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Resumo 

Fungos endofíticos são aqueles que colonizam o interior de tecidos vegetais por pelo 

menos uma fase de seu ciclo de vida sem causar sintomas aparentes de doença. Estes 

fungos exercem importantes papéis ecológicos e fisiológicos na interação com suas 

plantas hospedeiras e são potenciais fontes de metabólitos secundários bioativos de 5 

interesse farmacológico e agrícola. Dentre os critérios existentes para a seleção da 

espécie hospedeira alvo para isolamento de seus fungos endofíticos destacam-se as 

plantas medicinais, bem como aquelas que ocorrem em regiões de grande 

biodiversidade. Lafoensia pacari, planta medicinal encontrada no Pantanal Mato-

grossense, é utilizada principalmente para o tratamento de distúrbios gástricos por meio 10 

do macerado das folhas e da casca. Considerando o exposto, este trabalho objetiva-se 

por caracterizar a comunidade de fungos endofíticos associados à L. pacari, bem como 

avaliá-la como fonte de metabólitos antiparasitários, antivirais e herbicida. A partir de 

fragmentos de folhas, cascas e sementes de L. pacari foram isolados 236 fungos 

filamentosos e três leveduras. A identificação dos fungos filamentosos foi realizada por 15 

meio do sequenciamento da região transcrita interna ITS-5.8S da região do gene do 

rRNA, bem como pelo sequenciamento parcial do gene da β-tubulina. As leveduras 

foram submetidas ao sequenciamento dos domínios D1/D2 da subunidade maior do 

DNA ribossomal. Sessenta táxons de fungos filamentosos e três de leveduras foram 

identificados e pertencentes as classes Dothideomycetes, Sordariomycetes, 20 

Eurotiomycetes e Saccharomycetes (Ascomycota), Ustilaginomycetes (Basidiomycota) e 

Zygomycetes (Zygomycota). Os gêneros identificados com maior frequência foram 

Phyllosticta, Diaporthe, Lasiodiplodia, Colletotrichum, Pseudofusicoccum, Aspergillus 

e Penicillium. As sementes de L. pacari foram também germinadas em meios 

Murashige & Skoog (MS) e Wood plant (WP) para o isolamento de seus fungos 25 

endofíticos “verdadeiros” a partir das plântulas, das quais foram obtidos nove isolados 

pertencentes aos táxons Cladosporium sp. 1, Cladosporium sp. 2, Aspergillus sp. e 

Eremothecium gossypii. A diversidade da comunidade de fungos endofíticos associados 

a L. pacari apresentou-se alta, com grande riqueza de espécies edominância de alguns 

táxons, enquanto que para as plântulas estes índices foram menores. Extratos brutos 30 

diclorometânicos foram produzidos a partir de todos os isolados fúngicos obtidos das 

plantas no ambiente natural, e a partir das folhas e cascas de L. pacari. Já os isolados 

obtidos a partir das plântulas cultivadas in vitro foram submetidos à extração em acetato 
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de etila. Todos os extratos obtidos foram submetidos a ensaios biológicos a fim de 

avaliar as atividades antiparasitárias, antivirais e herbicida. Nenhum extrato apresentou 

atividade frente Leishmania amazonensis e o vírus da dengue. Quatro extratos 

pertencentes aos táxons Aspergillus aculeatus, Coniothyrium sp. e Valsariaceae sp. 

foram ativos frente Trypanosoma cruzi, os quais apresentaram alta eficiência e baixa 5 

citotoxicidade, sendo considerados promissores para o isolamento de substâncias 

tripanocidas. Os extratos também foram avaliados quanto à atividade herbicida frente a 

sementes de Latuca sativa (alface) e Allium schoenoprasum (cebolinha verde). Dos 

extratos avaliados, 49 apresentaram atividade herbicida, sendo que 14 inibiram 100% a 

germinação dos dois modelos estudados. Dentre os fungos bioativos, três endofíticos 10 

“verdadeiros” apresentaram atividade herbicida para alface. A partir dos resultados 

obtidos verifica-se que a planta medicinal L. pacari representa um promissor 

reservatório de diversificados fungos endofíticos capazes de produzir metabólitos 

bioativos que podem ser utilizados tanto para fins terapêuticos quanto para a agricultura. 

 15 

Palavras chave: fungos endofíticos, Lafoensia pacari, endofíticos “verdadeiros”, 

metabólitos secundários bioativos. 
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Abstract 

 

Endophytes are microorganisms that inhabit plant tissues during at least one stage of 

their life cycle and they do not cause any apparent symptom of disease on their hosts. 

They play important ecological and physiological roles in the interaction with their host 5 

plants and are a potential source of bioactive secondary metabolites of pharmacological 

and agricultural interest. The criteria for the selection of the target host species is a 

choice of medicinal plants and those that occur in regions of great biodiversity. 

Lafoensia pacari, a medicinal plant found in the little studied Pantanal Mato-Grossense, 

used for the treatment of gastric disorders by macerating the leaves and the bark. 10 

Considering the above, this work aims to characterize the community of endophytic 

fungi associated with L. pacari, as well as evaluating it as a source of antiparasitic, 

antiviral and herbicidal metabolites. From the fragments of leaves, bark and seeds of L. 

pacari, 236 filamentous fungi and 3 yeasts were isolated. They were identified by 

sequencing the internal transcribed region ITS-5.8S of the rRNA gene region, as well as 15 

by the partial sequencing of the β-tubulin gene. Yeasts were subjected to sequencing of 

the D1/D2 domains of the major subunit of ribosomal DNA. A total of 60 filamentous 

fungal taxa and tree yeast taxa were obtained, represented by the classes 

Dothideomycetes, Sordariomycetes, Eurotiomycetes, and Saccharomycetes 

(Ascomycota); Ustilaginomycetes (Basidiomycota); and Zygomycetes (Zygomycota). 20 

The most abundant genera were Phyllosticta, Diaporthe, Lasiodiplodia, Colletotrichum, 

Pseudofusicocum, Aspergillus and Penicillium. Lafoensia pacari seeds were germinated 

in the Murashige & Skoog (MS) and Wood plant (WP) media for the isolation of their 

“true” endophytes from the seedlings and nine isolates were obtained in the taxa 

Cladosporium sp. 1, Cladosporium sp. 2, Aspergillus sp. and Eremothecium gossypii. 25 

The diversity of the endophytic fungi community associated with L. pacari was high, 

with higher taxonomic richness values and lowest taxonomic dominance. For the 

seedlings, these indexes were lower, indicating lower diversity and higher dominance. 

The production of bioactive secondary metabolites was evaluated. Dichloromethane 

crude extracts were produced from all fungal isolates obtained from the leaves and 30 

barks of L. pacari. The isolates obtained from the seedlings cultured in vitro were 

extracted with ethyl acetate. All extracts were submitted to biological assays to evaluate 

antiparasitic, antiviral and herbicidal activities. No extract showed activity against 

Leishmania amazonensis and the dengue virus. Four extracts belonging to taxa 
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Aspergillus aculeatus, Coniothyrium sp. and Valsariaceae sp. were active against 

Trypanosoma cruzi, which present high efficiency and low cytotoxicity, because this the 

extracts were considered promising for the isolation of trypanocidal compounds. The 

extracts were also evaluated for herbicidal activity against the seeds of Latuca sativa 

(lettuce) and Allium schoenoprasum (chives). Forty nine extracts showed herbicidal 5 

activity, and 14 inhibited 100% of the germination of the both models used at the assay. 

Among the bioactive fungi, three “true” endophytes showed herbicide activity for 

lettuce. From the results obtained it is verified that the medicinal plant L. pacari 

represents a promising reservoir of diversified endophytic fungi capable of producing 

bioactive metabolites that can be used for both therapeutic and agricultural purposes. 10 

 

Key words: endophytic fungi, Lafoensia pacari, “true” endophyte, secondary bioactive 

metabolites. 
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1 Justificativa e Relevância 

 Micro-organismos endofíticos colonizam inter- e/ou extracelularmente tecidos 

saudáveis de plantas sem causar manisfestações aparentes de doença (Wilson, 1995). 

Considerando que as regiões tropicais e subtropicais abrigam a maior diversidade 

vegetal do planeta, a diversidade de fungos endofíticos nesta zona climática também 5 

pode ser considerada elevada, uma vez que todas as espécies de plantas vasculares 

examinadas até o momento apresentaram ao menos uma espécie de fungo endofítico 

associado (Rosa et al., 2011). Os fungos endofíticos coexistem com a planta hospedeira 

produzindo substâncias bioativas para protegê-la contra patógenos e herbívoros, além de 

atuarem como promotores de crescimento, permitindo que a planta cresça e sobreviva 10 

em condições desfavoráveis (Clay & Holah, 1999). 

 As interações entre os fungos endofíticos e as plantas hospedeiras podem 

promover alterações metabólicas que resultam na produção de moléculas bioativas 

passíveis de diferentes aplicações biotecnológicas e industriais (Paes et al., 2014). Mais 

da metade dos fármacos registrados são derivados de substâncias naturais ou estão 15 

relacionados a eles, e de um total de 1.073 pequenas moléculas registradas, apenas 36% 

são consideradas verdadeiramente sintéticas (Khazir et al., 2013). Por razões como 

estas, os fungos têm recebido especial atenção uma vez que têm sido reconhecidos 

como um repositório de novos metabólitos secundários com importância farmacêutica e 

na agricultura (Schulz et al., 2002; Strobel, 2002; Rosa, et al., 2010). Todavia, a 20 

aplicação dos fungos como produtos comerciais ainda é limitada, devido tanto à falta de 

financiamento para este campo de pesquisa, quando às regulamentações severas 

adotadas por diferentes países (Masi et al., 2018.) 

 As plantas medicinais há muito fazem parte na tradição da medicina popular 

brasileira e são consideradas como os primeiros recursos terapêuticos das populações. 25 

Entre elas, Lafoensia pacari A. St.-Hil (Lythraceae) é uma espécie que apresenta 

propriedades antimicrobiana, cicatrizante, anti-inflamatória, antitumoral, entre outras 

(Solon et al., 2000; Lima et al., 2006; Porfírio et al., 2009) e, desta forma, considerada 

como uma planta alvo promissora para obtenção de fungos endofíticos produtores de 

metabólitos bioativos. L. pacari pode ser encontrada no Pantanal Mato-grossense, uma 30 

paisagem natural pouco explorada, mas caracterizada por uma grande biodiversidade 

(Neto et al., 2008). 

 A partir do exposto acima, o presente trabalho tem como proposta caracterizar a 

diversidade e avaliar o potencial biotecnológico da comunidade de fungos endofíticos 
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associados a L. pacari coletada no Pantanal Mato-grossense, de modo a responder as 

seguintes questões: 

 

1. Qual a composição taxonômica e diversidade da comunidade de fungos 

endofíticos associados à L. pacari? 5 

2. Fungos endofíticos associados a L. pacari são boas fontes de metabólitos 

bioativos? 

3. Os metabólitos bioativos dos fungos endofíticos possuem alguma relação com as 

atividades e/ou metabólitos bioativos produzidos por L. pacari? 

 10 
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2   Revisão de Literatura 

2.1 Micro-organismos endofíticos 

 O termo “endofítico” é designado para os organismos que colonizam tecidos 

vivos de plantas sem causar efeitos negativos aparentes (Petrini, 1991). As primeiras 

evidências de uma possível relação de simbiose entre endofíticos e vegetais surgiram 5 

por meio da análise de tecidos fossilizados de caules e folhas de plantas superiores; a 

partir daí, algumas hipóteses sugeriram que esta relação se iniciou há centenas de 

milhares de anos, o que despertou a curiosidade em diversos pesquisadores numa 

tentativa cada vez maior de entender sua dinâmica (Strobel, 2006). 

 Os organismos endofíticos incluem protozoários, bactérias e fungos que podem 10 

passar parte ou todo o ciclo de vida colonizando os tecidos vivos de uma planta 

hospedeira, sem causar sintomas aparentes de doenças ou algum malefício (Tan &  Zou, 

2001). As bactérias e os fungos representam os endofíticos mais comuns, entretanto, os 

fungos são aqueles geralmente isolados com maior frequência (Strobel & Daisy, 2003).  

 A composição de micro-organismos endofíticos parece variar de acordo com a 15 

planta hospedeira. Dentro da mesma espécie vegetal eles não variam apenas de região 

para região, mas também se diferenciam devido às mudanças nas condições climáticas 

de uma mesma região (Chareprasert et al., 2006). Nos últimos anos, alguns estudos 

foram realizados para avaliar o padrão de colonização dos endofíticos nos tecidos 

vegetais, bem como seus efeitos sobre o crescimento das plantas. Essas publicações 20 

indiretamente sugerem sua importância para o hospedeiro e o ambiente (Nair & 

Padmavathy, 2014). 

De acordo com Nair & Padmavathy (2014), os micro-organismos endofíticos 

possuem variados papéis e aplicações, tais como: 

 25 

1) Fitoestimulação: possuem papel na captura de elementos essenciais para a planta 

hospedeira; 

2) Produção de pigmentos: Penicillium purpurogenum, isolado de Ginkgo biloba, 

foi capaz de produzir grande quantidade de pigmentos vermelhos solúveis que 

podem ser usados como fonte natural de corante; 30 

3) Produção de enzimas de importância comercial: lipases, amilases, proteases, 

peroxidases e celulases são produzidas por fungos endofíticos como 

Acremonium terricola, Aspergillus japonicas, Cladosporium cladosporioides, 

Cladosporium sphaerospermum, Fusarium lateritium, Monodictys castaneae, 
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Nigrospora sphaerica, Penicillium aurantiogriseum, Penicillium glandicola, 

Pestalotiopsis guepinii, Phoma tropica, Phomopsis archeri, Tetraploa aristata e 

Xylaria sp. 

4) Fonte de metabólitos bioativos: são capazes de produzir moléculas bioativas que 

são utilizadas pelas plantas na defesa contra patógenos; 5 

5) Agentes de controle biológico: são considerados eficientes agentes de controle 

biológico, estratégia alternativa para o controle químico; 

6) Ciclagem de nutrientes: possuem a habilidade de degradar compostos orgânicos 

incluindo celulose, lignina e hemicelulose; 

7) Biorremediação/biodegradação: possuem uma poderosa capacidade de degradar 10 

compostos recalcitrantes. 

 

2.2 Fungos endofíticos: diversidade e interação com a planta hospedeira 

 Fungos endofíticos são definidos como endossimbiontes que residem em tecidos 

internos de plantas de maneira assintomática durante ao menos uma fase do seu ciclo de 15 

vida (Petrini et al., 1992; Schulz & Boyle, 2005), sendo conhecidos representantes 

pertencentes aos filos Ascomycota, Basidiomycota, Glomeromycota e Zygomycota 

(Hardoim et al., 2015). Este grupo de micro-organismos exerce papéis fisiológicos 

(Malinowski et al., 2004) e ecológicos (Malinowski & Belesky, 2006; Tintjer & 

Rudgers, 2006) na simbiose com as plantas hospedeiras, podendo influenciar no 20 

desempenho e na forma da comunidade das mesmas. Os fungos endofíticos também 

conferem resistência aos estresses abióticos (temperatura, pH, pressão osmótica e 

períodos de seca), e bióticos (invasão por patógenos como bactérias, fungos, 

nematódeos e herbivoria por insetos) (Rodriguez et al., 2001). Tal resistência ocorre por 

meio da produção de uma série de metabólitos secundários que podem ajudar na defesa 25 

da planta hospedeira contra estas diferentes condições de estresses (Carroll & Carroll, 

1978; Redman et al., 2002; Strobel, 2003; Rodriguez et al., 2004; Marquez et al., 2007; 

Suwannarach et al., 2013). Entretanto, a importância ecológica desse grupo de fungos 

em diferentes ecossistemas ainda permanece mal caracterizada (Rosa et al., 2010; 

Almeida et al., 2014).  30 

De acordo com  Rodriguez e colaboradores (2009), os fungos endofíticos podem 

ser classificados em dois grupos principais, os quais são discriminados com base em 

suas diferenças nas relações evolutivas, taxonômicas, interação com a planta hospedeira 

e funções ecológicas, tais como: (1) fungos claviciptaceos (C-endofíticos), os quais são 
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capazes de colonizar apenas algumas espécies de gramíneas; e (2) fungos não 

claviciptaceos (NC-endofíticos), que são encontrados vivendo de forma assintomática 

em tecidos de plantas avasculares, vasculares sem sementes, gimnospermas e 

angiospermas. 

 Os C-endofíticos pertencem à família Clavicipitaceae (Hypocreales; 5 

Ascomycota), dos quais muitas espécies são capazes de produzir moléculas bioativas, 

principalmente os gêneros Cordyceps, Balansia, Epichloë/Neotyphodium, Claviceps e 

Myriogenospora. Em contraste, os NC-endofíticos formam um grupo que ainda não foi 

bem definido taxonomicamente, mas que a maioria das espécies pertence aos filos 

Ascomycota e Basidiomycota, representados por diferentes gêneros como Alternaria, 10 

Arthrobotrys, Aspergillus, Cladosporium, Colletotrichum, Coprinellus, Curvularia, 

Fusarium, Paecilomyces, Penicillium, Phanerochaete, Phoma, entre outros. 

 A diversidade biológica dos fungos endofíticos, especialmente em florestas 

tropicais e temperadas, é enorme (Strobel, 2003), ao considerar que estes fungos tem 

potencial para serem encontrados em cerca das 300 mil espécies de plantas terrestres 15 

estimadas (Strobel & Daisy, 2003). Estudos relatam que os fungos endofíticos estão 

associados com plantas há mais de 400 milhões de anos (Strobel, 2006), e estimativas 

recentes baseadas em diferentes métodos moleculares aliados ao sequenciamento de alta 

performance sugerem a existência de até 5,1 milhões de espécies de fungos de maneira 

ubíqua em plantas ao longo do globo terrestre (O’Brien et al., 2005; Blackwell, 2011). 20 

Em um levantamento bibliográfico realizado por Nair e Padmathy (2014) foi mostrado 

que de um modo geral, os gêneros que são isolados com maior frequência como fungos 

endofíticos são em geral Phomopsis, Cladosporium, Colletotrichum, Phyllosticta, 

Penicillium e Acremonium. Já para as regiões tropicais a grande maioria pertenece ao 

filo Ascomycota, principalmente aos gêneros Alternaria, Botryosphaeria, 25 

Colletotrichum, Fusarium, Diaporthe/Phomopsis, Nodulisporium, Pestalotia, Phoma, 

Phyllosticta, Trichoderma e Xylaria, os quais são os mais comumente encontrados 

(Suryanarayanan et al., 2002). A diversidade taxonômica exibida por estes fungos faz 

deles alvos especiais na busca de produtos naturais bioativos de interesse na indústria 

farmacêutica e na agricultura (Peláez et al., 1998; Rosa et al., 2012). 30 

As comunidades dos fungos endofíticos podem ser divididas em dois grandes 

grupos básicos: os (1) fungos generalistas, os quais são encontrados em alta abundância 

entre plantas de espécies diferentes; e (2) os singletos, que são encontrados em baixa 

abundância e em uma planta hospedeira específica. Acredita-se que as plantas tropicais 
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abrigam uma população altamente diversificada de endofíticos, principalmente singletos 

(Dreyfuss & Chapela, 1994).  

 A composição dos fungos endofíticos parece refletir a interação dos mesmos 

com as espécies hospedeiras, a distância geográfica e os fatores climáticos (U'ren et al., 

2012), dos quais temperatura e umidade são as variáveis mais importantes para explicar 5 

a diversidade fúngica (Talley et al., 2002). Além disso, muitos micro-organismos 

endofíticos exibem padrões de diferenciação genética, morfológica e funcional 

relacionadas com a distribuição de seus hospedeiros (Papke & Ward, 2004). A 

comunidade endofítica é então um reflexo do estado fisiológico da planta hospedeira 

que pode mostrar variações ao longo das estações climáticas devido a fatores como 10 

disponibilidade de água, nutrientes, luz, temperatura, entre outros (Vieira et al., 2012). 

 É válido ressaltar também que alguns estudos têm demonstrando diferentes 

padrões na preferência do fungo pela planta hospedeira e /ou tecido vegetal, variando de 

alta (Mckenzie et al., 2000; Su et al., 2010) a baixa especificidade tecidual (Cannon & 

Simmons, 2002). A retirada de espécies vegetais de seu ambiente natural resulta em 15 

plantas mais susceptíveis ao ataque por diferentes patógenos, uma vez que podem 

ocorrer perturbações nas comunidades endofíticas específicas ou aquelas provenientes 

de uma co-evolução (Taylor et al., 1999). 

De acordo com Schulz e Boyle (2005), a interação entre o endofítico e o seu 

hospedeiro resulta de um antagonismo balanceado, em que os mecanismos de defesa da 20 

planta hospedeira estão em equilíbrio com os fatores de virulência do fungo. Para o 

estabelecimento de uma associação bem sucedida entre a planta e um fungo presente no 

ambiente é necessário que haja, primeiramente, um encontro físico entre eles, seguido 

pela superação de várias barreiras físicas e químicas. (Kusari et al., 2012). Para Schulz e 

Boyle (2005), a hipótese do antagonismo balanceado foi inicialmente proposta para 25 

demonstrar como um endófito poderia evitar a ativação dos mecanismos de defesa do 

hospedeiro, garantindo assim a sua própria prevalência antes de ser inibido pelos 

metabólitos tóxicos do hospedeiro, assim como para garantir seu crescimento no tecido 

vegetal sem causar manifestações visíveis de infecção ou de doença. Esta fase é apenas 

um período transitório em que fatores ambientais desempenham um papel importante 30 

para desestabilizar tal delicado equilíbrio antagônico (Kusari et al., 2012). Além disso, 

alguns fungos são capazes de criar um mecanismo de defesa para sua prevalência, 

sugerindo a ocorrência de uma coexistência estável (Sirikantaramas et al., 2009). Neste 

contexto, a produção de metabólitos secundários pelos fungos parece ajudá-los a 
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sobreviver no interior da planta hospedeira (Strobel  & Daisy, 2003; Kusari et al., 

2012).  

 Se os mecanismos de defesa da planta se contrapuserem completamente aos 

fatores de virulência do fungo, o último pode não resistir e morrer; ao contrário, se a 

planta sucumbir à virulência do fungo, a relação planta/patógeno pode levar a planta à 5 

doença, e neste caso, o fungo torna-se um fitopatógeno (Kusari et al., 2012). Entretanto, 

o mecanismo oposto, pelo qual um fungo patogênico poderia tornar-se endofítico ainda 

não está elucidado. 

 Schulz e colaboradores (2015) propõem que para se estabelecerem de maneira 

assintomática dentro da planta hospedeira, os fungos endofíticos precisariam manter um 10 

antagonismo balanceado não apenas com a planta hospedeira, como também com os 

outros micro-organismos competidores que vivem em associação com a planta, sejam 

eles fungos ou bactérias, tanto patógenos como endofíticos. Assim, os metabólitos 

secundários são fatores importantes para a manutenção do equilíbrio, resultando em 

uma simbiose compatível e uma planta saudável (Figura 1). Estas interações ajudam a 15 

explicar o porquê dos metabólitos antibacterianos e antifúngicos produzidos pelos 

fungos endofíticos, uma vez que eles não despenderiam energia na produção de 

metabólitos que não tivessem uma função in situ. Estudos adicionais ainda se fazem 

necessários para elucidar as vias metabólicas e de sinalização envolvidas nessas 

interações. 20 
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Figura 1. Hipótese do múltiplo antagonismo balanceado envolvendo os fungos 

endofíticos (Shulz et al., 2015). 

