos detectados no presente trabalho relacionados à comunidade fúngica 

estão associados à idade e parte da planta independentemente da expressão da proteína. 

Dessa maneira, o aumento na quantidade de fungos endofíticos ao longo do 

desenvolvimento da planta corrobora os resultados encontrados em outros trabalhos e 

ocorre, provavelmente, devido ao maior tempo de exposição das plantas a propágulos 

fúngicos e às mudanças fisiológicas nos órgãos das mesmas (ESPINOSA-GARCIA; 

LONGENHEIM, 1990; BROWN et al., 1998; PEREIRA et al., 1999; TAYLOR et al., 

1999; PHOTITA et al., 2001; STUART, 2006). 

Os resultados encontrados neste trabalho são similares aos resultados obtidos por 

outros autores que concluíram que as proteínas Cry1Ab e Cry3Bb presentes nos 

exsudados liberados pela raiz na rizosfera e acumuladas na biomassa de milho Bt não 

provocaram variação na quantidade de fungos em relação à variedade isogênica não-Bt 

(SAXENA; STOTZKY, 2000; VILLANY et al., 2004; DEVARE et al., 2004; 

BAUMGARTE; TEBBE, 2005). 

Por outro lado, os efeitos da transgenia na comunidade de fungos associados a 

vegetais geneticamente modificados foram detectados em fungos da rizosfera de 

algodoeiros, que expressam a endotoxina de B. thuringiensis, sendo verificadas 

mudanças na composição da comunidade fúngica (DONEGAN et al., 1995).  

Os resultados apresentados por Stuart (2006) com cana-de-açúcar também são 

discordantes daqueles apresentados neste estudo, uma vez que demonstram que plantas 

de cana-de-açúcar transgênicas afetam determinados grupos de fungos da população 

endofítica associada. Contudo, esse resultado também pode estar relacionado à 

influência de outros fatores na interação do microrganismo com a planta, conforme 

aconteceu nesse estudo, onde os fatores idade e órgão da planta influenciaram a 

composição dos fungos endofíticos associados ao algodoeiro.  
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4.2.  Isolamento dos Fungos Endofíticos de Flores e Sementes 

 

As espécies de fungos encontradas em flores foram as mesmas tanto no 

algodoeiro Bt quanto no não-Bt, sendo elas: Rhodotorula glutinis (Fresen) Harrison 

(3,57%), Fusarium lateritium Nees (7,14%), Cladosporium cladosporioides (Fresen) 

G.A. de Vries (3,57%); Phoma glomerata (Corda) Wollenw & Hochapfel (13,09%), 

Curvularia lunata var. aeria (Lima & Vasconc.) Ellis (25,00%), Pestalotiopsis 

maculans (Corda) Nag Raj (5,95%), Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill (4,76%), 

Acremonium kiliense Grütz (2,38%) e �igrospora sphaerica (34,52%) que apresentou a 

maior taxa de colonização nesse órgão. Os gêneros Cladosporium e Acremonium 

também são comumente registrados em rosas como afirma SALAZAR; GARCIA 

(2005). 

Nas flores analisadas não foi constatada diferença entre as médias das 

frequências de colonização dos fungos endofíticos encontrados tanto no algodoeiro Bt, 

quanto no não-Bt (Tabela 4). 

 
Tabela 4.   Frequência  de  colonização  de fungos endofíticos em flores de algodoeiros 

transgênico (Bt) e não-transgênico (não-Bt), coletadas durante a época de 
floração.  

Época de Coleta                                    Tipo de Algodoeiro                                             FC (%) 

Floração                                                                Bt                                                            70,66*  

                                                                           Não-Bt                                                        70,83*  

*Médias de cinco repetições. 

 

Assim como as folhas, as flores funcionam como habitats para fungos 

endofíticos, porém tem sido pouco estudadas. Os fungos podem colonizar as flores de 

seus hospedeiros por meio dos esporos aerotransportados ou utilizando insetos como 

vetores. A estrutura das flores pode determinar os padrões para o desenvolvimento de 

fungos, desse modo, enquanto a comunidade fúngica associada a flores em alguns 

hospedeiros se assemelha a comunidade fúngica isolada das folhas, em outros 

hospedeiros os fungos encontrados em folhas e flores são muito diferentes. Por 

exemplo, os fungos isolados de folhas e flores de trigo são espécies muito semelhantes, 

que penetram no vegetal por meio da atmosfera (COOKE; RAYNER, 1994; KUMAR; 

HYDE, 2004).  
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As flores muito reduzidas das gramíneas e de outros hospedeiros como 

Tripterygium wilfordii impõem condições de alto estresse, que se opõem a uma 

comunidade fúngica rica e variada. Em contrapartida, flores maiores como as de pepino 

e também as flores de algodão utilizadas nesse estudo, podem ser colonizadas por uma 

grande variedade de fungos, incluindo espécies de Chaetomium, Fusarium, Penicillium 

e Rhizopus, que não são tolerantes a estresse (COOKE; RAYNER, 1994; KUMAR; 

HYDE, 2004).  