 

 Ainda assim, algumas interações podem ser neutras e alguns endofíticos (como 5 

por exemplo, Laphodermiun piceae) parecem ser decompositores latentes que passam a 

atuar após a morte do tecido da planta hospedeira (Deckert et al., 2001; Korkama-Rajala 

et al., 2008; Promputtha et al., 2010). Além disto, alguns estudos demonstram que 

fungos transmitidos verticalmente (de forma sistêmica por sementes) tendem a 

desenvolver uma relação mutualística com seus hospedeiros, enquanto que aqueles 10 

transmitidos horizontalmente (forma não sistêmica, por esporos) são mais propensos a 

apresentarem uma relação antagonista (Rodriguez et al., 2009). 

 Como os fungos endofíticos exibem uma grande diversidade é de se esperar que 

a partir deles sejam descobertas importantes novidades biológicas. A possibilidade de 

isolamento de novos e eficazes metabólitos naturais a partir de endofíticos ainda não 15 

explorados têm encorajado pesquisadores a investirem em estudos neste campo de 

pesquisa (Katoch et al., 2014). 

 



13 

 

2.3 Metabólitos secundários bioativos produzidos por fungos endofíticos associados 

a plantas medicinais 

 Os produtos naturais são definidos como os compostos químicos produzidos por 

organismos vivos. Estes podem ser tanto provenientes do metabolismo primário quanto 

do metabolismo secundário. Um metabólito primário corresponde àquele sintetizado 5 

durante a fase de crescimento do organismo, enquanto que o metabólito secundário é 

definido como uma substância de baixo peso molecuar produzido a partir da fase 

estacionária de crescimento do organismo (Lam, 2007; Selim et al., 2012; Nisa et al., 

2015). Apesar de não estarem relacionados com o crescimento, os metabólitos 

secundários são frequentemente substâncias bioativas que desempenham funções 10 

importantes na defesa, competição, sinalização e interações ecológicas (Clardy & Walsh 

2004; Bérdy 2005).  

 A descoberta de diferentes produtos naturais tem desempenhado papel 

importante na busca de novos fármacos e pode ser considerada como a fonte mais 

promissora para a descoberta de novas moléculas bioativas (Selim et al., 2012). Neste 15 

contexto, os fungos representam um recurso chave para a exploração de moléculas com 

diferentes atividades biológicas, uma vez que são capazes de produzir metabólitos 

secundários complexos, dos quais poucos podem ser obtidos por meio da síntese 

química (Rosa et al., 2011). Esta característica os tornam alvos atrativos para a 

descoberta de novas classes de produtos naturais bioativos, e dentre a diversidade de 20 

fungos bioativos, grande destaque é dado para os fungos tropicais, e entre eles, os 

fungos endofíticos têm se mostrado importantes para a triagem de diferentes atividades 

biológicas (Tenguria et al., 2011; Nisa et al., 2015). Muitas classes de substâncias 

químicas já foram isoladas de fungos endofíticos, tais como esteroides, xantonas, fenóis, 

isocumarinas, derivados de perileno, quinonas, depsipeptídeos, heterociclos 25 

nitrogenados, terpenóides e alcaloides (Santos et al., 2003; Shulz & Boyle 2005; Gao et 

al., 2018).  

 De acordo com Strobel & Daisy (2003) devem-se considerar alguns critérios 

para a seleção da planta hospedeira alvo, os quais incluem: 

 30 

 Plantas endêmicas de determinadas regiões que apresentem longevidade incomum; 

 Plantas de ambientes peculiares, especialmente aquelas que apresentam estratégias 

de sobrevivência pouco comuns; 
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 Plantas cujo desenvolvimento se dá em áreas de grande biodiversidade, tal como 

em florestas temperadas e tropicais; 

 Plantas que apresentam um histórico etnobotânico, ou seja, que são 

tradicionalmente utilizadas como medicamento por tribos indígenas, grupos étnicos 

e pela população de um modo geral. Estas plantas vêm sendo escolhidas a partir de 5 

relatos da literatura e por meio do contato direto estabelecido com a população que 

as utilizam. 

 

 Fungos endofíticos associados a plantas medicinais são capazes de produzir 

metabólitos com diferentes atividades biológicas, tais como: antibacteriana (Clark et al., 10 

2013), antifúngica (Zhang et al., 2013; Carvalho et al., 2015b; Carvalho et al., 2018), 

citotóxica (Ding et al., 2014), tripanocida (Almeida et al., 2014), antimicrobiana (Vieira 

et al., 2014; Ferreira et al., 2015) e antiviral (Ferreira et al., 2015. Acredita-se que 

alguns endofíticos em associação com a planta medicinal hospedeira podem promover a 

acumulação de metabólitos secundários (incluindo componentes medicinais 15 

importantes) originalmente produzidos pelas plantas. Estes metabólitos podem ser 

produzidos por ambos, planta hospedeira e/ou fungo endofítico (Shwab & Keller 2008; 

Jia et al., 2016). Tais descobertas fazem com que estes micro-organismos se tornem 

ainda mais atrativos como fonte de metabólitos bioativos que possuem propriedades de 

grande valor para a indústria farmacêutica. 20 

 O nosso grupo de pesquisa vem estudando comunidades de fungos endofíticos 

associados a plantas medicinais quanto à sua diversidade, bem como pela produção de 

metabólitos secundários bioativos. Como exemplo, Carvalho e colaboradores (2012) 

demonstraram no estudo realizado com a planta medicinal Stryphnodendron adstringens 

que a comunidade de fungos endofíticos associados a ela exibiu alta riqueza e 25 

diversidade. Os extratos produzidos a partir dos fungos endofíticos apresentaram 

atividade antimicrobiana contra bactérias e fungos, assim como atividade biológica 

contra linhagens de células tumorais humanas e a forma amastigota de Leishmania 

amazonensis (Carvalho et al., 2012). Além disso, Ferreira e colaboradores (2015) 

demonstraram que a comunidade endofítica associada à planta medicinal Carapa 30 

guianenesis, presente na floresta Amazônica, apresentou atividades antibacteriana, 

antiparasitária e antiviral, sugerindo que tais fungos endofíticos podem ser uma fonte de 

moléculas bioativas, incluindo aquelas capazes de inibir ou controlar doenças tropicais 

negligenciadas. Estes trabalhos reforçam a hipótese de que plantas medicinais, com 



15 

 

ocorrência no Brasil, podem representar um reservatório de fungos endofíticos com 

capacidade de produção de produtos naturais bioativos, assim como também 

representam uma fonte promissora de fungos endofíticos para estudos de taxonomia, 

diversidade, ecologia e história evolutiva.  

 Segundo Vieira e colaboradores (2014), embora tenha aumentado o interesse na 5 

biodiversidade de fungos associados às plantas medicinais, a diversidade, composição 

taxonômica, e potencial biotecnológico dos fungos endofíticos associados com as 

plantas medicinais tropicais permanecem pouco explorados. Além disto, reconhece-se 

também que produtos naturais de fonte microbiana podem ser mais econômicos e fáceis 

de produzir, reduzindo assim, de maneira eficaz, o preço de mercado, o que reafirma a 10 

necessidade de estudos para este fim. 

 

2.4 Doenças tropicias negligenciadas 

 As doenças tropicais negligenciadas (DTN) formam um grupo diverso de 

doenças infecciosas causadas por bactérias, parasitas ou vírus, que prevalecem 15 

especialmente em regiões tropicais e subtropicais (por ex.: leishmaniose, doença de 

Chagas, dengue, malária, dentre outras). Segundo relatos publicados pela Organização 

Mundial da Saúde (OMS), a leishmaniose visceral e Doença de Chagas estão entre as 

DTNs mais preocupantes (WHO, 2017). A prevalência das DTNs em algumas regiões 

ocorre principalmente devido ao desinteresse da indústria farmacêutica em desenvolver 20 

novos fármacos. Apesar da existência de uma grande demanda, os consumidores 

potenciais não têm poder aquisitivo para adquirir os medicamentos. Em outras palavras, 

há demanda, mas não há mercado (WHO, 2010; Ventura-Garcia et al., 2013). 

 A leishmaniose é uma das mais devastadoras DTN que causa substancial 

mortalidade humana e incapacidade. Aproximadamente 20 espécies de Leishmania 25 

(Trypanosomatidae) podem causar três variações da doença: leishmaniose cutânea, 

mucocutânea ou visceral (Dawit et al. 2013). De acordo com Kamhawi (2017) mais de 

um milhão de pessoas estão sendo vitimadas pela leishmaniose, e o número de mortes 

relatadas em todo o mundo é de cerca de 30.000 por ano. Com relação à leishmaniose 

visceral, 90% dos casos relatados no ano de 2015 estavam concentrados em apenas sete 30 

países, dentre eles o Brasil (GHO, 2018). Ainda não existe vacina eficiente para 

controlar a doença (Dewitt et al., 2013), e o tratamento atual consite no uso da 

anfotericina B, que apesar de eficaz, possui efeitos adversos altamente nefrotóxicos. O 
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tratamento também pode ser prejudicado devido ao custo elevado e pela dificuldade na 

obtenção de formulações orais da droga (Hefnawy et al., 2017). 

 Há mais de um século, o parasita intracelular Trypanosoma cruzi foi descoberto 

como o agente etiológico da Doença de Chagas, e ainda nos dias de hoje, continua 

sendo um problema social e de saúde pública nos países da América Latina (Pérez-5 

Molina & Molina 2017). Atualmente apenas duas drogas, descobertas há mais de um 

século, estão disponíveis para o tratamento da doença: os derivados heterocíclicos 

benzonidazol (Chagas, 1908) e nifurtimox (Chagas, 1909), sendo que nenhuma destas é 

eficaz durante a fase crônica da doença, além de ocasionar inúmeros efeitos adversos 

tóxicos (Santiago et al., 2017).  10 

 A dengue é a doença arboviral de maior importância mundial. As infecções 

aumentaram drasticamente nas últimas décadas, podendo evoluir para formas graves e 

letais da doença, e por isso tem sido colocada de forma proeminente entre os principais 

problemas de saúde pública do mundo (WHO, 2014a). A transmissão de um dos quatro 

sorotipos do vírus da dengue (DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4) para os humanos 15 

se dá por meio da picada dos mosquitos Aedes (Gubler, 2006). No entanto, não há 

nenhuma vacina licenciada eficaz disponível, apesar de várias vacinas estarem em 

processo de desenvolvimento (Marimuthu & Ravindler, 2016; Sharp et al., 2017). 

Tendo em vista o aumento da prevalência e mortalidade da dengue globalmente, há uma 

necessidade em ampliar a pesquisa clínica pela busca de drogas e vacinas que atuem no 20 

combate à doença (WHO, 2006; Marimuthu & Ravindler, 2016). No estudo de 

Drumond e colaboradores (2013) sobre o vírus da dengue sorotipo 2 (DENV2) foi 

revelada a circulação simultânea de diferentes linhagens de DENV2 no Brasil, o que 

pode estar associado a um maior número de surtos epidêmicos e de manifestações 

graves da doença quando comparado aos outros três sorotipos da dengue. A existência 25 

de uma maior variabilidade genética entre o DENV2 também tem sido apontada como 

causa do insucesso em testes com vacinas (Campos et al., 2008). 

É iminente a necessidade de se encontrar novas drogas eficazes, com maior 

especificidade e baixa toxicidade para o hospedeiro humano. Entretanto, o 

desinteresse se apresenta como um fator importante para que essas doenças 30 

permaneçam como uma sentença de morte para as pessoas infectadas em países 

pobres (Santiago et al., 2017). Apesar dos avanços na descoberta e desenvolvimento 

de drogas derivadas de plantas, as DTNs continuam sendo responsáveis pela 

morbidade e mortalidade em centenas de milhões de pessoas, especialmente em áreas 
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pobres (Goupil & McKerrow, 2014). Entre os organismos vivos, os fungos 

representam uma fonte promissora de substâncias naturais que poderiam ser usadas 

como uma ferramenta eficiente para projetar drogas contra patógenos humanos (Masi 

et al., 2018). Diferentes metabólitos secundários biaotivos contra parasitas e vírus já 

foram obtidos a partir de fungos endofíticos, alguns exemplos desses metabólitos e 5 

suas respectivas características encontram-se na Tabela 1.  

 

2.5 Agroquímicos 

 Atualmente, o Brasil é um dos maiores consumidores de agroquímicos do 

mundo em valores absolutos, o que pode acarretar problemas de contaminação 10 

ambiental e para saúde humana, seja pela contaminação dos alimentos, seja pela 

exposição direta de trabalhadores aos produtos. Os agrotóxicos podem ser muito 

tóxicos, além de persistentes e móveis no solo, na água e no ar, tendendo a acumular-se 

no solo e na biota, e seus resíduos podem chegar às águas superficiais por escoamento, e 

às subterrâneas, por lixiviação (Brasil, 2018). Entre os agrotóxicos, os herbicidas são os 15 

mais utilizados, e entre eles, o glifosato foi o pesticida mais comercializado no Brasil no 

ano de 2016 (Brasil, IBAMA, 2018). 

 Um dos grandes problemas enfrentados pela agricultura está relacionado com 

plantas daninhas, as quais são capazes de competir com um grande número de culturas 

de importância econômica, o que acarreta em perdas severas em todo o mundo (Oerke, 20 

2006). O uso extensivo de herbicidas, baseados em produtos químicos sintéticos, 

tornou-se danoso ao meio ambiente (Gianessi, 2013), pois além de serem responsáveis 

pela poluição do solo e da água, têm aumentado a resistência de plantas daninhas aos 

herbicidas utilizados, devido ao uso contínuo do mesmo produto durante anos (Clay, 

1989; Waage, 1988; Green, 2014). Nenhuma substância química com um mecanismo de 25 

ação diferente dos já conhecidos foi sintetizado nas últimas décadas (Duke, 2012). 

 Atualmente, os recursos naturais, incluindo fungos endofíticos, vem sendo 

explorados para a busca de substâncias com propriedades agroquímicas, tais como 

substâncias que regulam o crescimento das plantas e bio-herbicidas (Strobel et al., 

2004). Estes metabólitos bioativos podem ser utilizados para inibir o crescimento de 30 

plantas, especialmente as plantas daninhas indesejáveis em um sistema agrícola (Zhang 

et al., 2013), e poderiam garantir um menor impacto ambiental. 

 A maioria dos produtos comercializados como herbicidas nos EUA são 

provenientes de formulações baseadas em pesquisas com fungos, entretanto, poucos se 
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mantiveram bem-sucedidos a longo prazo (Harding & Raizada, 2015). Alguns 

endófiticos já foram descritos como produtores de substâncias fitotóxicas para outras 

espécies de plantas que não sejam a hospedeira (Waqas et al., 2013; Zhang et al., 2013; 

Li et al, 2014). Tais substâncias podem apresentar um potencial considerável como 

modelos para o desenvolvimento de herbicidas com novos mecanismos de ação, que 5 

possam ser considerados menos danosos que os herbicidas sintéticos convencionais 

(Cimmino et al., 2013; Varejão et al., 2013). A Tabela 1 ilustra exemplos de 

substâncias com atividade herbicida obtidas a partir de fungos endofíticos e suas 

respectivas características. 

 10 
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Tabela 1. Metabólitos secundários produzidos por fungos endofíticos com atividades antiparasitária, antiviral e herbicida.  

Fungo endofítico Planta hospedeira Molécula bioativa/Estrutura química Atividade biológica Referências 

     

Penicillium 

janthinellum 

Melia azedarach 

(Meliaceae) 

 
Citrina 

 

Leishmanicida (Marinho et al., 2005) 

Cochliobolus sp.  
Piptadenia adiantoides 

(Fabaceae) 

 
Cochlioquinona 

Leishmanicida (Campos et al., 2008) 

Cochliobolus sp.  
Piptadenia adiantoides 

(Fabaceae) 

 
Isocochlioquinona 

Leishmanicida (Campos et al., 2008) 
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Aspergillus terreus 
Carthamus lanatus 

(Asteraceae) 

 
Terrenolida S 

Leishmanicida (Elkhayat et al., 2015) 

Nectria 

pseudotrichia 

Caesalpinia echinata 

(Fabaceae) 

 
Ácido 10-acetill tricoderonico  

 Leishmanicida (Cota et al., 2018) 

Pestalotiopsis fici Não identificada 

 

 

 
Cloropupuceananina 

Antiviral  (Liu et al., 2008) 
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Cladosporium sp. 
Quercus variabilis 

(Fagaceae) 

 
Brefeldina A (lactona macrocícilica) 

Inibição da secreção de 

proteínas em células 

(droga antiviral) 

(Klausner et al., 1992; 

Wang et al., 2007) 

Neosartorya 

udagawae 
Não identificada 

 
Neosartoriadina A 

Antiviral (Yu et al., 2016) 

Alternaria sp.  
Trixis vauthieri 

(Asteraceae) 

 
Altenusina (bifenilo) 

Antimicrobiana, 

antioxidante e 

tripanocida 
(Cota et al., 2008) 
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Microthyriaceae sp. 
Paspalum conjugatum 

(Poaceae) 

 
Esterigmatocistina (micotoxina) 

Tripanocida 

 
(Almeida et al., 2014) 

     

Aspergillus 

fumigatus 

Melia azedarach 

(Meliaceae) 

 

 
Brevianamida F 

Herbicida para sementes 

de alface 
(Zhang et al., 2013). 

Chaetomium 

globosum 

Ginkgo biloba 

(Ginkgoaceae) 

 
Chaetoglobosina A 

Fitotóxico para plântulas 

de rabanete 
(Li et al., 2014) 
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2.6 Cultura de tecidos vegetais e seus fungos endofíticos “verdadeiros” 

 O cultivo de plantas in vitro, ou cultura de tecidos vegetais, pode ser definido 

como o cultivo em ambiente artificial sob condições assépticas e controladas de células 

vegetais isoladas, tecidos ou órgãos, que podem dar origem a plantas inteiras (Xiao & 

Kozai, 2011). Por meio da técnica de cultura de tecidos, uma semente ou mesmo um 5 

tecido vegetal, é inoculado em um meio de cultura contendo elementos capazes de 

permitir o crescimento e o desenvolvimento de uma plântula. 

A micropropagação é a propagação vegetativa de um genótipo selecionado 

usando técnicas in vitro (Debergh & Read, 1991), para a obtenção de clones vegetais de 

maneira asséptica. Uma das finalidades da cultura de tecidos é a micropropagação de 10 

plantas medicinais devido à rápida produção de mudas num espaço físico reduzido. A 

tecnologia da micropropagação se constitui em uma valiosa ferramenta que possibilita a 

manipulação da produção de metabólitos bioativos e nos últimos anos ganhou grande 

visibilidade devido ao aumento da importância comercial dos metabólitos secundários 

das plantas medicinais (Debnath et al., 2006). Além disso, a micropropagação é também 15 

uma valiosa ferramenta na identificação de micro-organismos endofíticos, para o estudo 

de suas relações e interações com a planta hospedeira em nível genético, celular e 

fisiológico (Barrow et al., 2004).  

A cultura de tecidos vegetais viabiliza ainda o estudo de transmissão vertical nos 

endofíticos, uma vez que o micro-organismo nunca deixa a planta hospedeira, sendo 20 

verticalmente transmitido por semente da planta parental para a próxima geração 

(Saikkonen et al., 2010). Estes endofíticos são geralmente referidos como endofíticos 

“verdadeiros” (Hudgson, 2014). 

Hardoim e colaboradores (2008) utilizaram a denominação de endofíticos 

obrigatórios para aqueles que são estritamente dependentes da planta hospedeira para 25 

seu crescimento e sobrevivência. Estes fungos passam todo o seu ciclo de vida dentro da 

planta sendo verticalmente transmitidos para outra planta. Enquanto que endofíticos 

transitantes são aqueles que eventualmente invadem os tecidos internos das plantas ao 

acaso e são transmitidos horizontalmente, via esporos. 

A presença do fungo endofítico é considerada como um fator positivo capaz de 30 

auxiliar a planta, uma vez que vive no interior de seus tecidos sem causar sintomas de 

sua presença. No caso específico das culturas de tecido, a presença dos fungos 

endofíticos pode favorecer o ajuste osmótico, a produção de fitormônios e absorção de 

nutrientes (Pirttilä et al., 2008; Almeida et al., 2009; Abreu-Tarazi et al., 2010). Desse 
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modo, em cultura de tecidos, os endofíticos “verdadeiros” podem também assumir um 

papel de grande importância para a sobrevivência da plântula hospedeira, por meio da 

produção de metabólitos secundários, o que torna interessante a investigação dessa 

relação.  

 5 

2.7 Lafoensia pacari A. St.-Hil. e o Pantanal Mato-grossense 

 A planta Lafoensia pacari A. St.-Hil. pertence a família Lythraceae, subclasse 

Rosidae e ordem Myrtales. L. pacari é uma planta característica do cerrado, 

compreendida normalmente entre cinco e 13 metros de altura, com folhas elípticas e 

coriáceas, apresenta inflorescência apical e a ocorrência da florescência se dá de março 10 

a outubro (Figura 2). Além disso, L. pacari é uma espécie brasileira e está presente 

desde o Amapá ao Rio Grande do Sul, sendo também encontrada no Paraguai e na 

Bolívia (Silva, 1998). 

O gênero Lafoensia está amplamente distribuído nas regiões tropicais e 

subtropicais e L. pacari conhecida popularmente como: pacari, louro-de-serra (Santa 15 

Catarina), dedaleira-amarela, mangava-brava (Mato Grosso), copinho, dedal, dedaleiro 

(São Paulo). L. pacari é considerada uma planta com propriedades medicinais, sendo as 

folhas e a casca do caule mais comumente utilizadas por meio da infusão ou maceração 

em água ou vinho branco para administração oral (Mundo & Duarte 2007; Sampaio 

2010). 20 

Lafoensia pacari tem sido utilizada para o tratamento de feridas e coceiras, 

micoses cutâneas, câncer, úlceras, gastrite, inflamações e também como um tônico 

contra depressão (Solon et al., 2000). Além de estudos que demonstram diferentes 

atividades, tais como antioxidante (Solon et al., 2000), antimicrobiana (Lima et al., 

2006), anti-inflamatória, analgésica e antiedematosa (Rogerio et al., 2006), e antiviral 25 

(Muller et al., 2007). Em um estudo clínico, Menezes e colaboradores (2006) 

demonstraram que o extrato metanólico de L. pacari não apresentou atividade contra 

Helycobacter pilori, bactéria relacionada com vários distúrbios gástricos e duodenais. 

Entretanto, o extrato promoveu melhora considerável em relação aos sintomas para a 

grande maioria dos pacientes tratados, demonstrando assim o potencial farmacológico 30 

da planta. 

No estado de Goiás, L. pacari é utilizada desde o princípio do século XIX por 

populações indígenas e o seu nome “pacari” é uma palavra de origem Tupi-Guarani que 

significa madeira preciosa. Já no estado do Mato Grosso, onde é popularmente 
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conhecida como mangava-brava, tem sido utilizada pela população pantaneira e de 

Cuiabá como um excelente cicatrizante e no tratamento de úlceras, por meio do 

macerado da casca do caule (Neto, 2006).  

Estudos químicos relatam a presença de diversos metabólitos em diferentes 

partes da planta, entre os quais incluem saponinas e flavonoides encontrados na casca 5 

do caule, bem como taninos e triterpenos presentes tanto nas partes aéreas como na 

casca (Solon et al., 2000). Além de polifenóis, quinonas e alcalóides que também 

podem estar presentes na planta (Porfírio et al., 2009). Entretanto, os metabólitos 

secundários de L. pacari constituem-se, principalmente, de compostos fenólicos, tais 

como os taninos e flavonóides, destacando-se o polifenol conhecido como ácido elágico 10 

(Santos & Mello 2004; Sampaio 2010). 