Embora a informação sobre flores seja limitada, parece provável que a maioria 

das flores apresente leveduras associadas, como ocorreu com as flores de algodão nesse 

trabalho, e tais leveduras podem ter origem nas células que vivem dentro de botões 

florais ou podem ser introduzidas por insetos visitantes (COOKE; RAYNER, 1994). 

Fungos endofíticos também foram isolados de flores de macieiras (Malus 

domestica) no sul do Brasil, de três sistemas de cultivo diferentes, convencional, 

integrado e orgânico, durante dois ciclos vegetativos e os gêneros mais frequentes entre 

os fungos filamentosos foram Colletotrichum, Xylaria e Botryosphaeria, e entre as 

leveduras Sporobolomyces, Debaryomyces, Cryptococcus e Rhodotorula, que também 

foi encontrado na micobiota endofítica isolada de flores de algodoeiro (CAMATTI-

SARTORI et al., 2005).  

Nos isolamentos realizados nas sementes dos algodoeiros Bt e não-Bt, antes do 

plantio e depois do plantio (no último estádio de desenvolvimento da planta, após a 

abertura dos capulhos e exposição das sementes), foi verificada a presença de diversos 

fungos endofíticos.  

Nas sementes analisadas antes do plantio foram registradas apenas 2 espécies de 

fungos endofíticos: �igrospora sphaerica e Curvularia lunata var. aeria; enquanto que 

nas sementes analisadas após o plantio foram registradas além das espécies encontradas 

nas sementes analisadas antes do plantio, mais 3 espécies: Phoma glomerata, 

Pestalotiopsis maculans e Fusarium lateritium. Totalizando 5 espécies registradas nas 

sementes obtidas no último estádio de desenvolvimento do algodoeiro. Nas sementes, 

também não foram observadas diferenças entre as espécies fúngicas identificadas nos 

tipos de algodoeiro analisados (Bt e não-Bt). A espécie Curvularia lunata var. aeria 

(Lima & Vasconc.) Ellis foi a que apresentou maiores taxas de colonização nas 

sementes de algodoeiro (Tabela 5). 
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Tabela 5.   Frequência   de   colonização   de  fungos  endofíticos  nas  sementes  antes   do  
                  plantio e após o plantio dos algodoeiros transgênico (Bt) e não-transgênico (nãoBt).  
  

Fungos Endofíticos 

Frequência de 

Colonização em Sementes  

(Antes do Plantio) 

Frequência de Colonização 

em Sementes  

 (Após o Plantio/Último 

Estádio de Desenvolvimento) 

Bt (%) �ão- Bt (%) Bt (%) �ão-Bt (%) 

Curvularia lunata var. aeria (Lima & Vasconc.) Ellis 34,08 35,61 48,16 49,52 

Fusarium lateritium Nees - - 3,31 2,22 

�igrospora sphaerica (Sacc.) Mason 20,36 20,06 24,10 22,60 

Pestalotiopsis maculans (Corda) Nag Raj - - 3,00 4,44 

Phoma glomerata (Corda) Wollenw & Hochapfel - - 15,59 15,72 

TOTAL 54,44 55,67 94,16 94,50 

 

 

Os fungos endofíticos �igrospora sphaerica e Curvularia lunata var. aeria 

foram isolados das sementes analisadas antes do plantio, e registrados também em todas 

as coletas e reapareceram nas sementes produzidas nos capulhos obtidos na última fase 

de desenvolvimento da cultura. Isso sugere que a transmissão dos fungos endofíticos já 

presentes em uma planta para as gerações seguintes pode ocorrer via sementes, sendo, 

dessa forma, denominada de transmissão vertical. Este resultado está de acordo com 

Petrini et al. (1992) que observaram que fungos endofíticos podem ser transmitidos para 

plantas de forma horizontal pelo ar, ou de forma vertical, isto é, via semente  

(STROBEL, 2003). 

 Nas sementes de plantas de algodão foi verificada a alta frequência de fungos 

dematiáceos em relação aos demais fungos, destacando-se as espécies Curvularia 

lunata var. aeria e �igrospora sphaerica. É possível que a alta incidência deste grupo 

de fungos seja devido às características de seus micélios e esporos que apresentam 

coloração escura e paredes espessas, as quais em geral, são mais resistentes às 

condições adversas, quando comparados com aqueles que apresentam esporos hialinos 

(NEERGAARD, 1977), podendo permanecer por muito tempo nas sementes.  