Carneiro e colaboradores (2016) relataram que a punicalagina é o principal 

constituinte, encontrado nas folhas de L. pacari, o qual apresenta uma ampla gama de 

atividades biológicas tais, como anti-inflamatória, antimicrobiana, antidiabética e 

antioxidante. Outro estudo recente mostra que os extratos etanólicos de L. pacari 15 

apresentaram atividade cicatrizante e anti-inflamatória, as quais devem estar 

relacionadas com a presença dos diferentes metabólitos secundários como o ácido 

elágico, punicalagina e punicalina (Pereira et al., 2018). 

 A demanda crescente, o intenso extrativismo das espécies medicinais e as 

constantes queimadas vêm paulatinamente inserindo L. pacari na categoria de 20 

vulnerável, ou seja, aquela com probabilidade de passar à categoria de espécie em 

perigo de extinção (Fachim & Guarim, 1995; Ibama 2006). O seu uso, com objetivos 

terapêuticos, tem reduzido o número de indivíduos no ambiente natural de sua 

ocorrência, devido ao caráter meramente extrativista dessa prática. A retirada da casca, 

para fins medicinais leva a planta à morte, causada pelo anelamento do caule (Tonello, 25 

1997). Na medicina popular brasileira, a casca do caule é frequentemente coletada por 

meio de cortes anelares, o que levou a um grave declínio na população desta espécie 

(Tonello, 1997). 
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Figura 2. Aspecto geral de Lafoensia pacari. a) Indivíduo adulto. b) Casca. c) Folhas. 

d) Fruto. e) Sementes (Foto: S. S. Amorim). 
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 O Pantanal brasileiro é um ecossistema único localizado na centro-oeste do país, 

considerado como a maior planície inundável do mundo (Alho, 2008), que possui uma 

grande biodiversidade e é considerado pela UNESCO como Patrimônio Natrural da 

Humanidade (Roque et al., 2016). O Pantanal é caracterizado por duas estações, a cheia 

e a seca, em que os ciclos de inundações e secas influenciam diretamente o influxo de 5 

nutrientes, contribuindo na formação de um ecossistema dinâmico (Dalmagro et al., 

2016). 

 As fases sazonais de cheia e seca das águas também possuem influência na 

riqueza, diversidade e distribuição das espécies vegetais, o que acarretou no 

desenvolimento de uma diversidade biológica peculiar em relação à sua fauna e flora 10 

(Alho, 2008). Os ciclos também selecionaram plantas que podem crescer em 

abundância ou ausência de água (Brighenti et al., 2017), e, consequentemente, 

influenciaram indiretamente nas comunidades de fungos endofíticos associados as 

plantas presentes no Pantanal. Devido as condições climáticas e ambientais 

diferenciadas, o potencial para produção de substâncias bioativas pelas plantas panteiras 15 

é alto (Brighenti et al., 2017), entretanto, elas ainda precisam ser exploradas em relação 

as comunidades de potenciais fungos endofíticos bioativos. 
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3   Objetivos 

3.1 Objetivo Geral  

Caracterizar a comunidade de fungos endofíticos associados à Lafoensia pacari, 

planta medicinal presente no Pantanal Mato-grossense, Brasil, bem como avaliá-la 

como fonte de metabólitos antiparasitários, antivirais e herbicidas. 5 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 Obter fungos endofíticos de amostras de folhas, cascas dos caules e sementes de L. 

pacari presente em seu ambiente natural, bem como de plântulas obtidas por meio 

da cultura de tecidos; 10 

 Depositar todos os isolados de fungos endofíticos obtidos na Coleção de Micro-

organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais e contribuir para 

preservação ex situ da diversidade de fungos tropicais e montagem de uma coleção 

temática de fungos tropicais; 

 Identificar os fungos obtidos utilizando técnicas taxonômicas morfofisiológicas e 15 

moleculares; 

 Caracterizar a diversidade da comunidade de fungos endofíticos associados a L. 

pacari utilizando índices ecológicos; 

 Preparar extratos brutos utilizando técnicas de fermentação no estado sólido a partir 

das culturas dos fungos endofíticos, e seus espécimes hospedeiros, para estudos de 20 

bioprospecção; 

 Preparar extratos brutos utilizando técnicas de fermentação em meio líquido a partir 

das culturas dos fungos endofíticos recuperados das plântulas cultivadas in vitro; 

 Determinar a atividade biológica dos extratos fúngicos e vegetais obtidos frente a: 

 formas amastigotas de Leishmania amazonesis; 25 

 formas amastigotas de Trypanosoma cruzi; 

 vírus da Dengue sorotipo 2; 

 sementes de mono e dicotiledôneas como modelos de plantas para 

detecção de potencial herbicida; 

 Avaliar a semelhança nas atividades entre os metabólitos bioativos produzidos pelos 30 

fungos endofíticos em relação aos produzidos por sua planta hospedeira. 
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4   Materiais e Métodos  

4.1 Área de amostragem 

 As amostras de folhas e cascas dos caules de espécimes de L. pacari foram 

coletadas em outubro de 2014, no Município de Poconé, situado no Pantanal Mato-

grossense, Brasil. A região da coleta foi o sítio de amostragem de Pirizal (S16°22’10.9” 5 

W56°18’31.6”), a aproximadamente 100 Km de Cuiabá, onde está situado o Núcleo de 

Estudos Ecológicos do Pantanal Mato-Grossense da Universidade Federal do Mato 

Grosso (UFMT). 

 O acesso a esta área foi realizado respeitando-se as legislações Estaduais e 

Federais de acesso à biodiversidade. Todos os espécimes vegetais hospedeiros dos 10 

fungos foram identificados a partir de suas estruturas vegetativas e reprodutivas e por 

meio de comparação com exsicatas previamente depositadas no Herbário do 

Departamento de Botânica da UFMG (Herbário BHCB), sendo que uma exsicata 

representativa foi depositada no Herbário BHCB com o número de registro 173389.  

 15 

4.2 Coleta, isolamento e preservação dos fungos endofíticos 

 Para a realização do presente trabalho foram coletadas folhas e cascas dos caules 

de 30 indivíduos aparentemente saudáveis de L. pacari, sendo a localização dos 

mesmos determinada por coordenadas geográficas obtidas pelo Global Positioning 

System (GPS). As amostras coletadas foram armazenadas em sacos plásticos para 20 

posterior processamento em laboratório. Três folhas e três cascas do caule de cada 

indivíduo foram utilizadas, sendo cinco fragmentos de cada folha e casca inoculados 

para isolamento dos fungos endofíticos, totalizando 900 fragmentos na coleta. 

 Inicialmente ao processo de desinfestação, as folhas e cascas dos caules 

coletadas foram limpas superficialmente com detergente neutro e enxaguadas 25 

abundantemente com água destilada autoclavada. Em seguida, fragmentos de 

aproximadamente cinco milímetros de diâmetro foram retirados com auxílio de tesoura 

e pinças previamente esterilizadas, os quais foram desinfestados superficialmente com 

Extran 2% (um minuto), álcool 70% (um minuto), hipoclorito de sódio 2% (três 

minutos) e água destilada autoclavada (dois minutos) de acordo com Collado e 30 

colaboradores (1996) com modificações. Após este processo de desinfestação 

superficial, cinco fragmentos de cada folha e casca foram transferidos para placas de 

Petri contendo Ágar Batata Dextrose (BDA/Difco) suplementado com 100 mg/L de 
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cloranfenicol (Sigma), utilizado para inibir o crescimento de bactérias endofíticas 

contaminantes. Alíquotas da água destilada autoclavada utilizada no processo de 

desinfestação também foram inoculadas como controle para assegurar que somente os 

fungos endofíticos seriam isolados. As placas foram incubadas a 25 ºC por um período 

de até 60 dias.  5 

Adicionalmente, foram coletadas sementes de apenas dois espécimes vegetais de 

L. pacari. A coleta foi realizada no período de seca do Pantanal, portanto, não havia 

mais frutos na grande maioria das árvores. As sementes coletadas foram submetidas ao 

mesmo processo de desinfestação superficial descrito acima para o posterior isolamento 

de fungos endofíticos. 10 

 Todos os isolados crescidos foram transferidos para placas de Petri com BDA 

para purificação. Os isolados de fungos endofíticos obtidos foram preservados em 

duplicata, em água destilada autoclavada (Castellani, 1967), e em glicerol 15% a -80 ºC, 

e depositados na Coleção de Micro-organismos e Células da UFMG. 

 15 

4.3 Identificação dos fungos endofíticos 

4.3.1 Fungos Filamentosos 

 A taxonomia dos fungos é tradicionalmente baseada na morfologia comparativa 

e no desenvolvimento de estruturas reprodutivas sexuadas. Entretanto, de acordo com 

Phongpaichit et al. (2006) a maioria dos fungos endofíticos não produzem 20 

microestruturas sexuadas ou assexuadas em meio de cultura e apenas podem ser 

identificadas por métodos moleculares. Por isso, neste trabalho foram utilizadas análise 

da morfologia macroscópica associada às técnicas moleculares. 

 As colônias dos isolados de fungos filamentosos obtidas a partir das folhas e 

cascas dos caules de L. pacari foram fotografadas (frente e verso) e agrupadas de 25 

acordo com as seguintes características macromorfológicas: cor da colônia (frente e 

verso), textura da superfície (frente e verso) e aspecto da borda. Posteriormente, os 

grupos formados por meio das características citadas acima foram submetidos à análise 

de perfis moleculares por meio da técnica de PCR microsatélite (MSP-PCR), utilizando 

o oligonucleotídeo sintético (GTG)5. Os isolados que apresentaram padrões de bandas 30 

idênticos foram confirmados como pertencentes ao mesmo grupo. 

 Um isolado de cada grupo molecular foi selecionado para sequenciamento da 

região transcrita interna ITS-5.8S da região gênica do rRNA. As identificações dos 
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grupos foram posteriormente confirmadas por meio do sequenciamento parcial do gene 

da β-tubulina e/ou da RNA Polimerase II. A escolha da região a ser sequenciada foi 

determinada de acordo com os gêneros encontrados por meio do sequenciamento da 

região ITS. 

 5 

4.3.1.1 Extração do DNA Total 

 A extração de DNA total foi realizada de acordo com metodologia descrita por 

Rosa e colaboradores (2009) com modificações. Os fungos filamentosos foram 

crescidos por sete dias em BDA e então fragmentos de micélio foram colocados em 

tubo de 1,5 mL acrescidos de 400 μL de tampão de lise (Tris-HCl – 10 

trishidroximetilaminometano 0,05 M, EDTA – ácido etilenodiamino tetra-acético 0,005 

M, NaCl 0,1 M e SDS – sódio dodecil sulfato 1%) e deixado a - 20 ºC por no mínimo 

10 minutos. Em cada tubo foram adicionadas três esferas de aço inox (3,175 mm de 

diâmetro) e posteriormente submetidos à trituração no equipamento Bullet Blender TM 24 

(Uniscience). Em seguida, foram adicionados 162 μL de CTAB (Tris 2M, NaCl 8,2%, 15 

EDTA 2M e CTAB 0,2%), seguido de homogeneização e incubação por 40 minutos a 

65 ºC. Posteriormente, foram acrescentados 570 μL da mistura clorofórmio/álcool 

isoamílico (24:1). Após homogeneização, o tubo foi incubado por 30 minutos em gelo. 

Em seguida, o conteúdo foi centrifugado a 14.000 r.p.m. por 10 minutos e o líquido 

sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL, e acrescentado 10% do 20 

volume de uma solução de acetato de sódio 3M. Após homogeneização por inversão, os 

tubos foram incubados por 30 minutos em gelo e centrifugado a 14.000 rpm por 10 

minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e, em seguida, adicionado 

50% do volume de isopropanol (Merck), sendo a suspensão gentilmente homogeneizada 

e incubada a temperatura ambiente por 30 minutos. Posteriormente, a amostra foi 25 

centrifugada a 14.000 r.p.m. por cinco minutos e o sobrenadante desprezado por 

inversão, seguido por homogeneização com etanol 70% (Merck) p/v. A amostra foi seca 

por aproximadamente 60 minutos, e então adicionado 50 μL de Tris-EDTA (Tris-HCl 

0,01 M e EDTA 0,001 M). A amostra foi então incubada a 65 ºC por 60 minutos para 

hidratação do DNA e, posteriormente, armazenada em freezer a -20 ºC. 30 

 

4.3.1.2 Amplificação utilizando o iniciador (GTG)5 

 O iniciador (GTG)5 foi utilizado para amplificação de regiões de microssatélite, 

conforme descrito por Lieckfeldt e colaboradores (1993). A PCR (Reação em Cadeia da 
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Polimerase) foi realizada para um volume final de 25 μL contendo de 1,0 a 5,0 μL de 

DNA (variando de acordo com a concentração do DNA, a qual deve estar entre 50-500 

ng/μL), 2,0 μL do iniciador (GTG)5 10 μmol-1 (MWG Biotech), 2,5 μL de tampão de 

PCR 5X (Fermentas), 1,5 μL de MgCl2 25mM, 1,0 μL de dNTP 10 mM, 0,2 μL de Taq 

DNA polimerase 5U (Fermentas) e o volume final completado com água para injeção 5 

esterilizada. As reações de PCR foram realizadas utilizando o termociclador 

Mastercycler (Eppendorf). O programa consistiu de uma desnaturação inicial a 94 ºC 

por dois minutos, seguido por 40 ciclos de 45 segundos de desnaturação a 94 ºC, um 

minuto de anelamento a 50 ºC e um minuto de extensão a 72 ºC, e uma extensão final 

por seis minutos a 72 ºC. Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel 10 

de agarose 1,5%, em tampão TBE 0,5X (54 g de tris base, 27,5 g de ácido bórico, 20 

mL de EDTA 0,5M, pH 8,0), eluídos durante aproximadamente 1 hora e 30 minutos a 

80 V. As bandas foram coradas com solução de GelRed (Biotium), e os géis 

visualizados sob luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-documentação de 

gel (Vilber Lourmat, France). 15 

 

4.3.1.3 Amplificação da região ITS 

 Os iniciadores ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4 

(TCCTCCGCTTATTGATATGC) foram utilizados para amplificação da região 

transcrita interna ITS-5.8S da região do gene do rRNA, conforme descrito por White e 20 

coloboradores (1990). A PCR foi realizada em um volume final de 50 μL contendo de 

1,0 a 5,0 μL de DNA (variando de acordo com a concentração do DNA, a qual deve 

estar entre 50-500 ng/μL), 1,0 μL de cada iniciador ITS1 e ITS4 10 μmol-1 (MWG 

Biotech), 5,0 μL de tampão de PCR 5X (Fermentas), 2,0 μL de MgCl2 25mM, 2,0 μL de 

dNTP 10 mM, 0,2 μL de Taq DNA polimerase 5U (Fermentas) e o volume final 25 

completado com água para injeção esterilizada. As reações de PCR foram realizadas 

utilizando o termociclador Mastercycler (Eppendorf). O programa consistiu de uma 

desnaturação inicial a 94 ºC por cinco minutos, seguido por 35 ciclos de um minuto de 

desnaturação a 94 ºC, um minuto de anelamento a 55 ºC e um minuto de extensão a 72 

ºC, e uma extensão final por cinco minutos a 72 ºC. Os produtos de PCR foram 30 

analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, em tampão TBE 0,5X, eluídos 

durante aproximadamente 30 minutos a 120 V. As bandas foram coradas com solução 

de GelRed (Biotium), e os géis visualizados sob luz ultravioleta e fotografados pelo 

sistema de foto-documentação de gel (Vilber Lourmat, França). 
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4.3.1.4 Amplificação parcial do gene da β-tubulina 

 Os iniciadores BT2a (GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC) e BT2b 

(ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC) foram utilizados para amplificação parcial do 

gene da β-tubulina, conforme descrito por Glass & Donaldson (1995). A PCR foi 

realizada em um volume final de 50 μL contendo de 1,0 a 5,0 μL de DNA (variando de 5 

acordo com a concentração do DNA, a qual deve estar entre 50-500 ng/μL), 1,0 μL de 

cada iniciador BT2a e BT2b 10 μmol-1 (MWG Biotech), 5,0 μL de tampão de PCR 5X 

(Fermentas), 2,0 μL de MgCl2 25 mM, 2,0 μL de dNTP 10 mM, 0,2 μL de Taq DNA 

polimerase 5U (Fermentas) e o volume final completado com água para injeção 

esterilizada. As reações de PCR foram realizadas utilizando o termociclador 10 

Mastercycler (Eppendorf). O programa consistiu de uma desnaturação inicial a 94 ºC 

por cinco minutos, seguido por 35 ciclos de um minuto de desnaturação a 94 ºC, um 

minuto de anelamento a 59 ºC e 90 segundos de extensão a 72 ºC e uma extensão final 

por sete minutos a 72 ºC. Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel 

de agarose 1%, em tampão TBE 0,5X, eluídos durante aproximadamente 30 minutos a 15 

120 V. As bandas foram coradas com solução de GelRed (Biotium) e os géis 

visualizados sob luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-documentação de 

gel (Vilber Lourmat, França). 

 

4.3.1.5 Amplificação parcial da RNA Polimerase II 20 

Os iniciadores RPB2 5F (GATGACCGTGGACCACTTCGG) e RPB2 7R 

(CCCATGGCTTGTTTGCCCAT) foram utilizados para amplificação parcial do gene 

da RNA polimerase II conforme descrito por Malkus et al. (1999). A PCR foi realizada 

em um volume final de 50 μL contendo de 1,0 a 5,0 μL de DNA (variando de acordo 

com a concentração do DNA, a qual deve estar entre 50-500 ng/μL), 1,0 μL de cada 25 

iniciador RPB2 5F e RPB2 7F 10 μmol-1 (MWG Biotech), 5,0 μL de tampão de PCR 

5X (Fermentas), 2,0 μL de MgCl2 25mM, 2,0 μL de dNTP 10 mM, 0,2 μL de Taq DNA 

polimerase 5U (Fermentas) e o volume final completado com água para injeção 

esterilizada. As reações de PCR foram realizadas utilizando o termociclador 

Mastercycler (Eppendorf). O programa consistiu de uma desnaturação inicial a 94 ºC 30 

por três minutos, seguido por 35 ciclos de 20 segundos de desnaturação a 94 ºC, 30 

segundos de anelamento a 55 ºC e 60 segundos de extensão a 72 ºC e uma extensão 

final por 10 minutos a 72 ºC. Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em 

gel de agarose 1%, em tampão TBE 0,5X, eluídos durante aproximadamente 30 minutos 
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a 120 V. As bandas foram coradas com solução de GelRed (Biotium), e os géis 

visualizados sob luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-documentação de 

gel (Vilber Lourmat, França). 

 

4.3.2 Leveduras 5 

As leveduras foram agrupadas de acordo com os perfis moleculares obtidos por 

meio da técnica de PCR microsatélite (MSP-PCR), utilizando o oligonucleotídeo 

sintético (GTG)5. Os isolados que apresentaram padrões de bandas idênticos foram 

confirmados como pertencentes ao mesmo grupo. Um isolado de cada grupo molecular 

foi selecionado para sequenciamento dos domínios D1/D2 da subunidade maior do 10 

DNA ribossomal utilizando os iniciadores NL1 e NL4. 

 

4.3.2.1 Extração do DNA total 

O DNA genômico dos isolados de leveduras foi extraído segundo Sambrook et 

al. (1986) com modificações. Os isolados foram crescidos em Ágar Batata Dextrosado 15 

por 24 horas a 25 °C. Após crescimento, as colônias foram ressuspendidas em 100 μL 

de tampão de lise (Tris-HCl – trishidroximetilaminometano 0,05 M, EDTA – ácido 

etilenodiamino tetra-acético 0,005 M, NaCl 0,1 M e SDS – sódio dodecil sulfato 1%), 

agitado em vórtex e aquecido a 65 °C por 30 minutos. Após esta etapa, foram 

adicionados 200 μL da mistura clorofórmio/álcool isoamílico (24:1) e homogeneizados 20 

por inversão. Em seguida, centrifugou-se a 14.000 r.p.m. por 15 minutos. Transferiu-se 

a fase superior para novo tubo e para a precipitação do DNA adicionaram-se 100 μL de 

isopropanol (Merck) seguido de centrifugação a 14.000 r.p.m. por 10 minutos. O DNA 

foi lavado com 200 μL de etanol 70% (Merck) e centrifugado a 14.000 r.p.m. por 10 

minutos. A amostra foi seca por aproximadamente 90 minutos a temperatura ambiente e 25 

dissolvida em 100 μl de TE (Tris 10 mM; EDTA 1 mM). Todos os produtos obtidos 

foram quantificados em espectrofotômetro a 260/280 nm (NanoDrop ND 1000 

Thecnologies) e estocados a -20 °C até sua utilização. 

 

4.3.2.2 Amplificação utilizando os iniciadores NL1 e NL4 30 

Os isolados de leveduras foram submetidos ao sequenciamento da região D1/D2 

da subunidade maior do rDNA utilizando os iniciadores NL1 

(GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG) e NL4 (GGTCCGTGTTTCAAGACGG), 
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segundo Lachance et al. (1999). A reação de PCR foi realizada em um volume final de 

50 μL contendo: 1,0 a 5,0 μL de DNA (variando de acordo com a concentração do 

DNA, a qual deve estar entre 50-500 ng/μL), 1,0 μL de cada iniciador NL1 e NL4 10 

μmol-1, 5,0 μL de tampão de PCR 5X (Fermentas), 2,0 μL de MgCl2 25 mM, 2,0 μL de 

dNTP 10 mM, 0,2 μL de Taq DNA polimerase 5U (Fermentas) e o volume final 5 

completado com água para injeção esterilizada. As reações de PCR foram realizadas 

utilizando o termociclador Mastercycler (Eppendorf), sob as seguintes condições: 

desnaturação inicial a 95 ºC por dois minutos, seguida por 35 ciclos de: desnaturação a 

95 ºC por 15 segundos, anelamento a 54 ºC por 25 segundos e extensão a 72 ºC por 20 

segundos, seguida por extensão final a 72 ºC por 10 minutos. Os produtos de PCR 10 

foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% (Pronadisa), em tampão TBE 

0,5X, eluídos durante aproximadamente uma hora a 120 V. As bandas foram coradas 

com solução de GelRed (Biotium), e os géis visualizados sob luz ultravioleta e 

fotografados pelo sistema de fotodocumentação gel (Vilber Lourmat, França). 

 15 

4.3.3 Purificação dos amplicons 

 Os amplicons gerados pela reação de PCR foram purificados utilizando-se 

EDTA. Ao produto de PCR com volume de 47 μL foram adicionados 11,75 μL de 

EDTA 125 mM e 141 μL de etanol absoluto (Merck). Esta mistura foi submetida à 

centrifugação com rotação de 14.000 r.p.m. durante 25 minutos. O sobrenadante foi 20 

descartado, e para lavagem do precipitado foi adicionado 120 μL de etanol 70%, sendo 

posteriormente homogeneizado por inversão. Após centrifugação a 14.000 r.p.m. por 10 

minutos, o sobrenadante foi descartado novamente e o restante do etanol foi secado por 

20 minutos a 37 ºC. O DNA então foi ressuspendido em 10 μL de água para injeção 

esterilizada. O produto obtido foi dosado em NanoDrop ND 1000 (NanoDrop 25 

Thecnologies) para ser utilizado nas reações de sequenciamento. 