Após penetrar na semente, geralmente os fungos resistentes produzem 

propágulos de resistência, como clamidosporos, esclerócios ou micélios dormentes, 

capazes de permanecer viáveis por muito tempo nas sementes. A transmissão vertical 

por sementes tem sido amplamente estudada em gramíneas, que podem apresentar 

maior proteção contra herbívoros, graças à presença de fungos endofíticos em suas 

sementes, pois estes produzem substâncias tóxicas denominadas alcalóides (do grupo da 
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cafeína e da cocaína) (SAIKKONEN et al., 2004; SCHULZ; BOYLE, 2005). É o caso 

do fungo endofítico Acremonium implicatum encontrado em Brachiaria, que produz 

uma substância que protege a planta contra pragas e doenças e aumenta a resistência do 

vegetal hospedeiro à seca. A semente de uma planta que contém este fungo vai gerar 

outra planta também com o fungo e assim sucessivamente. Os pesquisadores 

verificaram que os fungos endofíticos produzem algumas toxinas que afetam os fungos 

patogênicos e não conhecem ainda seu efeito sobre os animais em pastagens.  Os 

principais atributos desta espécie forrageira são produtividade, tolerância à cigarrinha e 

a doenças, supressão de ervas daninhas, e sua adaptação à condição de baixa 

luminosidade (FAETH; FAGAN, 2002; FAETH; SULIVAN, 2003; OKI et al., 2007). 

 Os resultados encontrados nesse estudo com relação à transmissão vertical 

corroboram o trabalho desenvolvido por Rodrigues e Samuels (1990), que ao isolarem 

endofíticos de folhas não expandidas de Licuala ramsayi, sugeriram que sua ocorrência 

foi devida à transmissão por meio de sementes do hospedeiro. Da mesma forma, 

Marshall et al. (1999) observaram que o fungo endofítico �eotyphodium sp. é sempre 

transmitido às plantas descendentes de Triticum.  

Os fungos endofíticos de ocorrência mais comum isolados dos tecidos dos 

algodoeiros transgênicos e não-transgênicos foram: Phomopsis archeri, Colletotrichum 

gloeosporioides, Curvularia lunata var. aeria e Pestalotiospsis maculans. Espécies de 

fungos endofíticos pertencentes aos gêneros Phomopsis, Fusarium, Phoma, 

Cladosporium e Pestalotiopsis já foram também isolados como endofíticos, por outros 

autores, a partir de folhas e caules de espécies de Gossypium (G. australe, G. bickii, G. 

nelsonii, G. sturtianum). Outros fungos, entretanto, incluindo Alternaria, 

Botryosphaeria e Dichomera, descritos como endofíticos de plantas de algodão, não 

foram encontrados neste trabalho (MCGEE, 2002; WANG et al., 2007). 

Este é o primeiro estudo em que Acremonium fusidioides, Acremonium kiliense, 

Curvularia lunata var. aeria, Fusarium lateritium, Fusarium moniliforme, Guignardia 

bidwellii, �igrospora sphaerica, Rhodotorula glutinis, Talaromyces sp., Tritirachium 

orysae e Xylaria sp. foram registrados como endofíticos do gênero Gossypium sp., 

apesar de serem fungos comumente encontrados em outros vegetais. 
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Desse modo, mais de 50 % dos fungos isolados nesse trabalho ainda não haviam 

sido relatados como endofíticos de algodoeiro. Essa dinâmica da população de fungos 

endofíticos pode estar relacionada com algumas propriedades do hospedeiro como a 

variação da composição química (ESPINOSA-GARCIA; LANGENHEIM, 1990) e as 

condições fisiológicas (LAPPALAINEN et al., 1999). As condições ambientais também 

podem influenciar na dinâmica da comunidade fúngica endofítica tanto no tempo como 

no espaço e sua composição de espécie pode ser alterada de um ano para outro 

(KINKEL, 1991).  

Em relação à especificidade de colonização por órgão amostrado, dentre as 

espécies encontradas em algodoeiro, tanto no Bt como no não-Bt, as mais frequentes em 

raízes, caules, folhas, flores e sementes de plantas de algodão foram: Phoma destructiva 

Plowr em raízes (11,4%), Phomopsis archeri Sutton em caules (16,8%) e em folhas 

(22,9%), �igrospora sphaerica em flores (34,52%) e Curvularia lunata var. lunata em 

sementes (57,78%). As espécies Colletotricum gloeosporioides, Curvularia lunata var. 

lunata, Fusarium lateritium, Pestalotiopsis maculans, Phoma destructiva, P. glomerata 

e Phomopsis archeri foram generalistas, sendo encontradas em todos os tecidos. 

 Demonstraram especificidade: Acremonium fusidioides, presentes apenas em 

caule; Fusarium moniliforme, em folhas; e Xylaria sp. em folha. Alguns fungos 

parecem demonstrar certa especificidade por determinados órgãos vegetais (CLAY; 

SCHARDL, 2002; RODRIGUES, 1994; RODRIGUES; SAMUELS, 1990), resultado 

também obtido por Felizardo (2005), que, trabalhando com arnica mineira (Licnophora 

pinaster), verificou a presença de Glomerella cingulata apenas em amostras 

provenientes de folhas. Segundo Magalhães et al. (2008), que verificaram a presença de 

fungos endofíticos em candeia (Eremanthus erythropappus), os gêneros Alternaria e 

Fusarium demonstraram especificidade em semente, �igrospora e Aspergillus em folha 

e Dothiorella em caule. 