 

4.3.4 Reações de sequenciamento 

As reações de sequenciamento dos produtos obtidos após a purificação dos 

amplicons foram realizadas no Laboratório de Parasitologia Celular e Molecular 30 

(LPCM) do Instituto René Rachou/Fiocruz MG, utilizando o kit Big Dye versão 3.1 

(Applied Biosystems, EUA) em combinação com o sistema de sequenciamento 

automatizado ABI 3730. A reação de sequenciamento foi realizada em microplacas de 
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96 poços (Applied 5 Biosystems, EUA) preparada para um volume final de 10 μL, em 

que foram adicionados: 1 μL do iniciador (5 μmol-1), 1 μL de tampão (presente no kit de 

sequenciamento), 1 μL de Big Dye, 1 a 5 μL de DNA (de modo que a reação final 

contenha entre 15 e 20 ng) e o restante de água para injeção esterilizada para completar 

o volume, se necessário. O programa de ciclagem utilizado consistiu de uma 5 

desnaturação inicial a 36 °C por um minuto, 36 ciclos de anelamento a 96 °C por 15 

segundos, seguido por 15 segundos de extensão a 50 ºC e quatro minutos de extensão 

final a 60 ºC. 

 Para precipitação das reações de sequenciamento, 1,0 μL de EDTA 125 mM, 1,0 

μL de acetato de sódio 3M e 50 μL de etanol absoluto (Merck) foram adicionados em 10 

cada poço da placa de 96 poços. A placa foi submetida à agitação em vórtex e incubada 

por 15 minutos à temperatura ambiente.  

 Após o período de incubação, a placa foi centrifugada por 45 minutos a 4.000 

r.p.m. a 4 ºC. O sobrenadante foi descartado por inversão da placa. Em seguida, foram 

adicionados 100 μL de etanol 70% (Merck). A placa foi novamente centrifugada por 15 15 

minutos a 4.000 r.p.m. a 4 ºC e o sobrenadante descartado por inversão. Para remoção 

do excesso de etanol, a placa foi invertida sobre um papel absorvente, e submetida a um 

pulso em centrífuga a 900 r.p.m. durante um segundo. Em seguida, a placa foi mantida 

em repouso durante 20 minutos para evaporação do etanol residual. O DNA das 

amostras precipitado em cada poço foi então ressuspendido em 10 μL de Formamida HI 20 

DI (Applied Biosystems, EUA). A placa foi e armazenada a 4 ºC, protegida da luz, até 

injeção das amostras no sistema automatizado ABI 3730. 

 

4.3.5 Análise computacional das sequências 

As sequências de DNA dos fungos endofíticos foram comparadas com as 25 

sequências de espécies tipo ou referência de fungos, depositadas no GenBank e 

pertencentes a coleções de culturas internacionais, utilizando o programa BLASTn 

(Basic Local Alignment Serch Tool – versão 2.215 do BLAST 2.0) disponível no portal 

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), desenvolvido pelo National Center For 

Biotechnology. Os fungos que apresentaram sequências com valor de E = 0, cobertura e 30 

identidade ≥99%, bem como proximidade quando analisadas filogeneticamente com 

sequências de espécies tipo ou referência, utilizando o programa MEGA 6 (Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura et al., 2013), foram considerados como 

pertencentes à mesma espécie. Para fungos com sequências com valor de E diferente de 
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zero, e cobertura e identidade ≤98%, os mesmos foram identificados em nível de 

espécie, gênero ou níveis hierárquicos mais altos após a análise filogenética. Para 

identificação molecular foram utilizadas as sequências ≥350 pares de bases. 

Informações sobre os níveis hierárquicos utilizados na taxonomia dos fungos foram 

obtidos no MycoBank (http://www.mycobank.org/), Index Fungorum e 5 

(http://www.Índexfungorum.org/) e Kirk e colaboradores (2008). 

 

4.4 Diversidade da comunidade fúngica: índices de abundância, riqueza e 

dominância 

 A abundância de cada táxon foi calculada de acordo com a seguinte fórmula: 10 

porcentagem de abundância do táxon A = número de isolados do táxon A x 100/soma 

de isolados de todos os táxons. Estes dados foram utilizados para determinar a 

prevalência de cada táxon em comparação com o total de táxons presente nas 

comunidades fúngicas na área de coleta. 

 Para avaliar a diversidade de espécies no local de coleta, foram utilizados os 15 

seguintes índices: (a) Fisher-ɑ (diversidade), (b) Margalef (riqueza) e (c) Simpson 

(dominância). O índice de diversidade de Fisher-ɑ é adequado para frequências em que 

diferentes espécies ocorrem de forma aleatória onde, comumente, algumas espécies são 

tão raras que sua chance de inclusão é pequena. Este índice é calculado pela fórmula S = 

a*ln(1+n/a) onde, S é o número de táxons presente na amostra, n é o número de 20 

indivíduos e a representa o índice de Fisher-ɑ. O Índice de Margalef é uma medida 

utilizada em ecologia para estimar a riqueza de espécies de uma comunidade com base 

na distribuição numérica dos indivíduos das diferentes espécies em função do número 

total de indivíduos existentes na amostra analisada. Sua fórmula é dada por S = (n-

1)/ln(N), onde n é o número de táxons encontrados e N representa o número de 25 

indivíduos. Quanto mais alto o valor de S maior a riqueza de espécies do local 

amostrado. O índice de Simpson é muitas vezes utilizado para quantificar a 

biodiversidade de um ecossistema. Ele leva em conta o número de espécies presentes no 

local, bem como a abundância de cada espécie. Trata-se de um índice de dominância 

que mede a probabilidade de dois indivíduos, selecionados ao acaso na amostra, 30 

pertencer à mesma espécie. O cálculo da Dominância de Simpson é dado pela fórmula D 

=Σ(n / N)2, onde n é o número total de organismos de uma mesma espécie e N o 

número total de organismos de todas as espécies. O valor estimado de D pode variar de 

0 a 1, sendo que 0 representa o máximo de diversidade e 1 o mínimo de diversidade. 
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Sendo assim, uma comunidade de espécies com maior diversidade terá uma menor 

dominância.  

 Uma curva de rarefação foi traçada utilizando o índice de Mao Tau, o qual 

interpola valores entre zero e o número de amostras analisadas, e calcula a riqueza 

esperada e o intervalo de confiança. Este cálculo permite uma comparação estatística 5 

direta entre a riqueza e os conjuntos de dados (Colwell et al., 2004). Todos os 

resultados foram obtidos com 95% de confiança, e os valores de bootstrap calculados a 

partir de 1.000 repetições. Todos os índices foram calculados utilizando o programa 

computacional PAST 1.90. 

 10 

4.5 Cultivo in vitro de Lafoensia pacari  

4.5.1 Germinação das sementes 

 As sementes obtidas a partir de frutos de dois indivíduos de L. pacari foram 

submetidas a um processo de desinfestação superficial, em câmara de fluxo laminar, 

composto de álcool 70% (um minuto), hipoclorito de sódio 1% (15 minutos) e lavagem 15 

por seis vezes em água destilada autoclavada. Após lavagem, as sementes foram 

colocadas sobre papel filtro, por duas horas, a fim de secá-las. 

 As sementes superficialmente desinfestadas foram inoculadas em tubos de vidro 

contendo o meio Murashigue & Skoog (MS) (Sigma) (Murashige & Skoog, 1962) 

suplementado com giberelina (Sigma) nas concentrações 2 e 3 mg/L, sacarose opcional 20 

nas concentrações de zero, 20 e 30 g/L, solidificado com Phytagel (Sigma) 2,5 g/L e 

com o pH ajustado para 5,8. Os tubos foram vedados e mantidos em incubadora sob 

fotoperíodo de 16 horas no claro e oito horas no escuro, temperatura de 22 ± 2 °C e 

irradiância de 35 μmol s-1 m-2, durante 90 dias. 

 Posteriormente, as sementes também foram inoculadas no meio Wood Plant 25 

(WP) (Caisson) (McCown & Lloyd, 1980) suplementado com sacarose 30 g/L, 6-

benzilaminopurina (BAP) (Sigma) 0,5 mg/L, giberelina (Sigma) 2 mg/L opcional, e 

solidificado com Phytagel (Sigma) 2,5 g/L e com o pH ajustado para 6,0 (Pina et al., 

2016). Os tubos foram incubados sob a mesma condição descrita acima. 

 30 

4.5.2 Obtenção de fungos endofíticos a partir das plântulas de Lafoensia pacari 

4.5.2.1 Plântulas crescidas em meio Murashigue & Skoog 
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 Em ambiente estéril, as folhas das plântulas obtidas a partir da germinação das 

sementes realizada em meio MS foram trituradas em 1 mL de solução salina (NaCl 

0,85%). Após trituração, 1 mL do triturado foi submetido a diluição seriada, e uma 

alíquota de 100 µL das diluições 10-1, 10-2 e 10-3 transferidas para placas de Petri 

contendo BDA suplementado com 100 mg/L de cloranfenicol. Alíquotas da solução 5 

salina utilizada no processo de diluição também foram inoculadas como controle, para 

assegurar o isolamento somente de fungos endofíticos. As placas foram seladas com 

parafilme e incubadas a 25 ºC por um período de 90 dias. 

 

4.5.2.2 Plântulas crescidas em meio Wood plant 10 

 Em ambiente estéril, uma massa variando entre 90 e 130 mg das folhas das 

plântulas obtidas a partir da germinação das sementes realizada em meio WP foi 

triturada em 1 mL de solução salina (NaCl 0,85%). Após trituração, 1 mL do triturado 

foi submetido a diluição seriada, e uma alíquota de 100 µL do triturado assim como das 

diluições 10-1 e 10-2 foi transferida para placas de Petri contendo BDA suplementado 15 

com 100 mg/L de cloranfenicol. Alíquotas da solução salina utilizada no processo de 

diluição também foram inoculadas como controle.  

 Para as plântulas que se encontravam em maior estágio de desenvolvimento, foi 

realizado a transferência direta de fragmentos de folhas e do caule para placas de Petri 

contendo BDA suplementado com 100 mg/L cloranfenicol. Para isso, fragmentos de 20 

aproximadamente cinco milímetros de diâmetro foram cortados com auxílio de bisturis, 

lâminas e pinças previamente esterilizados. Todas as placas, tanto as contendo alíquotas 

dos triturados das folhas quanto aquelas contendo fragmentos das plântulas, foram 

seladas com parafilme e incubadas a 25 ºC por um período de 90 dias. 

 25 

4.6 Cultivo dos fungos e preparo dos extratos 

4.6.1 Fungos filamentosos e leveduras 

 Os fungos filamentosos e leveduras obtidos foram crescidos em cinco placas de 

Petri de 90 x 15 mm contendo meio BDA a 25 ºC com umidade de 70-80%. Após 15 

dias de crescimento, o meio de cultura com o crescimento micelial/colônias de levedura 30 

foi transferido para frascos de vidro (tipo Erlenmeyers) de 125 mL, congelados a -80 ºC 

por 24 horas e, posteriormente, submetidos ao processo de liofilização (Liofilizador 

LioTop – K105) por 96 horas. Após a desidratação completa do meio contendo micélio/ 
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colônias de levedura foram acrescentados 80 mL de diclorometano P.A. (Synth). Os 

frascos foram incubados a temperatura ambiente, e após 96 horas o sobrenadante (fase 

diclorometânica) de cada frasco foi filtrado com auxílio de papel filtro (50 x 50 – 80g). 

O procedimento foi repetido, de forma que 80 mL de diclorometano foram novamente 

adicionados aos frascos e o sobrenadante de cada frasco filtrado após 72 horas de 5 

incubação, sendo posteriormente transferidos para frascos de cintilação (Rosa et al., 

2012).  

 

4.6.2 Folhas e cascas dos caules de Lafoensia pacari 

 Folhas e cascas dos caules dos indivíduos de L. pacari amostrados foram 10 

liofilizadas por 72 horas (Liofilizador LioTop – K105) e colocadas em frascos de vidro 

tipo Erlenmeyers de 125 mL com 80 mL de diclorometano P.A. (Synth). Os frascos 

foram mantidos ao abrigo da luz e, após 15 dias, o diclorometano (sobrenadante) de 

cada Erlenmeyer foi filtrado para frascos de vidro. O procedimento descrito foi 

repetido, e ao final, o filtrado transferido para frascos de cintilação.  15 

Todos os extratos brutos obtidos, dos fungos (filamentosos e leveduras), e dos 

vegetais, foram secos a temperatura ambiente e solubilizados em dimetilsufóxido 

(DMSO) (Sigma), a uma concentração de 20 mg/mL. Posteriormente, os extratos foram 

depositados na Extratoteca do Laboratório de Microbiologia Polar e Conexões 

Tropicais da UFMG e na Extratoteca do Grupo de Pesquisas Química de Produtos 20 

Naturais Bioativos (QPNB) do Instituto René Rachou/Fiocruz MG, sendo mantidos a -

20 °C até a utilização nos ensaios biológicos. Outra parcela dos extratos foi mantida à 

4 °C até a utilização nos ensaios herbicidas. 

 

4.6.3 Recultivo e reteste dos extratos ativos 25 

 Os extratos que apresentaram atividade em todas as etapas dos ensaios 

biológicos realizados no Instituto René Rachou/Fiocruz MG foram novamente 

produzidos a fim de avaliar a manutenção da atividade após recultivo. Para tanto, os 

fungos bioativos selecionados foram submetidos ao processo de extração descrito 

anteriormente no item 4.5.1 deste trabalho, e posteriormente retestados nos ensaios 30 

específicos. 
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4.6.4 Preparo dos extratos a partir dos fungos isolados das plântulas de L. pacari 

 Os fungos filamentosos e as leveduras endofíticos obtidas a partir das plântulas 

in vitro foram cultivados em 125 mL de caldo batata dextrose (Difco) sendo mantidos 

em incubadora shaker (New Brunswick) a 40 ºC e 150 r.p.m. por 15 dias. Os isolados 

foram cultivados em duplicada, e como controle foi utilizado o meio de cultura sem o 5 

inoculo fúngico. Após 15 dias, em capela de fluxo laminar, o cultivo foi filtrado em 

papel filtro (50 x 50 – 80g) autoclavado, e o filtrado armazenado em tubos cônicos tipo 

Falcon de 50 mL. As etapas descritas acima foram realizadas no Laboratório de 

Microbiologia Polar e Conexões Tropicais da UFMG. 

Os diversos tubos contendo todo o material filtrado foram encaminhados ao 10 

QPNB/Instituto René Rachou/Fiocruz e armazenados a 4 °C. O filtrado da cultura 

fúngica, assim como o controle, foram submetidos à extração líquido-líquido, realizada 

em funil de separação, sendo utilizados 100 mL de acetato de etila P.A. (Alphatec) e o 

processo repetido por quatro vezes. Após a separação das fases, a fase aquosa foi 

descartada e à fase orgânica foi adicionado sulfato de sódio anidro (Synth), sendo 15 

posteriormente filtrada e concentrada em evaporador rotatório sob vácuo, em 

temperaturas inferiores a 40 ºC. Os extratos foram secos em centrífuga a vácuo, 

solubilizados à 20 mg/mL em DMSO, e depositados na Extratoteca do QPNB, sendo 

então submetidos aos ensaios biológicos antiparasitários e antivirais. Em paralelo, uma 

parcela dos extratos obtidos foi depositada na Extratoteca da UFMG e submetida ao 20 

ensaio herbicida. 

 

4.7 Ensaios Biológicos 

4.7.1 Ensaio in vitro com a forma amastigota-like de Leishmania (leishmania) 

amazonensis 25 

 A manutenção das células axênicas de L. (L.) amazonensis e o ensaio com 

amastigotas-like foram realizados por técnicos especializados pertencentes ao Grupo de 

Pesquisa Química de Produtos Naturais Bioativos/Fiocruz MG. Culturas axênicas da 

forma amastigota-like de L. (L.) amazonensis, previamente caracterizadas por meio de 

eletroforese de isoenzimas e depositadas na Coleção de Leishmania do Centro de 30 

Referência em Tipagem de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz, foram utilizadas 

para o ensaio. As formas amastigotas foram semeadas a 108 parasitos/mL e deixadas em 

meio apropriado, na presença ou não dos extratos e drogas controle. Após 72 horas, a 
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atividade dos extratos testados sobre as amastigotas nos poços teste foi medida pelo 

método colorimétrico do MTT (Sigma/USA). A absorbância dos poços testes foi 

comparada com as absorbâncias dos controles com e sem drogas de referência 

(Anfotericina B). Os extratos capazes de inibir acima de 70% a proliferação dos 

parasitas foram considerados ativos. Para os extratos considerados ativos, diferentes 5 

concentrações são testadas para cálculo da Concentração Letal (LC50). 

 

4.7.2 Ensaios in vitro com as formas tripomastigotas e as formas intracelulares 

amastigotas de Trypanosoma cruzi 

 Os ensaios in vitro com as formas tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi 10 

foram realizados de acordo com protocolos estabelecidos por Buckner e colaboradores 

(1996) com algumas modificações (Romanha et al., 2010). A manutenção dos parasitas, 

bem como os ensaios foram realizados por técnicos especializados do Grupo Genômica 

Funcional e Proteômica de Leishmania spp. e Trypasoma cruzi (GFP) do Instituto René 

Rachou/Fiocruz, MG. Os extratos foram testados por meio de ensaio colorimétrico, 15 

sendo utilizada a linhagem de Trypanossoma cruzi (Tulahuen) e extratos fúngicos 

diluídos numa concentração de 20 mg/mL. 

 A linhagem de T. cruzi é transformada para expressar beta-galactosidase, enzima 

que é capaz de catalisar uma reação colorimétrica quando o cloro-phenol red beta-D- 

galactopyranoside (CPRG) é utilizado como substrato. Para a triagem dos extratos, 4,0 20 

x 103 células L929 (fibroblasto de camundongo) em meio RPMI (pH 7,2 - 7,4) foram 

semeadas por poço em placas de 96 poços, no volume de 80 µL, seguido de incubação 

para a adesão das células à superfície. Após incubação, a infecção foi realizada com 4,0 

x 104 formas tripomastigotas por poço no volume de 20 µL, durante duas horas. Após, o 

meio contendo as formas tripomastigotas que não penetrarem nas células foi substituído 25 

por 200 µL de meio fresco e a placa novamente incubada. Após 48 horas, o meio foi 

novamente descartado e substituído por 180 µL de meio fresco e 20 µL dos extratos a 

serem testados. Cada extrato foi testado em duplicata. 

 Após 7 dias de incubação, o CPRG na concentração final de 100 M e o 

Nonidet P-40 na concentração final de 0,1 % foram adicionadas as placas, seguidos de 30 

incubação overnight a 37 °C, e a absorbância foi medida a  570 nm em leitor automático 

de microplaca. Como controles foram utilizadas células não infectadas, células 

infectadas não tratadas, benzonidazol a 1 mg/mL (3,81 M) (controle positivo) e 
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DMSO diluído em meio a uma concentração final de 1 % (controle negativo). Os 

resultados foram expressos como a porcentagem de redução da absorbância dos poços 

experimentais em comparação com a absorbância dos poços com células infectadas não 

tratadas. 

 Os extratos que apresentarem atividade igual ou maior que 50% foram 5 

considerados ativos e submetidos ao ensaio descrito acima para determinação da 

concentração do extrato necessária para inibir o desenvolvimento de aproximadamente 

50% dos parasitos (CI50). Para isso, os extratos foram testados em concentrações 

decrescentes, a partir de 20 µg/mL em diluições 1:3 (solução estoque do extrato: meio) 

até se chegar ao CI50. Os ensaios de determinação do CI50 foram realizados em 10 

triplicata. 

4.7.2.1 Testes de avaliação da atividade citotóxica in vitro dos extratos tripanocidas 

 Os extratos brutos considerados ativos foram submetidos ao ensaio in vitro para 

determinação da atividade citotóxica em células L929 não infectadas utilizando o 

corante alamarBlue® (Romanha et al., 2010). As células foram expostas aos extratos 15 

em concentrações crescentes a  partir do CI50 para T. cruzi. Após 96 h de exposição foi 

adicionado o alamarBlue® e a absorbância medidas nos  570 e 600 nm após 4 – 6 h. A 

viabilidade celular foi expressa como a porcentagem de redução entre células tratadas e 

não tratadas. Os valores de CI50 foram calculados por interpolação linear e o índice de 

seletividade (IS) foi determinado  com base na razão do valor do CI50 na célula 20 

hospedeira dividida pelo valor do CI50 do parasita. 

4.7.3 Triagem da atividade antiviral contra o vírus da Dengue sorotipo 2 (DENV2)  

 A manutenção dos vírus e os ensaios foram realizados em colaboração com a 

Dra. Jaquelline Germano de Oliveira do Instituto René Rachou. O ensaio utilizado para 

a realização da triagem da atividade antiviral contra o vírus da dengue sorotipo 2 25 

(DENV2), em células BHK-21, constituiu-se da avaliação do efeito citopático (ECP) 

viral por microscopia ótica. O método de cruzes (+) rotineiramente utilizado em 

laboratórios de virologia foi utilizado para a classificação da intensidade do ECP viral 

(gradação de 0 a 4+) na presença ou ausência do extrato (Tang et al., 2012), permitindo 

assim, uma avaliação visual do efeito do extrato no ECP causado pelo DENV2 nas 30 

células BHK-21.  

Os ensaios foram realizados em duplicata em placas de 96 poços onde a 

localização de todos os extratos é intencionalmente a mesma da placa contendo os 
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extratos solubilizados. Tais placas são denominadas “placas espelho”. Para o ensaio 

antiviral foram adicionadas 1 x 104 de células BHK-21 por poço das “placas espelho” 

contendo meio DMEM adicionado de 5% de SFB e antibióticos. A monocamada celular 

com 80% de confluência foi observada após incubação de 24 horas em estufa a 37 °C 

com atmosfera de 5% de CO2. Para determinação do volume de suspensão viral 5 

necessário para m.o.i. desejada considera-se que cada poço possuía aproximadamente 

1,6 x 104 células/poço no momento da adição do vírus e do extrato às placas após 24 

horas de incubação. O volume adequado de suspensão de DENV2 foi diluído em meio 

DMEM suplementado com 2% de SFB e 1% de antibióticos. Em seguida, o meio de 

cultura das placas com a monocamada celular foi removido e adicionado 100 μL das 10 

diluições das amostras de extratos com concentração de 25 µg/mL e 100 µL da 

suspensão viral em cada poço. Portanto, o volume final em cada poço com a 

monocamada celular foi de 200 µL de meio DMEM suplementado com 2% de SFB e 

antibióticos.  

 Os seguintes controles foram realizados, a saber: células não tratadas e não 15 

infectadas sem DMSO (CC), células não tratadas e não infectadas em meio de cultura 

contendo DMSO; células não tratadas e infectadas sem o DMSO (CV) e de células não 

tratadas e infectadas em meio contendo DMSO. Em seguida, as placas foram incubadas 

em atmosfera úmida contendo 5% de CO2, a 37 °C, por 72 horas. Após o tempo de 

incubação e observação do efeito citopático de aproximadamente de 100% no controle 20 

de vírus, considerado como 4+ (100% de ECP), foi feita leitura para a avaliação da 

viabilidade celular com o extrato testado utilizando os seguintes critérios: (1+) até 25% 

de ECP, (2+) 26% a 50% de ECP, (3+) 51 % a 75 % de ECP, e (4+) a partir de 76 % a 

100 % de ECP.  