Os fatores que podem ser importantes para estabelecer tal especificidade por 

determinados órgãos vegetais, incluem a estrutura, textura, fisiologia e bioquímica de 

cada órgão, bem como a capacidade de utilização de substratos específicos pelo fungo 

(PETRINI; CARROLL, 1981; STONE, 1987; RODRIGUES, 1994).  

Em relação à época de coleta, as espécies mais freqüentes foram: Pestalotiopsis 

maculans  (Corda) Nag Raj (29,33%) na fase de pré-floração; Phomopsis archeri Sutton  
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(35,09) na fase de floração e (10,47%) na fase de maturação e abertura dos capulhos; e 

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. (16,79%) na fase de formação de 

maçãs. 

Os endofíticos encontrados em associação com o algodoeiro neste estudo são 

representantes dos grupos Hyphomycetes, que predominou com um maior número de 

espécies identificadas (43,5%), seguido por Coelomycetes (26,1%), Ascomycota 

(17,4%), Zygomycota (8,70%) e Blastomycetes (4,35%).  

Não foi encontrado na comunidade amostrada nenhum representante do Filo 

Basidiomycota, indicando que as condições utilizadas podem ter desfavorecido o 

crescimento de basidiomycetos. Stuart (2006) encontrou resultados semelhantes ao 

avaliar a comunidade de fungos endofíticos de folhas de cana-de-açúcar transgênica 

(expressando resistência ao herbicida imazapyr) e convencional e os dados mostraram 

que o método dependente de meio de cultivo foi incapaz de detectar a presença de 

basidiomicetos.  

Alguns fungos não produziram estruturas reprodutivas, e por isso não foi 

possível identificá-los, sendo agrupados como fungos não-esporulantes. Também não 

foi possível identificar a espécie de determinados gêneros de fungos, como foi o caso de 

Xylaria sp., que não produziu estruturas reprodutivas necessárias à identificação, e 

Talaromyces sp., que não exibiu a fase assexuada. Os dados obtidos mostraram que os 

algodoeiros Bt e não-Bt apresentam uma importante diversidade fúngica (Figura 5). 
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Figura  5.    Fungos   endofíticos   isolados  de  folhas,   caules,   raízes,   flores   e   sementes   
        de    algodoeiros    (Bt   e   não-Bt).    A:  Acremonium kiliense;  B:  Acremonium  

         fusidioides; C: Cladosporium cladosporioides;    D: Curvularia lunata var. aeria;  
                   E: Fusarium  lateritium; F:  �igrospora  sphaerica; G:  Pestalotiopsis  maculans;  
        H:  Guignardia bidwellii;   I:  Xylaria sp.; J:    Tallaromyces sp.;      L:  Fusarium  

       oxysporum;   M: Lecanicillium lecanii;   �: Rhodotorula glutinis;    O: Phomopsis   

      archeri; P: Phoma eupyrena (Fotos: P. D. S. Vieira). 
 

 

 

 

Alguns gêneros de fungos endofíticos isolados nesse trabalho também foram 

constatados em outros hospedeiros em regiões tropicais (MARIANO et al., 1997; 

FRANKEN et al., 1998; GUIMARÃES, 1998; MEDEIROS-GALVÃO, 1998; 

RODRIGUES; SAMUELS, 1999; DRUMOND et al., 2000; MAGALHÃES, 2000; 

ARAÚJO et al., 2001; CASSA-BARBOSA, 2001; PHOTITA et al., 2001; COSTA-

NETO, 2002; RONDON, 2003; CRUZ, 2004; RUBINI et al., 2005; SILVA et al., 2006; 

CARDOSO et al., 2009).  

Os fungos Curvularia lunata var. aeria (Wakker) Boedijn e Fusarium foram 

isolados por Paz Junior e Menezes (2005) associados internamente a sementes de 

girassol.  

O gênero Colletotrichum tem sido frequentemente isolado em outras plantas, 

sendo encontrado entre os fungos endofíticos de folhas de banana, soja, manga, café, 
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maçã e ainda em plantas medicinais Artemisia anuua, A. mongolica, Himatanthus 

sucuuba e Hetersmilax japonica (BUSSABAN et al., 2001, SANTAMARIA; 

BAYMAN, 2005; PHOTITA et al., 2004; LU et al., 2000). Araújo et al. (2005) também 

observaram maior abundância de Colletotrichum, além de Guignardia citricarpa e 

Cladosporium sp. entre os isolados endofíticos de folhas  de citros.  

As espécies Fusarium oxysporum (agente causador da murcha de Fusarium) e 

Phoma destructiva (= Phoma exigua) são descritos na literatura como saprófitas e 

fitopatógenos do algodoeiro, podendo ocorrer como patógenos latentes endofiticamente, 

e sob condições de estresse podem manifestar a doença na planta (SAIKKONEN et al., 

1998). A detecção dessas espécies citadas como patogênicas à cultura do algodoeiro 

indica que essas estão em latência e podem causar doenças quando as condições se 

tornarem favoráveis. É possível que estes organismos estejam em equilíbrio com outros 

componentes da micobiota da cultura, impedindo a caracterização de doenças. 

A presença do fungo Lecanicillium lecanii como endofítico de algodoeiro 

confirma o fato de que fungos entomopatogênicos estão presentes no interior dos 

tecidos de plantas e têm sido isolados como endofíticos em diversas partes das plantas. 

Alguns desses fungos ocorrem naturalmente como endofíticos, podendo exercer algum 

efeito sobre o desenvolvimento da planta hospedeira, ao passo que outros fungos são 

introduzidos nas plantas de diferentes maneiras, encontram-se ali acidentalmente, sem 

nenhuma função específica. Nesse caso, os insetos podem funcionar, hipoteticamente, 

como vetores dos esporos desses fungos (VEGA et al., 2008). 

A diversidade de fungos endofíticos encontrada no presente trabalho corrobora 

os resultados obtidos por Wang et al. (2007) em seus estudos com Gossypium spp.. 

Hawksworth (1993) reforça esses resultados quando menciona que a maioria da 

diversidade de fungos ainda não identificada encontra-se associada a plantas tropicais. 

Segundo Kinkel (1991), as altas temperatura e umidade da região tropical favorecem a 

comunidade endofítica. Um outro fator é que as plantas da região tropical estão mais 

sujeitas à pressão de inimigos naturais como fungos fitopatogênicos e, em resposta, 

muitas delas têm recorrido a defesas promovidas por substâncias antifúngicas 

produzidas, principalmente, por microrganismos endofíticos (COLEY; AIDE, 1989). 
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 A abundância e a diversidade fúngica endofítica observada em algodoeiro 

indica a ocorrência da interação mutualística endofítico-hospedeiro apesar de ainda não 

ser possível explicar o custo e o benefício da sua presença. Segundo Read (1999), os 

fungos endofíticos exercem um papel fundamental na manutenção da estrutura e do 

funcionamento dos órgãos vitais da planta e aumentam a resistência a inimigos naturais. 

De acordo com Redman (2001), as chances de sobrevivência das plantas seriam 

mínimas sem essas associaçõs simbióticas, uma vez que existe uma pressão muito 

grande por parte dos fungos fitopatogênicos. Clay (1992) sugeriu que os fungos 

endofíticos sobrevivem primariamente sobre o fluxo de nutrientes dos tecidos da planta. 

No entanto, os mecanismos dessa interação endofítico-hospedeiro ainda não estão bem 

esclarecidos (MÜLLER et al., 2001). 

   Os resultados desse estudo indicam que os efeitos da transgenia e da idade das 

plantas são independentes, não sendo observada interação entre esses fatores.  

Conforme alguns trabalhos têm relatado (LOTTMANN et al., 1999, 2000; HEUER, 

2002; RASCH et al., 2006), os efeitos detectados parecem ser secundários quando 

comparados com a variação decorrente da sazonalidade, de forma que a comunidade 

fúngica parece ser muito mais dependente da idade da planta do que da transgenia. 

Os resultados apresentados neste trabalho representam o primeiro relato sobre a 

composição de fungos endofíticos associados a plantas de algodoeiro Acala 90 e Acala 

90B e também traz contribuições para o conhecimento dos impactos que plantas 

transgênicas sobre a comunidade de fungos endofíticos. 

 

4.3.  Quantificação da Proteína Cry1Ac 

 

Os procedimentos de extração e a quantificação da proteína Cry1Ac por ELISA 

permitiram confirmar que a planta de algodão Bt produziu essa proteína em todos os 

órgãos amostrados, o que comprova a existência de tal proteína interagindo com os 

fungos endofíticos. Os níveis de proteína Cry1Ac foram variáveis entre os diferentes 

órgãos da planta de algodão Bt e as folhas exibiram os maiores níveis de proteína em 

todos os estádios de desenvolvimento da planta, quando comparada aos caules e raízes 

do algodoeiro Bt (Figura 6).  
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       Figura 6.   Expressão  da  proteína  Cry1Ac  em  diferentes  órgãos  da  planta       

                            de    algodão    transgênico    (Bt),    em   função  dos  estádios    de  

                          desenvolvimento do vegetal. 

 

 

As flores de algodão Bt apresentaram uma média de aproximadamente 

1,11±0,03 µg de proteína/g de peso fresco. E as sementes, 0,04±0,04 µg de proteína/g 

de peso fresco. 