 25 

4.7.4 Determinação da atividade herbicida 

A atividade herbicida foi determinada utilizando-se sementes de alface crespa 

(Lactuca sativa) como modelo para dicotiledôneas e sementes de cebolinha (Allium 

schoenoprasum) como modelo para monocotiledôneas. Para a realização dos ensaios 

todas as sementes foram desinfestadas superficialmente em álcool 70% (1 minuto), 30 

hipoclorito de sódio a 2 - 2,5% (7 minutos e meio). Posteriormente, as sementes foram 

lavadas em água deionizada autoclavada por seis vezes e secas sobre papel filtro em um 

ambiente esterilizado por duas horas. Os bioensaios foram realizados em duplicata em 

placas de poliestireno de 24 poços esterilizadas (TPP 92024). Um disco de papel de 
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filtro qualitativo (50 x 50 – 80g) foi colocado em cada poço utilizado. Aos poços 

controle foram adicionados 400 L de água deionizada autoclavada. Para avaliação de 

toxicidade do solvente utilizado na solubilização dos extratos foi realizado o controle de 

solvente. Para tanto, foi adicionado ao poço 360 L de água e 40 L de acetona PA. 

Aos poços testes foram adicionados 360 L de água e 40 L da diluição do extrato na 5 

concentraçao de 1 mg/mL. Posteriormente, cinco sementes de cada vegetal teste foram 

adicionadas a cada poço. As placas foram tampadas e seladas com parafilme, sendo 

incubadas em BOD sob condições de luz contínua (120,1 umol s-1 m-2) a 25 C por 10 

dias para L. sativa e 14 dias para A. schoenoprasum.  

Após o período de germinação de cada semente foi realizada uma estimativa 10 

qualitativa de fitotoxicidade atribuindo-se uma classificação de 0-5 onde 0= não ocorreu 

nenhum efeito de inibição da germinaçao (todas as sementes germinaram) e 5= sem 

crescimento ou germinação das 5 sementes avaliadas. Glifosato (3 mg/mL) foi utilizado 

como controle positivo de inibição da germinação. Todos os extratos foram avaliados 

em duplicata, e aqueles considerados ativos foram submetidos a um reteste para a 15 

confirmação da atividade. 
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5 Resultados e Discussão 

5.1 Coleta e isolamento dos fungos endofíticos 

 Após o processo de isolamento foram obtidos 236 fungos filamentosos e três 

leveduras. Dentre os fungos filamentosos, 177 (75%) foram obtidos de fragmentos 

foliares, 58 (24,58%) das cascas e apenas um (0,42%) proveniente de semente. As três 5 

leveduras isoladas foram obtidas a partir de cada um dos tecidos vegetais, sendo uma de 

folha, uma de casca e uma de semente. De acordo com Verna e colaboradores (2007), a 

folha vegetal é um tecido ideal para o estudo dos endofíticos e seus metabólitos 

secundários, e têm mostrado ser o maior reservatório de riqueza de espécies e 

colonização por fungos endofíticos, que ocorrem mais freqüentemente nos segmentos 10 

foliares do que nos tecidos do caule e da casca. No presente estudo foi possível realizar 

o isolamento de fungos endofíticos a partir das folhas de todos os espécimes 

amostrados. Entretanto, foram isolados fungos endofíticos a partir das cascas de apenas 

20 indivíduos. A frequência de isolamento a partir das folhas variou de 0,42 a 4,25%, já 

para as cascas foi entre 0,42 e 2,97%, e para as sementes foi de apenas 0,42% (Figura 15 

3). 

 

 

Figura 3. Frequência de isolamento dos fungos endofíticos provenientes das folhas, 

fragmentos de cascas e sementes de espécimes de Lafoensia pacari (Lp) amostrados. 20 

 

 A desinfestação superficial é o primeiro passo e crítico no processamento das 

amostras para garantir o isolamento de fungos endofíticos e evitar os micro-organismos 

contaminantes (Zheng et al., 2015). A metodologia utilizada foi suficiente para eliminar 

os fungos epifíticos e possíveis patógenos que vivem na superfície dos tecidos vegetais 25 
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(Santamaria & Bayman, 2005; Arnold & Lutzonoi, 2007), o que foi indicado pela falta 

de crescimento microbiano na placa de Petri controle com o meio BDA contendo 

alíquotas da água utilizadas na lavagem das amostras durante o processo de 

desinfestação. Por outro lado, o elevado número de isolados de fungos endofíticos 

obtidos sugere que a desinfestação superficial não foi capaz de matar sistematicamente 5 

os fungos endofíticos, reforçando a eficiência do procedimento. Essa metodologia tem 

sido utilizada em diferentes estudos e considerada um método eficiente para a obtenção 

de fungos endofíticos e análise de sua diversidade em diferentes plantas hospedeiras 

(Tan & Zou, 2011; Vieira et al., 2012; Carvalho et al., 2012, Vieira et al., 2014; 

Ferreira et al., 2015; Ferreira et al., 2017b). 10 

 

5.2 Identificação dos fungos endofíticos 

 A partir do agrupamento macromorfológico foram obtidos 91 morfotipos de 

fungos filamentosos. Destes, 60 ocorreram como singletos, ou seja, como apenas um 

único isolado. Os isolados pertencentes a um mesmo grupo morfológico foram 15 

submetidos à análise de perfis moleculares por meio da técnica de PCR microsatélite 

(MSP-PCR) para confirmação do agrupamento morfológico. Um isolado ou mais de 

cada grupo foi então selecionado para sequenciamento da região transcrita interna ITS-

5.8S da região do gene do rRNA (Tabela 2). 

 A maioria dos fungos endofíticos não produz conídios ou esporos sexuais 20 

quando cultivados em meios de cultivo convencionais impossibilitando a identificação 

morfológica (Vaz et al., 2009). Por esse motivo, a região ITS1-5.8S-ITS2 do gene do 

rRNA tem sido utilizada como o código de barras universal para a identificação 

molecular de fungos filamentosos, porque se trata de uma região gênica discriminatória 

de espécies (Schoch et al., 2012). Sendo assim, as sequências obtidas da região ITS 25 

foram utilizadas para novos agrupamentos moleculares, e possibilitou a identificação ao 

menos em nível de gênero, baseando-se na comparação com as sequências depositadas 

no GenBank. 

 Um ou mais representantes dos agrupamentos realizados com base na região ITS 

foram, posteriormente, submetidos à amplificação e sequenciamento parcial do gene da 30 

β-tubulina. O sequenciamento dessa região gênica produz um fragmento de DNA com 

tamanho similar a 540 pb para os fungos filamentosos pertencentes ao filo Ascomycota, 

e o polimorfismo observado entre as diferentes espécies reflete a variabilidade no 

número de intróns (Glass & Donaldson, 1995). Em alguns casos, ainda foi realizada a 
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amplificação do gene da RNA Polimerase II (RPB2), que codifica a segunda maior 

subunidade proteica da RNA Polimerase, e se caracterizada como uma região 

conservada de um gene de cópia única em fungos, sendo assim é utilizada para análises 

filogenéticas (Malkus et al., 2006). 

 Dos 236 isolados de fungos filamentosos, 212 (89,8%) foram identificados, mas 5 

24 (10,2%) não puderam ser identificados. A não identificação destes isolados pode 

estar relacionada à falta de obtenção de um DNA total de boa qualidade, sem 

contaminantes inibidores, à não amplificação de nenhuma das regiões propostas, ou até 

mesmo à obtenção de sequências de qualidade insatisfatória. Alguns dos isolados 

produziram metabólitos que foram responsáveis pela mudança de coloração do meio de 10 

cultura, dificultando a obtenção de um DNA translúcido devido à presença dos 

pigmentos que atrapalham a solubilização do DNA. De acordo com Schori e 

colaboradores (2013), os metabólitos secundários podem interferir na extração de DNA, 

nas amplificações, bem como na reação de sequenciamento.  

 Em relação às leveduras, os isolados Lp16F1 (folha), Lp22C3 (casca) e Lp2S1 15 

(semente) foram identificados como Pseudozyma hubeiensis (Ustilaginomycetes, 

Basiodiomycota), Candida parapsiolosis (Clado Candida albicans/Loderromyces) 

(Saccharomycetes, Ascomycota) e Aureobasidium sp. (Dothideomycetes, Ascomycota), 

respectivamente. A levedura Lp2S1 provavelmente representa uma espécie nova dentro 

do gênero Aureobasidium, uma vez que sua sequência diferiu em 14 substituições no 20 

domínio D1/D2 na subunidade maior do gene do rRNA e 3 gaps quando comparada 

com Aureobasidium thailandense, a espécie filogeneticamente mais próxima. 

 Ao final do processo de sequenciamento e análises filogenéticas, os 215 isolados 

de endofíticos (212 fungos filamentosos e três leveduras) foram identificados em 63 

unidades taxonômicas distintas (UTD), das quais 60 pertencem a fungos filamentosos e 25 

três pertencem a leveduras. As UTDs identificadas foram representadas por 36 gêneros, 

pertencentes às classes Dothideomycetes, Sordariomycetes, Eurotiomycetes e 

Saccharomycetes (Ascomycota); Ustilaginomycetes (Basidiomycota); e Zygomycetes 

(Zygomycota) (Figura 4). 

 30 
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Figura 4. Porcentagem dos fungos endofíticos associados à Lafoensia pacari 

classificados em nível de classe. 

 

 A maioria das espécies de fungos endofíticos pertence ao filo Ascomycota, sendo 5 

predominantemente representados pelas classes Dothideomycetes e Sordariomycetes 

(Arnold et al., 2009). Fato que corrobora com o presente estudo, uma vez que dentre os 

fungos endofíticos associados a L. pacari o filo Ascomycota, representado pelas classes 

Sordariomycetes, Dothideomycetes, e Eurotiomycetes, foi o mais freqüentemente 

isolado e identificado (Rodriguez et al., 2009). Dothideomycetes geralmente é composta 10 

por táxons oportunistas e generalistas (Botella & Diez 2011). Os endofíticos 

pertencentes à Sordariomycetes são frequentemente encontrados a partir de isolamentos 

realizados pelo cultivo em meio de cultura sólido, e são representados principalmente 

por endofíticos foliares. Enquanto que a classe Eurotiomycetes é, relativamente, 

representada por poucas espécies (Arnold et al., 2007).  15 

 Dentre os táxons identificados, as sequências dos isolados selecionados de seis 

diferentes morfotipos apresentaram baixas similaridades com as sequências ITS quando 

comparados com as de espécies fúngicas conhecidas depositadas no GenBank, e/ou 

apresentaram informações inconclusivas. Cinco destes morfotipos foram identificados 

em nível de família (Chaetomiaceae sp., Cryphonectriaceae sp., Hypoxylaceae sp., 20 

Lophiotremataceae sp., e Valsariaceae sp.) e um em nível de classe (Dothideomycetes 

sp.), sugerindo então que estes isolados podem se tratar de espécies novas de fungos 

filamentosos.
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Tabela 2. Identificação molecular dos fungos endofíticos associados à Lafoensia pacari. 

UFMGCBa Tecido de 

isolamentob 

N° de 

isolados 

Sequências de referência do BLAST (n° de 

acesso GenBank)c 

Cobertura 

(%) 

Identidade 

(%) 

N° de pb 

analisados 

Identificação proposta 

11306 F 1 Alternaria destruens (NR137143)d 100 100 451 Alternaria sp. 

11413 F, C 9 Aspergillus aculeatus (NR111412)d 

Aspergillus aculeatus (HQ632667)e 

100 

100 

100 

98 

461 

315 

Aspergillus aculeatus 

Lp2S1 S 1 Aureobasidium thailandense (JX462674)g 100 97 483 Aureobasidium sp. 

11357 F 2 Beltraniella acaciae (NR147685)d 99 98 428 Beltraniella sp. 

11271 F 3 Botryosphaeria agaves (NR111792)d 99 97 318 Botryosphaeria sp. 

11430 C 1 Arcopilus turgidopilosus (KX976588)d 97 93 473 Chaetomiaceae sp.  

11342 F 1 Cladosporium welwitschiicola (NR152308)d 

Cladosporium psychrotolerans (KJ596614)d 

100 

84 

100 

 

85 

429 

304 

Cladosporium sp. 

11407 F, C 8 Colletotrichum siamense (NR144784)d 

Colletotrichum melanocaulon (KX094290)d 

99 

100 

100 

99 

451 

344 

Colletotrichum sp. 1 

11352 F 1 Colletotrichum aeschynomenes (NR120133)d 

Colletotrichum melanocaulon (KX094290)d 

100 

100 

99 

99 

413 

262 

Colletotrichum sp. 2 

11221 F 7 Colletotrichum nupharicola (NR120134)d 100 99 424 Colletotrichum sp. 3 

11323 F 2 Colletotrichum gigasporum (NR145380)d 98 100 401 Colletotrichum sp. 4 

11370 F 2 Colletotrichum phyllanthi (NR111698)d 

Colletotrichum karstii (HM585428)e 

100 

99 

100 

100 

404 

331 

Colletotrichum sp. 5 

11290 F 2 Colletotrichum citri-maximae (KX943582)d 100 100 280 Colletotrichum sp. 6 

11339 F 1 Coniothyrium multiporum (NR111617)d 82 96 416 Coniothyrium sp. 
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11293 F,C 4 Luteocirrhus shearii (NR120254)d 

Cryphonectriaceae sp. (JQ862953)d 

83 

99 

96 

87 

376 

434 

Cryphonectriaceae sp. 

11282 F 5 Diaporthe velutina (NR152470)d 

Diaporthe inconspicua (KC344091)e 

99 

86 

99 

100 

544 

408 

Diaporthe inconspicua 

 

11291 F 5 Diaporthe terebinthifolii (NR111862)d 

Diaporthe schini  (KC344159)e 

100 

89 

99 

97 

363 

421 

Diaporthe sp. 1 

11343 F 4 Diaporthe ocoteae (KX228293)d 99 93 469 Diaporthe sp. 2 

11235 F 1 Diaporthe diospyricola (KX777156)d 

Diaporthe velutina (KX999223)e 

96 

95 

97 

96 

398 

402 

Diaporthe sp. 3 

11426 F,C 3 Diaporthe middletonii (NR147536)d 100 98 462 Diaporthe sp. 4 

11244 F 1 Diaporthe acericola (NR152507)d 100 100 271 Diaporthe sp. 5 

11295 F 2 Diaporthe citri (NR152507)d 100 94 371 Diaporthe sp. 6 

11356 F 3 Diaporthe baccae (NR152458)d 

Diaporthe inconspicua (KC344091)e 

99 

83 

94 

100 

420 

415 

Diaporthe sp. 7 

11317 F 1 Diaporthe miriciae (NR147535)d 

Diaporthe passifloricola (KX228387) e 

100 99 403 Diaporthe sp. 8 

11378 F 1 Paramycoleptodiscus albizziae (NR145403) d 53 97 394 Dothideomycetes sp. 

11314 F 1 Fusarium pseudonygamai (NR137162)d 

Fusarium sudanense (KU603909) e 

100 

100 

100 

98 

423 

271 

Fusarium sp. 

11381 F 1 Gloniopsis calami (KX669036)d 99 98 447 Gloniopsis sp. 

11392 C 1 Hypoxylon griseobrunneum (KC968918)d 97 99 411 Hypoxylon griseobrunneum 

11427 C 1 Hypoxylon pulicicidum (JX183075)d 77 90 327 Hypoxylaceae sp. 

11305 F 1 Jattaea mookgoponga (EU367449)d 98 96 429 Jattaea sp. 
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11394 F,C 15 Lasiodiplodia subglobosa (KF234558)d 

Lasiodiplodia pseudotheobromae (EU673111)e 

98 

99 

100 

99 

422 

401 

Lasiodiplodia sp. 1 

11397 F,C 8 Lasiodiplodia parva (KF766192)d 

Lasiodiplodia parva (EU673114)e 

100 

100 

100 

100 

432 

395 

Lasiodiplodia sp. 2 

11320 F 1 Lasiodiplodia gonubiensis (KF766191)d 99 99 419 Lasiodiplodia sp. 3 

11424 C 1 Lasiodiplodia laeliocattleyae (KU507487)d 

Lasiodiplodia theobromae (EU673110)e 

100 

100 

100 

100 

425 

427 

Lasiodiplodia theobromae 

Lp22C3 C 1 Candida parapsilosis (KY106650)g 100 99 551 Candida parapsilosis 

11379 F 1 Atrocalyx bambusae (NR153559)d 73 92 364 Lophiotremataceae sp. 

11315 F 1 Mucor ellipsoideus (NR111683)d 100 100 510 Mucor sp. 

11387 C 1 Muscodor suthepensis (JN558830)d 97 97 502 Muscodor sp. 

11416 C 1 Nemania primolutea (EF026121)d 98 96 457 Nemania sp. 

11277 F 1 Neofusicoccum kwambonambiense (NR137014)d 95 99 408 Neofusicoccum sp. 

11206 F,C 5 Neopestalotiopsis cocoes (KX789687)d 99 100 401 Neopestalotiopsis sp. 

11388 C 4 Paecilomyces formosous (FJ389929)d 99 97 479 Paecilomyces sp. 

11438 C 1 Penicillium diversum (DQ308553)d 

Penicillium chrysogenum (JX996668)f 

98 

100 

98 

100 

434 

323 

Penicillium chrysogenum  

11433 C 1 Penicillium sanshaense (NR153276)d 93 95 403 Penicillium sp. 1 

11434 C 1 Penicillium bilaiae (JN714935)d 100 100 314 Penicillium sp. 2 

11435 C 1 Penicillium multicolor (JN799647)d 100 99 420 Penicillium sp. 3 

11436 C 1 Penicillium viticola (NR121209)d 100 99 409 Penicillium sp. 4 

11355 F 1 Penicillium citreosulfuratum (KP016814)d 100 99 466 Penicillium sp. 5 

11228 F 1 Penicillium diversum (DQ308553)d 100 99 386 Penicillium sp. 6 



53 

 

11432 C 2 Penicillium wotroi (NR119813)d 

Penicillium wotroi (GU981637)e 

98 

98 

99 

100 

496 

478 

Penicillium wotroi 

11269 F 1 Pestalotiopsis colombiensis (KM199307)d 100 99 477 Pestalotiopsis sp. 

11380 F 1 Phomatospora striatigera (NR145386)d 100 92 461 Phomatospora sp. 

11236 F 55 Phyllosticta capitalensis (NR144914)d 100 100 484 Phyllosticta sp. 1 

11328 F 2 Phyllosticta fallopiae (NR147316)d 100 99 328 Phyllosticta sp. 2 

11217 F 1 Phyllosticta catimbauensis (MF466160)d 

Phyllosticta rhaphiolepides (MF466160)e 

86 

94 

97 

96 

472 

277 

Phyllosticta sp. 3 

11253 F 1 Phyllosticta catimbauensis (MF466160)d 85 100 418 Phyllosticta sp. 4 

11340 F 2 Preussia persica (NR137730)d 96 98 447 Preussia sp. 

11359 F 18 Pseudofusicoccum adansoniae (KF766220)d 

Pseudofusicoccum ardesiacum (KX465069) e 

100 

100 

98 

98 

435 

377 

Pseudofusicoccum sp.  

Lp16F1 F 1 Pseudozyma hubeiensis (KY108956)g 100 100 393 Pseudozyma hubeiensis 

11377 F 1 Rasamsonia brevistipitata (NR119935) d 100 94 481 Rasamsonia sp. 

11393 C 4 Syncephalastrum monosporum (NR138374) d 100 97 436 Syncephalastrum sp. 

11384 C 2 Trichoderma neokoningii (NR138446)d 

Trichoderma reesei (CP016238) e 

99 

74 

99 

93 

521 

251 

Trichoderma sp. 

11294 F 1 Myrmaecium fulvoproinatum (NR145390)d 100 87 515 Valsariaceae sp. 

aUFMGCB = Coleção de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais. bTecido de isolamento:  F = Folha, C = Casca, S = semente.  cSequência de 

referência obtida por meio do BLASTn e utilizada para comparação. dIdentificação realizada por meio do BLASTn utilizando fragmentos da região transcrita interna ITS-5.8S 

da região do gene do rRNA. eIdentificação realizada por meio do BLASTn utilizando fragmentos do gene da β-tubulina. fIdentificação realizada por meio do BLASTn 

utilizando fragmentos do gene da RNA Polimerase II. gIdentificação realizada por meio do BLASTn utilizando fragmentos da região D1/D2 da subunidade maior do rRNA.  
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5.3 Composição da comunidade de fungos endofíticos associados às folhas, cascas 

dos caules e sementes de Lafoensia pacari 

 A comunidade dos fungos endofíticos de L. pacari variou entre os tecidos 

vegetais estudados. A partir das folhas foram recuperadas 39 UTDs compreendidas em 

20 gêneros distintos, já para as cascas, foram obtidas 16 UTDs em nove gêneros, 5 

enquanto que sete táxons foram comuns para os dois tecidos. Em relação as sementes, 

apenas uma levedura e um fungo filamentoso foram obtidos. As folhas representam uma 

considerável porta de entrada para os fungos, devido a abundância de aberturas naturais 

na forma de estômatos, hidatódios e aberturas glandulares, bem em como pela textura 

da folha que facilita a fixação e o acesso dos endofíticos para o interior do tecido, em 10 

contraste com os tecidos da casca e do caule (Mekkamol 1998; Chareprasert et al., 

2006). Uma vez que os diferentes tecidos vegetais possuem anatomia e funções 

distintas, estes podem ter influenciado na dominância de determinandos táxons nos dois 

tipos de tecidos.  

 A comunidade de fungos endofíticos associados à L. pacari foi representada 15 

predominantemente por táxons do filo Ascomycota (97,2%) com maior representação 

para a classe Dotyhideomycetes (53,5%). Nesta classe, a ordem Botryosphaeriales, com 

49,3% de isolamento, foi representada pelos gêneros Phyllosticta, Lasiodiplodia, 

Pseudofusicoccum, Neofusicoccum e Botryosphaeria. As espécies de Botryosphaeriales 

estão distribuídas mundialmente em uma ampla gama de diferentes plantas hospedeiras, 20 

e possuem uma ecologia diversificada, podendo ser encontradas como fungos sapróbios, 

endofíticos ou fitopatógenos (Slippers & Wingfield 2007; Jami et al. 2014; 

Trakunyingcharoen et al. 2015; Crous et al. 2016). 

 O gênero Phyllosticta foi o mais abundante, representado por 27,5% dos 

isolados identificados (Tabela 2), os quais foram distribuídos em quatro UTDs. De 25 

modo semelhante, Ribeiro e colaboradores (2018) demostraram que uma ou mais 

espécies podem aparecer em alta abundância em diferentes hospedeiros. As espécies de 

Phyllosticta são geralmente conhecidas como fitopatógenos de vários hospedeiros e 

responsáveis por várias doenças com sintomas incluindo manchas pretas nas folhas e 

nos frutos (Wulandari et al., 2009; Glienke et al., 2011; Wang et al., 2012). Entretanto, 30 

muitas espécies do gênero são endofíticos latentes por um longo período, mas que 

passam a atuar como fitopatógenos manifestando a doença quando a planta hospedeira 

passa a crescer em condições ambientais de estresse (Rodrigues et al., 2004). 
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 Todos os isolados de Phyllosticta no presente estudo foram obtidos a partir do 

tecido foliar. Semelhantemente, espécies endofíticas de Phyllosticta apresentaram 

especificidade para as folhas de 29 plantas medicinais chinesas (Huang et al., 2008), 

assim como também foi relatado para outras plantas medicinais tais como Tinospora 

cordifolia na Índia (Mishra et al., 2012) e Echinaceae purpurea nos Estados Unidos 5 

(Carvalho et al., 2016). 