Alguns estudos mostram que a expressão da toxina Cry1Ac ocorre em todos os 

estádios de desenvolvimento da cultura (HILBECK et al., 2006; AVILA, 2007), mas é 

variável entre os órgãos da planta de algodão Bt (ADAMCZYK; SUMERFORD, 2001), 

confirmando os dados obtidos no presente estudo. Dessa maneira, a interação 

microrganismo-planta em diferentes estádios fenológicos e partes da planta deve ser 

amplamente considerada, dadas as diferenças no comportamento da planta.   

Os resultados demonstrados aqui sugerem que não existe correlação entre a 

quantidade e diversidade de fungos endofíticos com a quantidade de proteína Cry1Ac 

produzida pelo algodoeiro, pois o aumento ou diminuição da atividade microbiana nem 
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sempre acompanha os níveis de proteína Cry exibidos pela planta de algodão Bt, uma 

vez que, por exemplo, nas folhas (parte da planta que exibiu maior quantidade de fungos 

endofíticos), foram detectados no primeiro estádio de desenvolvimento da cultura, altos 

níveis de Cry1Ac e baixa abundância e diversidade de fungos, e no último estádio de 

desenvolvimento foram detectados altos níveis de proteína e alta abundância e 

diversidade de fungos endofíticos, conforme foi mostrado na Figura 6.  

A menor densidade de fungos endofíticos nas raízes, nas últimas fases de 

desenvolvimento da planta, pode estar relacionada à maior atividade radicular da planta 

durante estes estádios e, consequentemente, maior liberação de exsudados. Conforme 

descrito na literatura, a composição e a quantidade dos exsudados da planta varia entre 

espécies e estádio de desenvolvimento da planta e os exsudados radiculares têm um 

profundo efeito sobre a microbiota da rizosfera (JAEGER; EGGERT, 2002). 

   Diversos estudos demonstram a heterogeneidade de respostas da microbiota 

associada ao cultivo de plantas transgênicas e enfatizam a importância de se investigar 

cada evento de transformação (HILBECK et al., 2006).    

Em algodoeiro não-Bt Acala 90 não foi detectada a presença da proteína 

Cry1Ac. 
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4.4.  Caracterização Enzimática dos Fungos Endofíticos 

 

Os índices enzimáticos obtidos para as enzimas hidrolíticas extracelulares lipase, 

protease e amilase pelos isolados endofíticos podem ser verificados na Tabela 6. 

 
Tabela 6. Índices enzimáticos quanto a atividade proteolítica, lipolítica e amilolítica de 

fungos endofíticos isolados de raízes, caules, folhas, flores e sementes de 
algodoeiro transgênico (Bt) e não-transgênico (não-Bt), após 4 dias de 
incubação à temperatura de 28ºC em meios específicos para cada enzima. 

Fungo  Hospedeiro     Ie** 
L* P* A* 

Acremonium fusidioides                  Caule NBt                   Nc 0,4 0,3 
Acremonium fusidioides                  Caule Bt                      Nc 0,5 0,3 
Acremonium kiliense                       Flor NBt                      Nc 0,4 0,4 
Acremonium kiliense                       Raiz Bt                        Nc 0,6 0,9 
Colletotrichum gloeosporioides      Folha NBt                 1,5 1,6 0,8 
Colletotrichum gloeosporioides      Caule Bt                    1,4 1,3 0,7 
Curvularia lunata var. aeria           Caule Bt                    Nc 0,6 0,8 
Curvularia lunata var. aeria           Flor NBt                    Nc 0,6 0,3 
Curvularia lunata var. aeria           Semente Bt                Nc 0,9 0,3 
Cladosporium cladosporioides       Raiz Bt                      0,1 2,6 3,0 
Cladosporium cladosporioides        Raiz NBt                    0,1 2,9 3,5 
Fusarium lateritium Flor NBt                   0,1 0,4 Nc 
Fusarium lateritium                        Caule Bt                    0,1 0,4 Nc 
Fusarium moniliforme                                                  Folha NBt                  Nc 0,2 0,3 
Fusarium oxysporum                      Folha NBt                 0,3 0,2 0,1 
Fusarium oxysporum                      Caule Bt                    0,4 0,2 0,1 
Guignardia bidwellii                        Folha Bt                     0,7 Nc 2,2 
Guignardia bidwellii                      Caule NBt                  Nc 1,5 2,1 
Glomerella cingulata                      Folha NBt                 1,3 0,9 0,8 
Glomerella cingulata                      Caule Bt                    1,3 0,6 0,9 
�igrospora sphaerica                     Flor NBt                    Nc 0,4 0,2 
�igrospora sphaerica                      Semente NBt               Nc 0,4 0,2 
�igrospora sphaerica                     Folha Bt                     Nc 0,3 0,2 
Pestalotiopsis maculans                   Folha NBt                   1,7 0,4 0,9 
Pestalotiopsis maculans                   Flor NBt                     1,9 0,3 0,6 
Pestalotiopsis maculans                   Semente Bt                 2,5 0,3 0,5 
Phoma destructiva                          Raiz Bt                       0,2 0,1 2,0 
Phoma destructiva                          Raiz NBt                    0,2 0,1 2,2 
Phoma eupyrena                       Flor Bt                             0,3 0,2 0,2 