  A família Botryosphaeriaceae que também inclui os gêneros Lasiodiplodia, 

Pseudofusicoccum, Neofusicoccum e Botryosphaeria é composta por numerosas 

espécies fúngicas que ocorrem em tecidos vegetais saudáveis como patógenos latentes 

que persistem endofiticamente até que ocorra alguma situação ambiental desfavorável, 10 

ocasionando na manifestação dos sintomas da doença (Slippers & Wingfield 2007). 

Lasiodiplodia foi representado por 11,6% dos isolados identificados, o qual ocorre 

globalmente em plantas lenhosas nas regiões tropicais e subtropicais e está melhor 

adaptado às condições ambientais dessas regiões, onde tem sido associado com muitas 

doenças que afetam diferentes plantas (Punithalingam 1980; Cruywagen et al., 2017; 15 

Rodríguez-Gálvez et al., 2017). O gênero Pseudofusicoccum foi o terceiro mais 

abundante com 8,4% dos isolados identificados, dos quais todos foram obtidos 

exclusivamente a partir do tecido foliar. Sakalides e colaboradores (2011) estudaram a 

comunidade de fungos endofíticos presentes em diferentes espécies de baobás na região 

noroeste da Austrália e encontraram Lasiodiplodia e Pseudofusicoccum como os 20 

gêneros mais comuns, entre os quais o fungo L. theobromae foi o endofítico dominante, 

para a maioria das regiões e espécies de árvores amostradas. 

 Espécies dos gêneros Botryosphaeria e Neofusicoccum apresentaram baixas 

frequências em L. pacari, o primeiro com dois isolados e o segundo com apenas um 

representante. Espécies de Botryosphaeria já foram reportadas como endofíticos 25 

associados a plantas medicinais (Chen et al., 2015; Carvalho et al., 2016), bem como 

fungos com baixa frequência em manguezais na África do Sul (Osorio et al., 2017). 

Neofusicoccum inclui espécies com uma ampla distribuição geográfica nos mais 

variados hospedeiros, incluindo plantas lenhosas de importância agrícola, florestal e 

econômica. Estes fungos são tipicamente endofíticos, mas sob condições de estresse 30 

algumas espécies podem causar sintomas de declínio e morte (Crous et al. 2006; 

Slippers & Wingfield 2007). 

 A ordem Pleosporales apresentou quatro táxons com baixas frequências 

pertencentes aos gêneros Preussia (0,9%), Alternaria (0,5%) e Coniothyrium (0,5%), 
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assim como um táxon que apresentou baixa similaridade com as sequências tipo 

depositadas no GenBank, sendo identificado em nível de família como 

Lophiotremataceae (0,5%). 

 Espécies de Preussia são frequentemente isoladas dos solos ou também como 

coprófilos, entretanto, representantes do gênero já foram encontradas como endofíticos 5 

associados às plantas medicinais Smallanthus sonchifolous (Gallo et al. 2009) e 

Stryphnodendron adstringens (Carvalho et al., 2012), esta última uma planta da savana 

brasileira. Embora as espécies de Alternaria sejam caracterizadas, principalmente, por 

fungos sapróbios comumente encontrados no solo ou em tecidos vegetais em 

decomposição, muitos estudos demonstram que as espécies pertencentes ao gênero são 10 

compostas por endofíticos associados com plantas de ambientes tropicais e temperados 

(Morakotkarn et al., 2006). Espécies de Coniothyrium foram previamente relatadas 

como endofíticas a partir da planta medicinal Aquilaria sinensis na China (Cui et al., 

2011) e da planta do algodão nos Estados Unidos (EK-Ramos et al., 2013). 

 Ainda dentro de Dothideomycetes, outros grupos taxonômicos foram 15 

encontrados com menor frequência pertencentes aos gêneros Cladosporium (0,5%), 

Gloniopsis (0,5%), a levedura Aureobasidium sp. (0,5%), e um táxon identificado como 

Dothideomycetes sp. O gênero Cladosporium é comumente encontrado como endofítico 

de plantas medicinais brasileiras (Carvalho et al., 2012; Carvalho et al., 2015b; Khan et 

al., 2017). De acordo com a literatura, este é o primeiro relato do gênero Gloniopsis 20 

como fungo endofítico. 

 A levedura endofítica Aureobasidium sp. foi isolada a partir de uma semente de 

L. pacari. Este gênero é comumente encontrado como endofítico, seja associado à 

planta medicinal (Silva-Hughes et al., 2015), ou relatado como fungo transmitido 

verticalmente para a planta hospedeira (Parsa et al., 2016; Shahzad et al., 2018). 25 

 A segunda classe com maior representabilidade foi a Sordariomycetes com 

32,5% dos isolados identificados. Como representantes da ordem Diaporthales 

destacam-se o gênero Diaporthe que representou 11,6% de todos os isolados, 

distribuídos em nove UTDs, e o táxon Chyphonectriaceae sp. (1,8%). 

 O gênero Diaporthe, estágio teleomorfo de Phomopsis, é composto por cerca de 30 

800 espécies, sendo distribuído em todo o mundo em uma grande variedade de 

hospedeiros (Ribeiro et al., 2018). Espécies do complexo Diaporthe-Phomopsis podem 

ser fitopatógenos, sapróbios ou endofíticos simbiontes (Gomes et al., 2013; Santos et 

al., 2016). Como endofíticos são comumente encontrados em associação com plantas 

https://www.google.de/search?q=representabilidade&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwip8Mi195fcAhVCzFMKHW3zCd4QBQgkKAA
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medicinais (Carvalho et al., 2012; Vieira et al., 2014; Silva-Hughes et al., 2015). 

Algumas espécies de Diaporthe podem também ser tanto endofíticos quanto patógenos, 

dependendo do tipo e do estado de saúde do hospedeiro (Gomes et al., 2013). 

 Os fungos da família Cryphonectriaceae incluem fitopatógenos presentes em 

todo o mundo, tanto em ecossistemas naturais quanto em plantações (Gryzenhout et al. 5 

2009). Entretanto, também já foram relatados de maneira endofitica em plantações de 

eucalipto na África do Sul (Mausse-Sitoe, et al., 2016). 

 O gênero Colletrotrichum foi o segundo mais representado dentro da classe 

Sordariomycetes, com 10,2% de todos os isolados identificados, distribuídos em seis 

UTDs. Espécies de Colletotrichum são conhecidas por serem fungos fitopatogênicos 10 

que causam a antracnose, doença que afeta uma vasta gama de plantas, incluindo frutas, 

verduras e legumes em todo o mundo, acarretando implicações para a economia (Han et 

al., 2016). Entretanto, as espécies fitopatogênicas deste gênero são capazes de assumir 

associações mutualistas ou comensais com as plantas, além daquelas que causam 

doenças (Redman et al., 2001). Diferentes espécies de Colletotrichum foram 15 

encontradas como comunidades fúngicas endofíticas em uma grande variedade de 

plantas de diferentes ecossistemas (Gonzaga et al., 2014). A identificação por métodos 

moleculares das espécies de Colletotrichum é um grande desafio, pois o gênero 

apresenta alta diversidade genética, aliado ao fato da existência de muitas espécies 

despositadas incorretamente no GenBank (Hyde et al., 2009; Gonzaga et al., 2014). 20 

 Neopestalotiopsis foi encontrado com a frequência de 2,3%, enquanto que 

Pestalotiopsis com 0,5%. Neopestalotiopsis foi originalmente agrupado dentro de 

Pestalotiopsis, mas foi reclassificado como gênero separado em 2014 devido às análises 

morfológicas e moleculares (Maharachchikumbura et al., 2014). Espécies de 

Pestalotiopsis têm distribuição mundial em variados substratos, seja como sapróbios ou 25 

como patógenos.  Já como endofíticos muitas espécies de Pestalotiopsis foram isoladas 

como o gênero dominante de diferentes espécies de plantas que vivem em regiões 

tropicais e subtropicais (Vieira et al., 2014). 

 Dentro de Sordariomycetes também foram identificados dois táxons com baixas 

frequências, Trichoderma e Beltraniella, ambos com 0,9%, e outros nove táxons 30 

caracterizados por singletos com apenas um isolado. Os singletos que puderam ser 

identificados em nível de gênero ou espécie foram Fusarium sp., Hypoxylon 

griseobrunneum, Jattaea sp., Phomatospora sp., bem como membros de dois gêneros 

da família Xylariaceae (Nemania e Muscodor). Os outros três singletos restantes foram 
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identificados em nível de família como Chaetomiaceae sp., Hypoxylaceae sp. e 

Valsariaceae sp. 

 O complexo Hypocrea (teleomorfo)/Trichoderma (anamorfo) é formado por 

espécies geralmente consideradas como micro-organismos sapróbios do solo, mas que 

também podem colonizar as raízes das plantas formando uma relação simbiótica (Bailey 5 

et al., 2009). Uma nova espécie do complexo, Trichoderma martiale, foi descrita como 

endofítica a partir do isolamento de Theobroma cacao (cacau) no Brasil (Hanada et al., 

2008), e mais quatro espécies endofíticas foram encontradas no caule e na casca da 

mesma planta (Bailey et al., 2009). 

 Fusarium parece possuir ampla distribuição geográfica sendo comumente 10 

isolado de plantas como endofítico (Zheng et al., 2015), e suas espécies frequentemente 

estão entre as isoladas com maior frequência em plantas tropicais (Vega et al., 2010). 

Espécies do gênero Hypoxylon foram previamente reportadas como endofíticas a partir 

de folhas e da casca da planta medicinal Taxus globosa no México (Rivera-Orduña et 

al., 2011) e também da raiz e caule de Brassica napus na China (Zhang et al., 2014). 15 

  Em relação aos gêneros de Xylariaceae identificados, um isolado de Muscodor 

sp. foi isolado da folha da planta medicinal Stryphnodendron adstringens no Brasil 

(Carvalho et al., 2014), enquanto que o gênero Nemania foi um dos endofíticos 

dominantes em folhas de Agelatina adenofora na China (Mei et al., 2014). As espécies 

da família Chaetomiaceae são predominantemente não patogênicas para as plantas, no 20 

entanto, algumas delas são coprófilas, enquanto outras podem ser encontradas em 

sementes e no solo (Soytong & Quimio 1989; Somrithipol et al., 2004), em compostos 

inorgânicos, além de endofíticas competidores de outros patógenos fúngicos das plantas 

(Soytong & Quimio 1989). Já em relação a Beltraniella sp., Jattaea sp. e Valsariaceae 

sp. não foram encontrados relatos como espécies endofíticas. 25 

 A classe Eurotiomycetes foi representada por 10,7% de todos os isolados 

identificados, sendo Aspergillus aculeatus e o gênero Penicillium com a frequência de 

4,1% cada, este último distribuído em sete UTDs. Com menor frequência foram 

identificados os gêneros Paecilomyces (1,8%) e Rasamsonia (0,5%). O gênero 

Aspergillus representa um grupo diversificado de fungos, que estão entre os mais 30 

abundantes do mundo compreendendo mais de 185 espécies (Krijgsheld et al., 2012). 

Os membros de Aspergillus se caracterizam por fungos filamentosos cosmopolitas e 

ubíquos, comumente encontrados no solo, restos de plantas e no interior de ambientes 

aerados, além de ser um dos fungos endofíticos mais encontrados em associação com 
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plantas terrestres e marinhas (Elkhayat et al., 2015; Tawfike et al., 2017).  

Recentemente, A. aculeatus foi obtido como endofítico a partir da folha da planta 

medicinal egípcia Terminalia laxiflora (Tawfike et al., 2017) e da casca de planta 

medicinal Symphonia globulifera no Camarões (Ateba et al., 2018). 

 O gênero Penicillium é composto por mais de 200 espécies conhecidas, que são 5 

encontradas principalmente no solo (Petit et al., 2009), e é frequentemente isolado de 

plantas como endofítico (Yu et al., 2018). Paecilomyces sp. já foi isolado como 

endofítico em associação com folhas e cascas das plantas medicinais Symphonia 

globulifera e Tectona grandis, respectivamente, em ecossistema tropical (Singh et al., 

2017; Ateba et al., 2018). Em relação ao gênero Rasamsonia, não foi encontrado 10 

nenhum relato de espécies como endofítico, mas se trata de um gênero que 

anteriormente era membro dos gêneros Penicillium/Talaromyces e Geosmithia 

(Houbraken et al., 2012). 

 A classe Saccharomycetes foi representada por um único isolado de levedura, 

Candida parapsiolosis (Clado Candida albicans/Loderromyces). Esta espécie de 15 

levedura já foi previamente isolada como endofítica a partir de folhas de Citrus sinensis 

no Brasil (Gai et al., 2009). O filo Basiodiomycota foi representado pela classe 

Ustilaginomycetes com apenas um isolado de levedura identificado como Pseudozyma 

hubeiensis. O gênero Pseudozyma foi previamente reportado como endofítico de 

algodão (Gossypium hirsutum) em baixa frequência, com a ocorrência de apenas um 20 

isolado (EK-Ramos et al., 2013). 

 Zygomycota foi representado pela classe Zygomycetes com 2,3% dos isolados 

identificados, pertencentes a dois táxons dentro da ordem Mucorales [Syncephalastrum 

sp. (1,8%) e Mucor sp. (0,5%)]. Ibrahim e colabadores (2017) obtiveram a espécie 

Syncephalastrum racemosum como endofítico da planta Markhamia tomentosa na 25 

Nigéria. Estes autores constataram que o fungo pode atuar na proteção da planta 

hospedeira frente fungos fitopatógenos. Este gênero também já foi obtido em baixa 

frequência a partir de Theobroma cacao no Brasil (Rubino et al., 2005). Um isolado de 

Mucor sp. foi obtido a partir de folhas da planta medicinal brasileira Solanum cernuum 

Vell. (Vieira et al., 2012), bem como da casca da planta medicinal Symphonia 30 

globulifera (Ateba et al., 2018). 
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5.4 Cultivo in vitro de Lafoensia pacari 

5.4.1 Germinação de sementes de L. pacari em Meio Murashige & Skoog (MS) 

A partir da germinação das sementes de L. pacari em meio MS, variando as 

concentrações de sacarose, desde a ausência até a presença de 20 e 30 g/L, foram 

obtidas cinco plântulas. Entretanto, estas plântulas não apresentaram um 5 

desenvolvimento satisfatório, mas sim um crescimento lento e estagnado. Do segundo 

ao quarto mês de idade as plântulas apresentaram o mesmo tamanho, sem nenhuma 

melhoria no desenvolvimento, chegando ao final do quarto mês com apenas duas folhas 

(Figura 5a). Mesmo com tamanho reduzido, as plântulas foram utilizadas para o 

isolamento dos fungos endofíticos conhecidos como endofíticos “verdadeiros”. 10 

 As plântulas foram submetidas a um processo de trituração, diluição seriada e 

plaqueamento em BDA. Após 90 dias de incubação visualizou-se o crescimento de uma 

colônia filamentosa sugerindo a ocorrência de um endofítico “verdadeiro” associado a 

L. pacari. O fungo endofítico isolado foi depositado na Coleção de Micro-organismos e 

Células da UFMG com o código UGMGCB 11449, o qual foi identificado por meio da 15 

amplificação da região ITS e do gene parcial da β-tubulina como Cladosporium sp. 1 

(Tabela 3). Adicionalmente, foi produzido seu extrato diclorometânico e encaminhado 

para os ensaios biológicos para a avaliação das possíveis atividades antiparasitárias 

(contra L. amazonensis e T. cruzi), antiviral (contra DENV2) e herbicida. 

Uma nova tentativa de se obter um crescimento satisfatório após a germinação 20 

das sementes de L. pacari foi realizada ao aumentar a concentração do hormônio 

giberelina, de 2 para 3 mg/L. Não foi observada nenhuma melhoria no crescimento das 

plântulas obtidas com a giberelina a 3 mg/L. As quatro plântulas obtidas também foram 

utilizadas na tentativa de isolamento de fungos endofíticos, entretanto nenhum 

endofítico foi obtido. 25 

 

5.4.2 Germinação de sementes de Lafoensia  pacari em Meio Wood plant (WP) 

 A fim de tentar obter uma germinação e consequente melhor taxa de crescimento 

e desenvolvimento das plântulas de L. pacari cultivadas in vitro, suas sementes foram 

inoculadas em meio WP suplementado com sacarose e os hormônios vegetais giberelina 30 

e BAP. Ao comparar a germinação nos dois diferentes meios, em WP foi bastante 

diferenciada, uma vez que após as sementes germinarem, as plântulas se desenvolveram 

com maior velocidade e vigor, ultrapassando o tamanho e número de folhas 
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desenvolvidas no final do quarto mês de idade, contrário do observado em meio MS 

(Figura 5c). Em relação à adição de hormônios, observou-se um melhor 

desenvolvimento das plântulas crescidas na ausência de giberelina.  

 

 5 

 Aproximadamente 100 sementes foram submetidas à desinfestação para 

posterior inoculação em tubos contendo o meio WP a fim de se obter o máximo número 

possível de plântulas para o isolamento de fungos endofíticos “verdadeiros”. Oitenta e 

sete plântulas de L. pacari foram obtidas e consequentemente utilizadas para o 

isolamento dos fungos endofíticos. Tais plântulas se encontravam com quatro, sete e 10 

oito meses de idade. Destas, 36 apresentaram o desenvolvimento restrito a duas folhas 

inicias, assim como observado para todas as sementes germinadas em meio MS; 23 

apresentaram porte médio até o quarto mês de desenvolvimento (Figura 5b); e 28 

estavam bem desenvolvidas.  

 Para as plântulas com apenas duas folhas e as com porte médio foi realizado o 15 

isolamento dos fungos a partir do triturado das folhas seguido pelo plaqueamento em 

ágar batata dextrose de uma alíquota de 100 µL da diluição seriada 10-1 e 10-2. Já para 

as plântulas com maior porte, foi realizado o isolamento tanto a partir das diluições do 

Figura 5. Plântulas de L. pacari cultivadas in vitro. a) Plântula cultivada em meio 

Murashige & Skoog com crescimento estagnado. b) Plântulas cultivadas em meio 

Wood Plant com crescimento intermediário. c) Plântulas cultivadas em meio Wood 

Plant com melhor desenvolvimento. 
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macerado das folhas, quanto do plaqueamento direto de fragmentos de 5 mm de folhas e 

caule no meio de cultivo. 

 Após 90 dias de incubação foram obtidos dois isolados de leveduras e sete de 

fungos filamentosos. As leveduras foram submetidas ao sequenciamento do domínio 

D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA, sendo ambas identificadas como 5 

Eremothecium gossypii. Em relação aos isolados de fungos filamentosos, três foram 

agrupados em um mesmo morfotipo de acordo com as características morfológicas 

(UFMGCB 16639, UFMGCB 16640 e UFMGCB 16641), e os outros quatro em 

morfotipos únicos, sendo todos estes submetidos ao sequenciamento da região ITS. 

Após a análise filogenética foram identificados quatro táxons de endofíticos associados 10 

às plântulas de L. pacari cultivadas in vitro: um táxon de levedura (Eremothecium 

gossypii) e três de fungos filamentosos (Cladosporium sp. 1, Cladosporium sp. 2 e 

Aspergillus sp.), além de dois que não puderam ser identificados (Tabela 3). Todos os 

quatro isolados de Cladasporium sp. 1 recuperados a partir das plântulas estudadas 

foram obtidos por meio da trituração de suas folhas e uma destas plântulas foi cultivada 15 

em meio MS e as outras três no meio WP.  

A sequência do isolado Cladosporium sp. 1 UFMGCB 11449 apresentou 

semelhanças com as sequências dos isolados Cladosporium sp. 1 UFMGCB 16639, 

16640 e 16441, e, portanto, agrupados no mesmo morfotipo (Figura 6). Assim como a 

sequência do isolado Cladosporium sp. UFMGCB 11342, obtido da folha de um 20 

indivíduo de L. pacari amostrado em seu ambiente natural, apresentou semelhança com 

as sequências de DNA dos quatro isolados obtidos das plântulas (Figura 6). Tal 

semelhança pode sugerir que este táxon pode ser verticalmente transmitido por 

sementes e pode exercer algum papel para favorecer o estabelecimento e crescimento da 

planta hospedeira, uma vez que não foi observado nenhum sintoma ou evidência de 25 

doença em todas as plântulas estudadas. Por exemplo, espécies de Cladosporium podem 

produzir o hormônio vegetal giberelina e assim promover o crescimento da plântula 

hospedeira (Hamayun et al., 2009). Além disso, os fungos endofíticos de plântulas 

podem protegê-las contra patógenos foliares (Arnold et al. 2003). 

Os gêneros Cladosporium e Aspergillus já foram anteriormente descritos como 30 

endofíticos “verdadeiros”. Três isolados de Cladosporium cladosporioides e um de 

Aspergillus ustus foram obtidos a partir de plântulas de Phaseolus vulgaris (Parsa et al., 

2016). Hodson e colaboradores (2014) sugerem forte evidência de transmissão vertical 
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por Cladosporium sphaerospermum, sendo o fungo obtido tanto a partir das sementes 

quanto dos coltilédones e folhas verdadeiras das plântulas. 

 Não foi possível encontrar nenhum registro da levedura Eremothecium gossypii 

se comportando com levedura endofítica, mas o gênero já foi relatado como endofítico. 

Carvalho e colaboradores (2015a) obtiveram dois isolados de E. coryli a partir de 5 

sementes de Copaifera publifora, planta medicinal presente na amazônia brasileira. 

Eremothecium gossypii é uma levedura filamentosa pertencente à família 

Saccharomycetaceae que é comumente encontrada em regiões tropicais e subtropicais, 

agindo como fitopatógeno de café, algodão, soja e outras culturas, em que parece ser 

vetorizada por insetos (Kurtzman et al., 2011). 10 

 

 

 

 

 15 

 UFMGCB 16640 

 UFMGCB 16641 

 Cladosporium welwitschiicola CPC 18648 (NR152308) 

 UFMGCB 16639 

 UFMGCB 11449 

 UFMGCB 11342 

 Cladosporium dominicanum CBS 119415 (KJ596558) 

 Cladosporium domesticum CPC 22307 (NR156348) 

99 

0.002 

Figura 6. Árvore filogenética dos fungos endofíticos do gênero Cladosporium 

associados à Lafoensia pacari, obtidos tanto da planta no ambiente natural quanto in 

vitro (em negrito). As sequências dos isolados foram comparados com sequências de 

espécies tipo ou de referência depositadas no GenBank após análises utilizando o 

BLAST. A árvore foi construída com base nas sequências da região transcrita interna 

ITS da região gência do rRNA utilizando o método Maximum composite likehood e 

modelo Jukes-Cantor. 
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Tabela 3. Identificação molecular dos fungos endofíticos associados às plântulas de Lafoensia pacari cultivadas in vitro. 

UFMGCBa Tecido de 

isolamentob 

Nº de 

isolados 

Sequências de referência do BLAST (Número 

de acesso GenBank)c 

Cobertura 

(%) 

Identidade 

(%) 

N° de pb 

analisados 

Identificação proposta 

16641 D 4 Cladosporium welwitschiicola (NR152308)d 

Cladosporium psychrotolerans (KJ596614)e 

100 

84 

100 

85 

431 Cladosporium sp. 1 

16637 D 1 Aspergillus sydowii (NR131259)d 100 100 397 Aspergillus sp. 

16638 Ca 1 Cladosporium  rugulovarians (KT600459)d 100 100 423 Cladosporium sp. 2 

16642 Ca 1 NI     

16643 Ca 1 NI     

LpP32 D, Ca 2 Eremothecium gossypii (NR149706) e 100 99 410 Eremothecium gossypii 

aUFMGCB = Coleção de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais. bTecido de isolamento:  D = diluição proveniente das folhas, Ca = Caule. 

cSequência referência obtida por meio do BLASTn e utilizada para comparação. dIdentificação realizada por meio do BLASTn utilizando fragmentos da região transcrita 

interna ITS-5.8S da região do gene do rRNA. eIdentificação realizada por meio do BLASTn utilizando fragmentos do gene da β-tubulina. fIdentificação realizada por meio do 

BLASTn utilizando fragmentos da região D1/D2 da subunidade maior do rRNA.  
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 Os fungos obtidos do cultivo in vitro de L. pacari foram cultivados por 15 dias 

em caldo batata dextrose e submetidos à extração dos metabólitos secundários em 

acetato de etila. Os extratos foram encaminhados aos ensaios biológicos para a 

avaliação das possíveis atividades antiparasitárias no Instituto René Rachou/Fiocruz-

MG. Os extratos também foram submetidos aos ensaios para a avaliação da atividade 5 

herbicida. 