Phoma eupyrena Raiz NBT Nc 0,3 0,2 
Phoma glomerata                             Semente Bt                  0,3 0,3 2,2 

Phoma glomerata                             Flor NBt                      0,2 0,4 2,1 
Rhizopus microsporus                      Raiz NBt                      0,5 0,6 0,2 
Rhizopus microsporus                     Raiz Bt                       0,4 0,5 0,2 
Rhizopus stolonifer                          Raiz NBt                    0,7 0,5 0,6 
Rhizopus stolonifer                          Raiz Bt                       0,8 0,5 0,3 
Rodothorula glutinis                       Flor NBt                     1,5 0,3 Nc 
Rodothorula glutinis                       Folha Bt                     1,1 0,3 Nc 
Verticillium lecanii                          Folha NBt                  0,3 1,5 0,5 
Verticillium lecanii                          Raiz Bt                       0,3 1,7 0,4 

* L= lipase; P= protease; A= amilase. 
** Ie= diâmetro da colônia/diâmetro da colônia+halo x 100. Médias de três repetições. 
 Nc= não cresceu.   
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Do ponto de vista prático, existem várias propostas para determinar a atividade 

enzimática por difusão radial em meio sólido. Os fatores determinantes que viabilizam 

esta seleção incluem a correlação direta entre o tamanho do halo e a capacidade 

degradativa dos microrganismos (CESKA, 1971; NETO; CUNHA, 1987; LIN et al., 

1991). 

Para a detecção do halo de degradação formado pelos fungos para as atividades 

proteolíticas e amilolíticas foi indispensável o uso dos reveladores, uma vez que a 

visualização do halo depende de vários fatores, além da composição do meio de cultura. 

Algumas substâncias químicas do meio de cultura podem interferir no corante 

proporcionando resultados falso-positivos (NEIROTTI; AZEVEDO, 1988).  

A zona mais clara ao redor das colônias corresponde ao halo de degradação das 

enzimas testadas (Figura 7).  

 

  

 

  Figura 7.  Halos de degradação produzidos pela  ação de enzimas  hidrolíticas extracelulares    
                   de  fungos endofíticos isolados de algodoeiro (Bt  e  não-Bt),  após     4     dias   de          
                  incubação  a  temperatura  de  28ºC.    A:    Atividade Lipolítica;   B:   Atividade  
                  Proteolítica; C: Atividade Amilolítica. 
 

 

 

Com base nos índices enzimáticos obtidos, observou-se que nem todos os fungos 

endofíticos analisados exibiram atividade lipásica, dos quarenta isolados testados, onze 

não cresceram no meio para detecção desta atividade e vinte e nove (72,5%) 

apresentaram atividade lipolítica, dentre estes se destacou Pestalotiopsis maculans 

isolado de semente de algodoeiro transgênico Bt por apresentar o maior índice 

enzimático (2,5), enquanto que os isolados de Cladosporium cladosporioides obtidos de 

raiz de algodoeiro convencional e de algodoeiro transgênico Bt, e Fusarium lateritium 

isolado de flor de algodoeiro convencional e caule de algodoeiro Bt, apresentaram os 

menores índices (0,1 todos). Segundo Rollof et al. (1987) a produção de lipases por 



VIEIRA, P. D. S.             Fungos Endofíticos Associados ao Algodoeiro...                                 71 
 

 
 

microrganismos não tem função totalmente conhecida, mas está relacionada com a 

localização e possibilidade de expansão da infecção em fungos patogênicos. Esta 

enzima é importante na quebra das ligações ésteres, que ligam os monômeros de ácidos 

graxos formadores da cutina encontrada na cutícula dos frutos. 

A maioria (95%) dos fungos endofíticos analisados exibiram atividade 

proteolítica e dentre os isolados testados, Cladosporium cladosporioides obtido de raiz 

de algodoeiro transgênico não-Bt, apresentaram os maiores índices (2,6 e 2,9), 

entretanto os isolados de Phoma destructiva obtidos de raiz de algodoeiro convencional 

e transgênico Bt, apresentaram o menor índice (0,1).  

Pouco é conhecido sobre o papel das proteases na penetração dos fungos nas 

plantas, porém, vale ressaltar que as proteases são complexos enzimáticos relativamente 

mais estudados em fungos e são de grande importância em processos industriais 

(Griffin, 1994).  

Dentre os fungos testados, 27,75 % exibiram halo, evidenciando a degradação 

do amido, e dentre estes, destacaram-se os isolados de Cladosporium cladosporioides 

de raiz de algodoeiro transgênico não-Bt por apresentar o maior índice (3,5), enquanto 

que os isolados de Fusarium oysporum obtidos de caule de algodoeiro transgênico Bt e 

não-Bt apresentaram o menor índice (0,1).  