 

5.5 Diversidade da comunidade de fungos endofíticos associados às folhas, cascas 

dos caules, sementes e plântulas de Lafoensia pacari  

 10 

 A abundância de fungos endofíticos associados à L. pacari variou entre 0,45 e 

24,7% (Tabela 4). Duzentos e quarenta e nove isolados de endofíticos foram obtidos 

em associação com L. pacari; destes, 239 das plantas amostradas em seu ambiente 

natural e 10 das plântulas cultivadas in vitro. Entretanto, 223 isolados foram utilizados 

na determinação destes valores, uma vez que não foi possível chegar à identificação de 15 

26 isolados com a metodologia de biologia molecular utilizada. Sessenta e sete táxons 

de fungos endofíticos (63 de fungos filamentosos e quatro de leveduras) foram 

identificados e os mais abundantes foram Phyllosticta sp. 1 (24,7%), Pseudofusicoccum 

sp. (8,1%), Lasiodiplodia sp. 1 (6,7%), Colletotrichum sp.1 (3,7%) e Aspergillus 

aculeatus (4,0%), os quais representam táxons bem caracterizados como endofíticos de 20 

plantas de regiões tropicais (Sakalidis et al., 2011; Carvalho et al., 2012; Vieira et al., 

2014; Ferreira et al., 2017b; Ribeiro et al., 2018). 

 Phyllosticta sp. 1 e Pseudofusicoccum sp. apresentram especificidade foliar. Dos 

tecidos de L. pacari amostrados no presente trabalho, as folhas apresentaram maior 

frequência de isolamento, assim como o tecido de origem dos gêneros e táxons mais 25 

abundamentes.  

 Dentre os 67 táxons associados a folhas, cascas, sementes e plântulas de L. 

pacari, 28 ocorreram como singletos com apenas um isolado. Estes táxons são 

compostos por fungos pertencentes aos gêneros Alternaria, Aspergillus, Aureobasidium, 

Cladosporium, Colletotrichum, Diaporthe, Fusarium, Gloniopsis, Hypoxylon, Jattaea, 30 

Lasiodiplodia, Candida parapsiolosis (Clado Candida albicans/Loderromyces), Mucor, 

Muscodor, Neofusicoccum, Penicillium, Pestalotiopsis, Phomatospora, Phyllosticta, 

Pseudozyma hubeienseis e Rassamsonia.  
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Tabela 4. Abundância dos fungos endofíticos associados à Lafoensia pacari amostrada 

em seu ambiente natural e às plântulas in vitro. 

Táxon Tecido de origem Número de 

isolados 

Abundância 

Phyllosticta sp. 1 F 55 24,7 

Pseudofusicoccum sp. F 18 8,1 

Lasiodiplodia sp. 1 F, C  15 6,7 

Aspergillus aculeatus F, C 9 4,0 

Colletotrichum sp. 1 F, C  8 3,6 

Lasiodiplodia sp. 2 F, C 8 3,6 

Colletotrichum sp. 3 F 7 3,1 

Cladosporium sp. 1 F, D 5 2,25 

Diaporthe inconspicua F 5 2,25 

Diaporthe sp. 1 F 5 2,25 

Neopestalotiopsis sp. F, C  5 2,25 

Cryphonectriaceae sp. F, C 4 1,8 

Diaporthe sp. 2 F 4 1,8 

Paecilomyces sp. C 4 1,8 

Syncephalastrum sp. C 4 1,8 

Botryosphaeria sp. F 3 1,3 

Diaporthe sp. 4 F, C 3 1,3 

Diaporthe sp. 7 F 3 1,3 

Beltroniella sp. F 2 0,9 

Colletotrichum sp. 4 F 2 0,9 

Colletotrichum sp. 5 F 2 0,9 

Colletotrichum sp. 6 F 2 0,9 

Diaporthe sp. 6 F 2 0,9 

Eremothecium gossypii Ca 2 0,9 

Penicillium wotroi C 2 0,9 

Phyllosticta sp. 2 F 2 0,9 

Preussia sp. F 2 0,9 

Trichoderma sp. C 2 0,9 

Alternaria sp. F 1 0,45 

Aspergillus sp.  D 1 0,45 

Aureobasidium sp. S 1 0,45 

Chaetomiaceae sp. C 1 0,45 

Colletotrichum sp. 2 F 1 0,45 

Cladosporium sp. 2 Ca 1 0,45 
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Coniothyrium sp. F 1 0,45 

Dothideomycetes sp. F 1 0,45 

Diaporthe sp. 3 F 1 0,45 

Diaporthe sp. 5 F 1 0,45 

Diaporthe sp. 8 F 1 0,45 

Fusarium sp. F 1 0,45 

Gloniopsis sp. F 1 0,45 

Hypoxylon griseobrunneum C 1 0,45 

Hypoxylaceae sp. C 1 0,45 

Jattaea sp. F 1 0,45 

Lasiodiplodia theobromae C 1 0,45 

Lasiodiplodia sp. 3 F 1 0,45 

Candida parapsiolosis (Clado Candida 

albicans/Loderromyces). 

C 1 0,45 

Lophiotremataceae sp. F 1 0,45 

Mucor sp. F 1 0,45 

Muscodor sp. C 1 0,45 

Nemania sp. C 1 0,45 

Neofusicoccum sp. F 1 0,45 

Penicillium chrysogenum C 1 0,45 

Penicillium sp. 1 C 1 0,45 

Penicillium sp. 2 C 1 0,45 

Penicillium sp. 3 C 1 0,45 

Penicillium sp. 4 C 1 0,45 

Penicillium sp. 5 F 1 0,45 

Penicillium sp. 6 F 1 0,45 

Pestalotiopsis sp. F 1 0,45 

Phomatospora sp. F 1 0,45 

Phyllosticta sp. 3 F 1 0,45 

Phyllosticta sp. 4 F 1 0,45 

Pseudozyma hubeiensis F 1 0,45 

Rasamsonia sp. F 1 0,45 

Valsariaceae sp. F 1 0,45 

Total  223 100 

F = folha, C = casca, S = semente, D = diluição proveniente das folhas das plântulas in vitro, Ca = caule 

das plântulas in vitro. 

 

 Nenhum trabalho a respeito da comunidade de fungos endofíticos associados a 

plantas do gênero Lafoensia, e em relação ao Pantanal, foi encontrado na literatura. 5 
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Apesar de ser uma planície inundável única, com uma diversidade de fauna e flora bem 

peculiares, os estudos a respeito de sua micobiota são escassos (Minter, 2010). A 

biodiversidade e bioprospecção de fungos endofíticos associados às plantas medicinais 

do Pantanal ainda são pouco exploradas. Hokama (2012) estudou a comunidade de 

fungos endofíticos associados à planta medicinal Vochysia divergens presente no 5 

Pantanal, a qual apresentou semelhanças com a comunidade fúngica encontrada para L. 

pacari com predominância da classe Dothideomycetes e do gênero Phyllosticta, o qual 

repressentou 53% de todos os isolados. No mesmo estudo, os gêneros Neofusicoccum, 

Cladosporium e Pestalotiopsis foram encontrados em baixa frequência; e a presença de 

gêneros em comum, tais como Diaporthe, Colletotrichum e Pseudofusicoccum.  10 

 A diversidade de espécies de fungos endofíticos associados à L. pacari foi 

determinada utilizando os índices Fisher-α (diversidade), Margalef (riqueza) e Simpson 

(dominância). Os índices foram calculados em três diferentes situações: 1) para os 214 

isolados identificados pertencentes a 62 táxons obtidos a partir de folhas e cascas de L. 

pacari; 2) para os 10 isolados pertencentes aos seis táxons obtidos a partir das plântulas; 15 

3) para os dois isolados obtidos a partir das sementes de L. pacari (Tabela 5). 

 Quanto maior o valor de do índice Fisher-α, maior a diversidade de espécies do 

ambiente analisado. Sendo assim, a diversidade das espécies associadas às folhas e 

cascas de L. pacari foi alta (29,3), enquanto que a diversidade associada às plântulas foi 

baixa (6,3). Em relação à riqueza de espécies, a comunidade associada às folhas e 20 

cascas apresentou um alto índice de Margalef (11,4), enquanto que para as comunidades 

fúngicas associadas às plântulas e sementes os índices foram baixos, com valores de 2,2 

e 1,4 respectivamente. Para a análise da dominância utilizando o índice de Simpson, 

valores próximos a 1 demonstram uma comunidade com dominância por alguns táxons 

encontrados. A comunidade de fungos endofíticos associados a folhas e cascas de L. 25 

pacari apresentou índice de Simpson igual a 0,91 sugerindo que poucos táxons foram 

dominantes e se distribuíram de forma homogênea dentro da comunidade. Já para as 

plântulas, o índice de Simpson foi de 0,76, o que sugere uma menor dominância. 

 

 30 
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Tabela 5. Índices de diversidade, riqueza e dominância dos fungos endofíticos 

associados à Lafoensia pacari. 

Índices  Folhas e casca 

do caule 

Plântulas Sementes 

Fisher-α 29,3 6,3 0 

Margalef 11,4 2,2 1,4 

Simpson 0,91 0,76 0,5 

 

 O esforço amostral para o estudo da comunidade de fungos endofíticos 

associados a L. pacari, tanto a partir da amostragem com folhas e cascas da planta, 5 

quanto a partir das plântulas, foi avaliado por meio de curva de rarefação de espécies, 

que representa o número de espécies em função do número de amostras avaliadas 

(Figura 7). As curvas não atingiram uma assíntota, indicando que a diversidade total 

(riqueza e composição de espécies) não foi obtida nas duas situações. Estes resultados 

sugerem que o aumento da amostragem poderia levar a obtenção de outros táxons de 10 

fungos associados a L. pacari, tanto no ambiente natural quanto in vitro. 

 

 

 

Figura 7. Curva de rarefação de espécies (índice de Mao-Tau) dos fungos endofíticos 15 

associados a L. pacari construída com intervalo de confiança de 95%. a) Folhas e cascas 

dos caules. b) Plântulas in vitro. 

 

 O número de táxons encontrados no presente estudo pode estar associado à 

metodologia de isolamento utilizada, que geralmente exclui a detecção de espécies não 20 

cultiváveis (Bogner et al., 2016). Consequentemente, o número de gêneros observados 
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nas folhas, cascas, plântulas e sementes de L. pacari no presente estudo podem 

representar apenas fração da diversidade total dos fungos presentes.  

 Outro fator limitante nos estudos de diversidade dos fungos endofíticos é o 

crescimento rápido de algumas espécies consideradas ubíquas. Logo, espécies raras e 

com menor força competitiva, que necessitam de mais requisitos para crescerem no 5 

meio de cultura, podem permanecer como não isoladas e identificadas (Aly et al., 

2011). Ainda deve-se levar em consideração que o tempo entre a coleta das plantas e o 

isolamento dos endofíticos, o meio de cultura selecionado, o tamanho do fragmento da 

planta, e as condições de crescimento também podem afetar a frequência, diversidade e 

composição de espécies (Arnold, 2007).  10 

 As plantas de regiões tropicais são de particular interesse para estudos das 

comunidades de fungos endofíticos, uma vez que elas exibem notável abundância e 

diversidade de espécies (Arnold 2000; Arnold 2007). A comunidade de fungos 

endofíticos associadas a L. pacari apresentou-se diversa, composta por alto número de 

singletos, e por gêneros de fungos, que de acordo com a literatura, podem apresentar 15 

diferentes características e ecologia, tais como: sapróbios, fitopatógenos latentes, 

comensais, mutulaistas, patógenos de humanos, cosmopolitas ou raros, comumente 

encontrado ou até então nunca descritos como endofíticos, que podem ser transmitidos 

verticalmente e possíveis espécies novas. De acordo com o que já é sabido sobre papel 

dos fungos endofíticos em ajudar as plantas hospedeiras contra fatores ambientais 20 

bióticos e abióticos, pode-se inferir que estes fungos, tanto na planta no ambiente 

natural quanto in vitro, sejam capazes de contribuir para a sobrevivência, crescimento e 

resitência da planta frente a diferentes formas de estresses ambientais.  

 

5.6 Ensaios biológicos 25 

5.6.1 Determinação da atividade leishmanicida e antiviral 

 Trezentos extratos diclorometânicos foram produzidos, 239 provenientes de 

fungos filamentosos e leveduras obtidos das plantas amostradas em seu ambiente 

natural e um do fungo Cladosporium sp. 1 UFMGCB 11449 obtido a partir de plântula 

in vitro no meio MS. Também foram preparados 60 extratos a partir das folhas e cascas 30 

de L. pacari. Porém, somente 282 extratos (219 de fungos filamentosos, três de 

leveduras e 60 vegetais) foram utilizados para os ensaios antiparasitários e antiviral. 

Adicionalmente, foram produzidos oito extratos em acetato de etila a partir dos isolados 
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provenientes das plântulas in vitro no meio WP, os quais também foram submetidos aos 

ensaios biológicos. 

 Para L. amazonensis, o ponto de corte é a atividade com 70% de inibição/morte 

do parasita. Não foi observada nenhuma atividade igual e/ou acima deste valor para os 

extratos testados e, portanto, foram considerados inativos. O mesmo foi observado por 5 

Carvalho e colaboradores (2012) ao estudarem os fungos endofíticos associados à planta 

medicinal S. adstringens da savana brasileira, em que nenhum dos 320 extratos dos 

fungos apresentou atividade frente L. amazonensis. Semelhantemente, a comunidade de 

fungos endofíticos associados à planta Vellozia gigantea, endêmica do Campo Rupestre 

brasileiro, também não apresentou atividade frente L. donovani (Ferreira et al., 2017a). 10 

De maneira similar, nenhum extrato diclorometânico foi considerado ativo contra o 

DENV2, por meio da avaliação do efeito citopático viral. Os ensaios antivirias com os 

extratos em acetato de etila ainda se encontram em andamento.  

 

5.6.2 Determinação da atividade tripanocida 15 

 Os extratos utilizados para verificação da atividade tripanocida foram avaliados 

na concentração de 20 µg/µL, sendo considerados ativos aqueles que apresentaram 50% 

de inibição dos parasitas. Os ensaios com os extratos em acetato de etila dos fungos 

obtidos do cultivo in vitro de L. pacari ainda se encontram em andamento. 

Dos 282 extratos diclorometânicos avaliados, 33 (11,7%) apresentaram atividade 20 

tripanocida na triagem inicial. Destes, 21 (7,4%) são provenientes de fungos 

filamentosos e 12 (4,25%) são de origem vegetal. Os 33 extratos ativos na triagem 

foram retestados a fim de confirmar a atividade inicial apresentada. No reteste, 14 

(4,96%) extratos de fungos filamentosos e 10 (3,5%) vegetais confirmaram a atividade, 

totalizando 24 extratos ativos (8,5%). Os 24 extratos com a atividade confirmada foram 25 

submetidos ao ensaio de determinação de CI50 sobre o parasita, CI50 sobre as células e 

índice de seletividade.  

Todos os 10 extratos vegetais apresentaram atividade nos ensaios de 

determinação do CI50. Em relação aos extratos dos fungos filamentosos, sete (2,5%) 

apresentaram atividade Diaporthe inconspicua UFMGCB 11282, Valsariaceae sp. 30 

UFMGCB 112494, Coniothyrium sp. UFMGCB 11339, Aspergillus aculeatus 

UFMGCB 114111, UFMGCB 11412, UFMGCB 11413 e Lasiodiplodia sp. 1 

UFMGCB 11421. Os sete isolados de fungos ativos foram recultivados nas mesmas 
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condições iniciais para a avaliação da reprodutibilidade da atividade dos extratos nos 

ensaios de concentração inibitória a 50% (CI50). 

Após os ensaios com extratos provenientes do recultivo dos fungos, quatro 

mantiveram a atividade frente a T. cruzi - Valsariaceae sp. UFMGCB 11294, 

Coniothyrium sp. UFMGCB 11339, Aspergillus aculeatus UFMGCB 114111 e 5 

UFMGCB 11413. Todos os resultados da atividade tripanocida encontram-se na Tabela 

6. Estas perdas de atividade pelos fungos endofíticos são esperadas após sucessivos 

repiques e cultivos. É possível que aquando o fungo não se encontra mais na presença 

da planta hospedeira não há a necessidade de produzir as mesmas substâncias que 

favoreciam seu estabelecimento no interior dos tecidos vegetais. Entretanto, são poucas 10 

as informações existentes sobre as relações bioquímicas e fisiológicas que ocorrem nas 

interações do endófitico com seu hospedeiro (Strobel  & Daisy, 2003). 

Nos ensaios de CI50 do T. cruzi é interessante que se obtenha um baixo valor 

sobre o parasita (concentração do extrato que reduz em 50% o crescimento do parasita), 

um alto valor de CI50 sobre as células (concentração do extrato que induz 50% da morte 15 

celular), e alto índice de seletividade (razão entre o CI50 sobre as células e CI50 sobre o 

parasita), assim como observado para o controle positivo benzonidazol. Tanto os 

extratos de fungos filamentosos quanto os extratos vegetais apresentaram alto valor de 

CI50 nas células hospedeiras (>80 µg/mL), sugerindo baixa atividade citotóxica para as 

células de fibroblasto L929 de camundongos. Os dois tipos de extratos foram 20 

promissores nas triagens de novos produtos naturais bioativos. 

Dentre todos os extratos avaliados, os extratos dos fungos Aspergillus aculeatus 

UFMGCB 11411 (cultivo inicial e recultivo) foram os mais promissores, pois ambos 

apresentaram os maiores valores de CI50 nas células hospedeiras (>80 µg/mL), maiores 

índices de seletividade (>8,8 e >16) e menor CI50 frente as formas amastigotas da 25 

linhagem Talahuen de T. cruzi, sugerindo alta eficiência contra o hospedeiro e baixa 

citotoxidade para as células hospedeiras. 

Os dois isolados de A. aculeatus que apresentam atividade tripanocida foram 

obtidos a partir da casca de L. pacari. Todos os extratos vegetais que apresentaram 

atividade também foram provenientes das cascas, ressaltando a importância medicinal 30 

deste tecido na planta. A casca do caule de L. pacari é o tecido mais comumente 

utilizado pela população pantaneira, além de ser o mais usado nos estudos químicos da 

planta (Pereira et al., 2008).  
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Membros do gênero Aspergillus são considerados produtores eficientes de 

metabólitos secundários bioativos, tais como alcalóides, policetídeos, terpenóides, 

xantonas e esteróides, os quais já demonstraram possuir propriedades antibacterianas, 

antifúngicas e citotóxicas (Sun et al., 2012, He et al., 2012). Carvalho e colaboradores 

(2015b) isolaram o fungo endofítico Aspergillus calidoustus recuperado a partir de 5 

folhas de Acanthospermum australe (Asteraceae), uma planta medicinal nativa da 

savana brasileira. A partir deste endofítico foram isoladas duas substâncias, ofiobolina 

K e 6-epi-ofiobolina K, as quais apresentaram atividades tripanocidas com valores de 

CI50 de 13,0 e 9,62 μM frente T. cruzi. No entanto, estes compostos apresentaram baixo 

índice de seletividade contra o parasita e foram citotóxicos para as células hospedeiras 10 

de T. cruzi. 

Em se tratando de A.aculeatus, o genoma do fungo foi recentemente 

sequenciado pelo Joint Genome Institute, entretanto, nenhum gene foi ainda relacionado 

com a produção de metabólitos ativos (Petersen et al., 2015). Mas apesar disso, já foi 

descrita a produção de diferentes metabólitos secundários importantes pelo A. aculeatus, 15 

incluindo as aculeacinas A-G (antibióticos e antifúngicos), CJ-15,183 (inibidor de 

esqualeno sintase e agente antifúngico), aspergillusol A (inibidor da α-glucosidase), 

ácidos secalónicos A, D e F (toxinas), asperparalina A, aculeatusquinonas citotóxicas A 

– D e dois alcalóides de okaramina, okaraminas H e I (Ingavant et al., 2009). De acordo 

com nosso conhecimento o atual trabalho se trata do primeiro relato da espécie A. 20 

aculeatus produzindo metabólitos tripanocidas.  

Em relação aos outros dois táxons bioativos, já foi relatado que na família 

Valsariaceae encontram-se as espécies de Myrmaecium que são conhecidas como 

fontes de metabólitos secundários (Jaklistsh et al., 2015), e que uma espécie de 

Coniothyrium, endofítico isolado da planta Pinus wallichiana (pinheiro azul do 25 

Himalaia), apresentou atividade frente Candida albicans com CI50 de 17 µg/mL 

(Qadri et al., 2014). Entretando, não foi reportada atividade tripanocida para estes 

táxons. 

A Doença de Chagas afeta aproximadamente entre sete e oito milhões de 

indivíduos, com 50 mil novos casos diagnosticados por ano na América Latina, 30 

América do Norte e Europa, e estima-se que mais de 90 milhões de indivíduos 

estejam em risco de infecção pelo agente etiológico da doença, o parasita T. cruzi 

(Coura & Dias 2009; WHO, 2014b; Vazquez et al., 2015). O tratamento convencional 

é baseado no benzonidazol e no nifurtimox, fármacos desenvolvidos há mais de um 
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século, que apresentam fortes efeitos adversos, como perda de apetite, vômitos, 

polineuropatia e dermopatia. Muitos pacientes desistem do tratamento, pois aliado aos 

efeitos colaterais fortes destas drogas, existe a necessidade de um tratamento que se 

dá a longo prazo (Guedes et al, 2011). Além disso, o benzimidazol e o nifurtimox são 

mais eficazes na fase aguda da doença, com o parasita na forma sanguínea, e 5 

apresentam baixa eficácia contra as formas intracelulares do T. cruzi na fase crônica 

(Muellas-Serrano et al., 2002). 

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram-se promissores para a 

investigação de novas moléculas bioativas a partir dos três táxons que reproduziram a 

atividade tripanocida após o recultivo. Uma vez que não há relatos de A. aculeatus 10 

como produtor de metabólitos tripanocidas, e os fungos Valsariaceae sp. UFMGCB 

11294 e Coniothyrium sp. UFMCCB 11339 representam singletos de L. pacari que 

provavelnte se tratam de espécies ainda não descritas, estes fungos se tornam ainda 

mais atrativos para a descoberta de substâncias tripanocidas. 

   15 
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Tabela 6. Atividade tripanocida dos extratos brutos vegetais e produzidos a partir dos fungos endofíticos associados à Lafoensia pacari. 