A produção de amilase por fungos filamentosos varia de acordo com o gênero e 

a espécie (Griffin, 1994) e, segundo Dianese (1989), as amilases são comuns em fungos, 

permitindo a hidrólise do amido até glucose. 

Alguns isolados não cresceram nas condições deste experimento, contudo 

quando cultivados em BDA apresentaram um crescimento normal. 

Dentre os isolados testados para detecção enzimática, o melhor resultado foi 

obtido pelos isolados de Cladosporium cladosporioides obtidos de raiz de algodoeiro 

convencional e transgênico Bt, que produziram os maiores índices enzimáticos para 

duas das três enzimas testadas, sendo um microrganismo promissor a ser usado em 

diferentes setores da indústria biotecnológica. 

Essas enzimas hidrolíticas clivam diferentes ligações químicas, em presença de 

água. Elas são produzidas por uma grande diversidade de espécies, em meio líquido e 

em   meio  sólido,  e  atuam  sobre  diferentes  substratos. Durante  o  curso  da presente                                          
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investigação foi verificado que a habilidade de várias espécies de fungos em produzir 

enzimas é bastante variável. Existem estudos que relatam uma possível associação entre 

a alta atividade enzimática dos isolados fúngicos com o alto potencial de virulência 

desses fungos, que, mediante condições favoráveis, podem atuar como fitopatógenos de 

plantas (GRIFFIN, 1994). 

O fato de alguns fungos endofíticos terem apresentado atividade lipolítica, 

proteolítica e amilolítica, não caracteriza a fitopatogenicidade, pois, de acordo com 

Annis e Goodwin (1997), as diferentes izoenzimas de cada grupo de enzimas que 

degradam a parede celular podem ter diferentes funções incluindo a obtenção de 

nutrientes durante o crescimento saprofítico. 

Os resultados encontrados nesse estudo estão de acordo com outros trabalhos 

que relatam diversos gêneros de fungos filamentosos como fontes de lipases, proteases e 

amilases como, por exemplo, Rhizopus, Fusarium, Colletotrichum, Acremonium e 

�igrospora (PASTORE et al., 2003, SILVA et al., 2006).  

Os fungos com potencial em produzir enzimas extracelulares conseguem 

penetrar por meio da superfície intacta da planta mostram-se aptos a degradar 

enzimaticamente essa barreira pela produção das enzimas, o que constitui, para alguns, 

um fator de patogenicidade importantes na penetração e colonização dos hospedeiros 

(PASCHOLATI, 1995). 

As enzimas degradadoras de parede celular parecem ser importantes na 

penetração e colonização dos fungos no hospedeiro. Entretanto, a extensão na qual a 

produção dessas enzimas determina a patogenicidade ainda não está clara (ISAAC, 

1992). 

Dessa maneira, a habilidade de um fungo secretar enzimas degradadoras de 

parede celular in vitro permite a caracterização da enzima, mas não comprova o seu 

envolvimento no processo patogênico. Similarmente, a degradação de paredes celulares 

ou tecidos isolados do hospedeiro por filtrados fúngicos ou enzimas purificadas não 

comprova um papel na infecção (COOPER, 1984).     
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5. CO�CLUSÕES 

 

• A modificação genética do algodoeiro transgênico Bt não influencia a 

composição, riqueza e diversidade de fungos endofíticos cultiváveis 

associados ao algodoeiro, durante as fases de desenvolvimento da cultura; 

 

• O tipo de órgão vegetal e a idade da planta influenciam na composição dos 

fungos endofíticos encontrados no algodoeiro convencional e no Bt. E a 

quantidade de fungos endofíticos associados tanto ao algodoeiro 

convencional quanto ao Bt aumenta ao longo do ciclo de vida da cultura, 

sendo maior nas folhas e durante a fase de maturação da planta com abertura 

dos capulhos; 

 

• A proteína Cry1Ac é produzida em todos os órgãos vegetais do algodoeiro Bt 

e durante todos os estádios de desenvolvimento da cultura, mas não influencia 

na comunidade de fungos endofíticos do algodoeiro; 

 
• Cladosporium cladosporioides, isolado de raízes dos algodoeiros transgênico e 

não-transgênico, é um fungo promissor para o uso em diferentes setores da 

indústria biotecnológica, uma vez que apresenta índice enzimático alto para as 

enzimas protease e amilase; e Pestalotiopsis maculans isolado de semente 

transgênica, para a enzima lipase.  

 
• A ocorrência de fungos endofíticos em sementes de algodoeiro sugere que há 

transmissão vertical desses microrganismos por meio das sementes. 

 

• As espécies mais frequentes em algodoeiro tanto Bt quanto não-Bt são: 

Phoma destructiva em raízes, Phomopsis archeri em caules e em folhas, 

�igrospora sphaerica em flores e Curvularia lunata var. lunata em sementes. 
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