Código do extrato 

UFMGCBa 

Táxon % Inibição triagem 

inicial 

% Inibição reteste CI50 sobre o 

parasita1 (µg/mL) 

CI50 sobre células2 

(µg/mL) 

Índice de 

seletividade 

11205 Aspergillus aculeatus 102,5 (± 0,3) 90,1 (± 2,1) _ _ _ 

11212 Lasiodiplodia sp. 2 81,15 (± 4,8) 93,2 (± 11,3) _ _ _ 

11214 Lasiodiplodia sp. 2 60,5 (± 6,3) _ _ _ _ 

11215 Aspergillus aculeatus 101,55 (± 2,2) 95 (± 3,1)    

11221 Colletotrichum sp. 2 58,1 (± 0,9) _ _ _ _ 

11236 Phyllosticta sp. 1 58,2 (± 1,4) _ _ _ _ 

11237 Diaporthe inconspicua 56,8 (± 7,6) _ _ _ _ 

11245 Diaporthe inconspicua 63,1 (± 15,5) 90,7 (± 7,2) _ _ _ 

11263 Phyllosticta sp. 1 62,05 (± 4,4) _ _ _ _ 

11282 Diaporthe inconspicua 68,35 (± 12,2) 81,95 (± 5,1) 49,2 ˃80 ˃1,6 

11282 recultivo    _ _ _ 

11291 Diaporthe sp. 1 56,15 (± 0,2) _ _ _ _ 

11294 Valsariaceae sp. 76,2 (± 11,0) 84 (± 1,7) 25,5 80 3,1 

11294 recultivo    37,1 ˂80 ˂2,1 

11339 Coniothyrium sp. 59,5 (± 1,8) 70,7 (± 10,6) ˃5 ˂10 ˂2 

11339 recultivo    27,8 ˃80 ˃2,9 

11369 Aspergillus aculeatus 71,9 (± 7,5) 98,95 (± 2,2) _ _ _ 

11394 Lasiodiplodia sp. 1 95,95 (± 3,8) _ _ _ _ 

11409 Aspergillus aculeatus 73 (± 7,9) 96,65 (± 3,2) _ _ _ 

11411 Aspergillus aculeatus 60,95 (± 4,7) 89,3 (± 5,9) 9,1 >80 >9,1 
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11411 recultivo    ˂5 >80 >16 

11412 Aspergillus aculeatus 76 (± 4,9) 99,35 (± 3,3) ˂5 5 ˃1 

11412 recultivo    _ _ _ 

11413 Aspergillus aculeatus 72,95 (± 4,3) 92,5 (± 6,5) ˂5 5 ˃1 

11413 recultivo    16,4 20 1,2 

11421 Lasiodiplodia sp. 1 99,55 (± 4,9) 100,9 (± 0,5) 5 ˂ 10 ˂2 

11421 recultivo    _ _ _ 

11431 NI 51,8 (± 2,7) 91,6 (± 7,5) _ _ _ 

Lp 8 casca _ 58,15 (± 3,7) 95,8 (± 0,8) 6,9 80 11,6 

Lp 9 casca _ 79,7 (± 4,6) 97,2 (± 5,1) 7,5 40 5,3 

Lp 12 casca _ 62,5 (± 6,8) 95,8 (± 1,9) 7 40 5,7 

Lp 13 casca _ 63,05 (± 9,2) 96,75 (± 0,9) 7,7 40 5,2 

Lp 14 casca _ 64,4 (± 0,5) 95,6 (± 2,2) ˂5 40 ˂8 

Lp 22 casca _ 55,2 (± 3,2) 99,75 (± 1,0) 11,3 40 3,5 

Lp 23 casca _ 65,2 (± 0,5) 94,4 (± 1,13) 8,6 40 4,6 

Lp 28 folha _ 67,9 (± 14,2) _ _ _ _ 

Lp 28 casca _ 96,55 (± 1,7) 81,7 (± 3,11) 14,1 >80 >5,7 

Lp 29 casca _ 84,9 (± 2,9) 82,2 (± 10,6) 14,5 >80 >5,5 

Lp 30 folha _ 86,6 (± 2,5) _ _ _ _ 

Lp 30 casca _ 95,95 (± 3,7) 78,6 (± 5,2) 9,2 >80 >8,7 

Benzonidazol3 _ _ _ 1 625 625 

aUFMGCB = Coleção de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais. 1Concentração do extrato que reduz em 50% o crescimento parasitário. 
2Concentração do extrato que induz 50% de morte das células L929. 3Controle positivo. (-): resultado omitido ou não realizado devido a inatividade do extrato. NI: não 

identificado. Lp: indivíduo de Lafoensia pacari. 
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5.6.3 Determinação da atividade herbicida  

 

 A avaliação da atividade herbicida foi realizada por meio de uma análise 

qualititativa da inibição da germinação das sementes de Lactuca sativa 

(alface/dicotiledônea) e Allium schoenoprasum (cebolinha verde/monocotiledônea). Os 5 

extratos diclorometânicos vegetais e fúngicos, bem como os extratos produzidos em 

acetato de etila provenientes dos endofíticos “verdadeiros”, foram testados na 

concentração de 1 mg/mL. Quarenta e nove extratos apresentaram atividade herbicida; 

três extratos vegetais (dois de folhas e um da casca de L. pacari), 43 extratos fúngicos 

diclorometânicos e três extratos dos fungos endofíticos “verdadeiros”. Dentre os 10 

extratos considerados ativos, 21 inibiram a germinação das sementes de alface e 

cebolinha, 24 inibiram a germinação apenas das sementes de cebolinha e quatro 

inibiram a germinação apenas das sementes de alface (Tabela 7). 

 

Tabela 7. Atividade herbicida dos extratos brutos vegetais e produzidos a partir dos 15 

fungos endofíticos e endofíticos “verdadeiros” associados à Lafoensia pacari. 

Código do 

extrato 

UFMGCBa 

Táxon Lactuca sativa Allium 

schoenoprasum 

11205 Aspergillus aculeatus - 5 ± 0 

11215 A. aculeatus - 5 ± 0 

11369 A. aculeatus 5 ± 0 5 ± 0 

11409 A. aculeatus 5 ± 0 5 ± 0 

11410 A. aculeatus 5 ± 0 5 ± 0 

11412 A. aculeatus 5 ± 0 5 ± 0 

11413 A. aculeatus 5 ± 0 5 ± 0 

11357 Beltroniella sp. 3,5 ± 0,5 3,5 ± 0,5 

11430 Chaetomiaceae sp. 5 ± 0 5 ± 0 

11207 Colletotrichum sp. 2 - 3 ± 0 

11221 Colletotrichum sp. 2 - 5 ± 0 

11316 Colletotrichum sp. 2 - 4 ± 1 

11237 D. insconspicua - 4 ± 1 

11245 D. insconspicua 3,5 ± 0,5 4,5 ± 0,5 

11282 D. insconspicua - 5 ± 0 

11321 D. insconspicua 5 ± 0 5 ± 0 

11322 Diaporthe sp. 4 5 ± 0 5 ± 0 
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11213 Lasiodiplodia sp. 1 5 ± 0 5 ± 0 

11394 Lasiodiplodia sp. 1 5 ± 0 5 ± 0 

11395 Lasiodiplodia sp. 1 - 3 ± 0 

11399 Lasiodiplodia sp. 1 - 5 ± 0 

11418 Lasiodiplodia sp. 1 - 4 ± 1 

11419 Lasiodiplodia sp. 1 5 ± 0 5 ± 0 

11209 Lasiodiplodia sp. 2 - 3 ± 0 

11397 Lasiodiplodia sp. 2 5 ± 0 5 ± 0 

11277 Neofusicoccum sp. - 5 ± 0 

11433 Penicillium sp. 1 - 4 ± 1 

11435 Penicillium sp. 3 - 5 ± 0 

11436 Penicillium sp. 4 3,5 ± 0,5 4,5 ± 0,5 

11432 Penicillium wotroi 5 ± 0 4,5 ± 0,5 

11250 Phyllosticta sp. 1 5 ± 0 5 ± 0 

11256 Phyllosticta sp. 1 - 5 ± 0 

11264 Phyllosticta sp. 1 - 5 ± 0 

11311 Phyllosticta sp. 1 3 ± 0 3 ± 0 

11313 Phyllosticta sp. 1 3 ± 0 - 

11331 Phyllosticta sp. 1 - 3,5 ± 0,5 

11332 Phyllosticta sp. 1 - 4 ± 1 

11333 Phyllosticta sp. 1 - 4 ± 0 

11294 Valsariaceae sp. 5 ± 0 5 ± 0 

11208 NI 5 ± 0 5 ± 0 

11270 NI - 5 ± 0 

11279 NI - 3 ± 0 

11439 NI 5 ± 0 5 ± 0 

16441 Cladosporium sp. 1 4 ± 0 - 

16640 Cladosporium sp. 1 3,5 ± 0,5 - 

16642 NI 3 ± 0 - 

Lp 1 folha - - 3 ± 0 

Lp 22 folha - - 3,5 ± 0,5 

Lp 29 casca - - 3 ± 0 

CN 

CP 

CS 

- 

- 

- 

0 ± 0 

5 ± 0 

0 ± 0 

0 ± 0 

5 ± 0 

0 ± 0 

aUFMGCB = Coleção de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais. (-): 

inatividade do extrato. NI: não identificado. Lp: indivíduo de Lafoensia pacari. CN: controle negativo – 

água. CP: controle positivo – glifosato. CS: controle do solvente – acetona. A fitotoxicidade foi avaliada 

de maneira qualitativa utilizando uma escala de escala de 0-5, onde 0 = não ocorreu nenhum efeito de 

inibição da germinaçao e 5 = sem crescimento ou sem germinação das 5 sementes avaliadas. 5 
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 Os extratos vegetais provenientes das folhas e cascas de L. pacari apresentaram 

moderada atividade frente as sementes de cebolinha verde. O extrato Lp 29 também 

apresentou atividade tripanocida, o que reforça as propriedades da planta como fonte de 

diferentes metabólitos bioativos. 5 

 Os 14 isolados que apresentaram 100% de inibição da germinação para os dois 

modelos de sementes foram representados pelos táxons A. aculeatus, Chaetomiaceae 

sp., D. insconspicua, Diaporthe sp. 4, Lasidioplodia sp. 1, Lasiodiplodia sp. 2, 

Phyllosticta sp. 1 e Valsariaceae sp. Oito extratos provenientes de isolados do gênero 

Phyllosticta apresentaram atividade para ambas ou apenas uma das sementes estudadas. 10 

Várias fitotoxinas, como por exemplo, filosinol e phylostictinas A-D, já foram 

identificados como metabólitos produzidos a partir de espécies de Phyllosticta 

(Evidente et al., 2008; Wikee et al., 2011). Espécies deste gênero têm sido 

frequentemente isoladas como endofíticas e foram consideradas excelentes fontes de 

novas estruturas químicas (Rodrigues-Herrklotz et al., 2011). 15 

 Dentre os isolados do gênero Diaporthe, quatro representantes de D. 

inconspicua e o fungo Diaporthe sp. 4 UFMGCB 11322 apresentaram atividade 

herbicida. Cimmino e colaboradores (2013) testaram vários compostos produzidos em 

cultura líquida por Phomopsis sp. (teleomorfo Diaporthe) para o controle da erva 

daninha Carthamus lanatus. Alguns compostos produzidos por Diaporthe spp. já foram 20 

relatados por apresentar atividade herbicida, tais como fomentoloxina B que causou 

pequenas manchas necróticas em algumas espécies de plantas, enquanto que gulypyrona 

A foi responsável pela necrose em plantas de Helianthus annuus (Kumaran et al., 

2009). Já para o gênero Colletotrichum, três isolados foram ativos para sementes de 

cebolinha. Este gênero está entre os candidatos mais visados para a produção de 25 

bioherbicidas (Harding & Raizada, 2015). 

 Os três isolados de endofíticos “verdadeiros”, cujos extratos inibiram a 

germinação das sementes de alface, foram Cladosporium sp. 1 UFMGCB 16640, 

Cladosporium sp. 1 UFMGCB 16641 e o fungo não identificado UFMGCB 16642. 

Waqas e colaboradores (2013) demonstraram que os extratos produzidos com acetato de 30 

etila a partir do fungo endofítico Cladosporium cladosporioides LWL5, isolado de 

Helianthus annuus, produziu metabólitos com alta atividade inibitória da germinação de 

sementes de alface. A atividade herbicida foi identificada como proveniente do ácido 
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benzoico, que pela primeira vez foi descrito como um metabólito inibidor de 

germinação produzido por C. cladosporioides LWL5.  

 Em relação aos isolados de Aspergillus aculeatus, cinco apresentaram inibição 

total da germinação de ambas as sementes, e dois isolados inibiram seletivamente 

somente as sementes de cebolinha. Dos isolados pertencentes ao táxon Penicillium, 5 

quatro apresentaram atividade herbicida, sendo que Penicillium sp. 4 UFMGCB 11436 

e P. wotroi UFMGCB 11432 inibiram a germinação das sementes de ambos os modelos 

utilizados. Khattak e colaboradores (2014) demonstraram que extratos brutos 

produzidos em acetato de etila a partir de Aspergillus e Penicillium têm o potencial 

fitotóxico para inibir o crescimento de Lemna minor (lentilha-de-água) e também 10 

podem exercer atividade herbicida retardando a germinação das sementes da erva 

daninha Silybum marianum. Zhang e colaboradores (2013) isolaram a substância 

brevianamida F do fungo endofítico A. fumigatus obtido a partir da casca do caule 

planta medicinal Melia azedarach. A substância foi identificada como uma nova classe 

de um potencial herbicida de amplo espectro, que apresentou atividade maior que o 15 

controle positivo do herbicida glifosato. Brevianamida F também inibiu o alongamento 

da raiz de nabo (Raphanus sativus) assim como inibiu fortemente o crescimento de 

plântulas de amaranto (Amaranthus mangostanus). 

 O Brasil é um dos maiores consumidores de agrotóxicos do mundo e entre eles o 

glifosato é o herbicida mais comercializado no país (Brasil, IBAMA, 2018). Os 20 

herbicidas à base de glifosato estão atualmente entre os produtos químicos agrícolas 

mais amplamente utilizados em todo o mundo (Gianessi & Reigner, 2006). Os impactos 

desta classe de herbicidas nas práticas modernas de agricultura são inegáveis, como por 

exemplo, o desenvolvimento de variedades de culturas resistentes e os impactos 

ambientais e ecológicos (Gilbert, 2013). A utilização de herbicidas naturais no lugar dos 25 

herbicidas químicos tradicionais pode fornecer grande número de benefícios ambientais 

e sócio-econômicos, uma vez que poderia favorecer para um melhor manejo ambiental a 

fim de reduzir os impactos ambientais e para a saúde humana, assim como também 

controlar as plantas daninhas que estão resistentes aos atuais herbicidas. 

 Neste trabalho, nove singletos apresentaram atividade herbicida e dois 30 

apresentaram atividade tripanocida. Estes resultados sugerem que os singletos podem 

representar componentes importantes das comunidades fúngicas endofíticas, 

especialmente para a bioprospecção. Além disso, reforça a hipótese de Carvalho e 

colaboradores (2012), ao sugerirem que essas espécies únicas podem incluir espécies 
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raras, endêmicas ou novas, que poderiam ter importante papel ecológico para suas 

plantas hospedeiras. 

 Os extratos produzidos a partir dos fungos A. aculeatus UFMGCB 11413 e 

Valsariaceae sp. UFMGCB 11294 inibiram a germinação de todas as sementes de 

alface e cebolinha, assim como inibiram o crescimento de T. cruzi. Estes resultados 5 

apontam para a capacidade promissora destes fungos em um futuro isolamento de 

substâncias com diferentes propriedades, tanto para fins terapêuticos quanto para a 

agricultura. 
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6 Conclusões  

 O presente estudo contribuiu para o conhecimento acerca da comunidade dos 

fungos endofíticos associados às plantas medicinais brasileiras, bem como seu potencial 

valor como fonte de metabólitos bioativos. Desta forma, é possível indicar que: 

 5 

 Folhas e cascas de L. pacari abrigam uma comunidade de fungos endofíticos 

diversa composta por elevado número de singletos e possíveis espécies novas de 

fungos filamentosos e leveduras; 

 Plântulas de L. pacari abrigam os chamados endofíticos “verdadeiros”, como 

observado por meios da técnica de cultura de tecidos, os quais foram detectados 10 

como produtores de metabólitos herbicidas; 

 Os endofíticos associados a L. pacari, em sua grande maioria, são fungos já 

conhecidos como endofíticos;  

 A comunidade endofitica de L. pacari abriga potenciais fungos produtores de 

metabólitos secundários tripanocidas e herbicidas; 15 

 Extratos da planta medicinal L. pacari apresentou atividade tripanocida a partir 

da casca do caule, bem como metabólitos com atividade herbicidas a partir das 

folhas e da casca, propriedades estas até então desconhecidas para a planta;  

 Os resultados obtidos reforçam a importância das plantas medicinais presentes 

em ambientes naturais brasileiros pouco estudados, tais como o Pantanal Mato-20 

Grossenese, como reservatórios de elevada diversidade de fungos endofíticos, 

conhecidos ou ainda desconhecidos, os quais podem ser produtores de 

metabólitos secundários bioativos tanto para fins terapêuticos quanto para a 

agricultura. 
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Anexos 

 

Anexo 1. Atividades desenvolvidas e produções obtidas durante o período do curso.  
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Abstract 26 

Endophytes are microorganisms that inhabit plant tissues during at least one stage of their 27 

life cycle and they do not cause any apparent symptom of disease on their hosts. Lafoensia 28 

pacari is a medicinal plant used for the treatment of gastric disorders by macerating the 29 

leaves and the bark. This work aims to characterize the community of endophytic fungi 30 

associated with L. pacari, as well as evaluating it as a source of herbicidal metabolites. 31 

From the fragments of leaves, bark and seeds of L. pacari, 236 filamentous fungi and 3 32 

yeasts were isolated. A total of 63 fungal taxa were obtained, represented by the classes 33 

Dothideomycetes, Sordariomycetes, Eurotiomycetes, and Saccharomycetes 34 

(Ascomycota); Ustilaginomycetes (Basidiomycota); and Zygomycetes  (Zygomycota). 35 

The most abundant genera were Phyllosticta, Lasiodiplodia, Pseudofusicoccum, 36 

Diaporthe and the fungus Aspergillus aculeatus. The diversity of the endophytic fungi 37 

community associated with L. pacari was high, with high taxonomic richness values and 38 

low taxonomic dominance. The dichloromethane crude extracts were evaluated for 39 

herbicidal activity against the seeds of Latuca sativa (lettuce) and Allium schoenoprasum 40 

(chives). Forty-six extracts showed herbicidal activity, and 14 inhibited 100% of the 41 

germination of the both models used at the assay. From the results obtained it is verified 42 

that the medicinal plant L. pacari represents a promising reservoir of diversified 43 

endophytic fungi capable of producing bioactive metabolites that can be used for 44 

agricultural purposes. 45 

Key words: endophytic fungi, Lafoensia pacari, secondary bioactive metabolites. 46 
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1. Introduction 51 

Endophytic fungi inhabit asymptomatically and internally within various tissues of host 52 

plants during at least one stage of their life cycle (Petrini et al., 1992), and their ecological 53 

functions attract increasing attention (Xi & Dai, 2015).  These fungi are found in almost 54 

all plants (Rodriguez et al., 2009). The endophyte and host plant establish a harmonious 55 

symbiotic system interaction in which the microorganisms obtain energy, nutrients and 56 

shelter, while they protect the hosts against pathogens, herbivores and insects and induce 57 

plant growth or defense mechanisms (Firáková et al., 2007; Wang and Dai, 2011; Alvin 58 

et al., 2014). Researchers in throughout the world have been shown that endophytes are 59 

potential to biosynthesize diverse natural products with intriguing biological activities. 60 

The diversity of endophytes is high, so endophytes have recently generated significant 61 

interest in the microbial chemistry community due to their great potential to contribute to 62 

the discovery of new bioactive compounds. It has been suggested that the close biological 63 

association between endophytes and their host plant results in the production of a great 64 

number and diversity of biologically active molecules compared to epiphytes or soil-65 

related microbes (Strobel, 2003). 66 

Medicinal plants are reported to harbor endophytes (Strobel, 2002). Some endophytic 67 

fungi could promote the accumulation of secondary metabolites (including important 68 

medicinal components or drugs) originally produced by plants. These metabolites may be 69 

produced by both of the host plants or/and endophytic fungi according to the references 70 

surveyed (Shwab & Keller, 2008). However, several rare medicinal plants produce 71 

important bioactive compounds to survive in unique environments and may host novel 72 

and diverse fungal endophytes, and these have rarely been isolated and characterized 73 

(Strobel, 2003; Pupo et al., 2006). 74 
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Natural resources, including fungal endophytes, are currently being explored for bioactive 75 

substances including agrochemicals like plant growth-regulating substances and bio-76 

herbicides (Strobel et al., 2004). Compared to synthetic herbicides, natural herbicides are 77 

reported to be environment friendly, biodegradable and less toxic (Phattanawasin et al., 78 

2007). Herbicide-resistant weeds are the main problem in weed control due to the number 79 

of weed bio-types resistant to herbicides that constantly increases by the continuous use 80 

of the same products for years (Green, 2014). Due to emergence of herbicide resistant 81 

varieties and restriction towards use of synthetic herbicides, researchers are focusing on 82 

natural products that may be developed as herbicides (Karthick & Aruna, 2012). Such 83 

compounds could present a considerable potential as models for developing herbicides 84 

with new modes of action (Cimmino et al., 2013; Varejão et al., 2013).  85 

Lafoensia pacari A. St.-Hil., Lythraceae, is a medicinal plant known in Brazil as 86 

dedaleiro, pacari or Mangava-brava. The leaves and stem bark are used in folk medicine 87 

as wound healing, antipyretic, antidiarrhoeal, as well as in the treatment of gastritis, 88 

ulcers, and cancer (Solon et al., 2000; Mundo & Duarte, 2007).  Several pharmacological 89 

studies involving extracts from L. pacari have shown antioxidant, antigenotoxic, anti-90 

inflammatory, analgesic, antiulcer, antimicrobial, and antidepressant like activities (Solon 91 

et al., 2000; Rogerio et al., 2003, 2006, 2008a, 2008b, 2010; Lima et al., 2006, 2013; 92 

Matos et al., 2008; Galdino et al., 2009; Silva-Júnior et al., 2010; Nascimento et al., 2011; 93 

Pereira et al., 2011; Tamashiro-Filho et al., 2012). L. pacari can be found in Pantanal, a 94 

unique tropical wetland area of Brazil, where it has been used as an excellent cicatrizing 95 

and antiulcer, through the maceration of the stem bark (Neto, 2006). 96 

2. Materials and methods 97 

2.1 Sample collection and isolation of fungal endophytes 98 
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Specimens of L. pacari were collected in October 2014 at Pantanal Mato-grossense 99 

(Brazil), in the region of Poconé (S16°22’10.9” W56°18’31.6”).  Identification of L. 100 

pacari was based on comparisons with the voucher specimen deposited at the herbarium 101 

of the Institute of Biological Science (BHCB) of the Federal University of Minas Gerais, 102 

Brazil (http://sciweb.nybg.org/science2/IndexHerbariorum.asp) under the code BHCB 103 

173389. The collection of the plant material was carried out according to the Brazilian 104 

biological diversity rules. 105 

A total of 30 apparently healthy adult individuals of L. pacari were sampled. Three leaves 106 

and 3 stem barks were obtained from each individual plant, placed in sterile plastic bags, 107 

and stored for less than 24 h at 10 ºC until the isolation of endophytic fungi. Five 108 

fragments (approximately 0.5 cm long and 0.5 cm wide) of each leaf and bark were cut 109 

using a flame-sterilised blade in a laminar flow hood. The tissue fragments were surface 110 

disinfected by immersing in 70% ethanol (1 min) and 2% sodium hypochlorite (3 min), 111 

followed by washing with sterile distilled water (2 min) (Carvalho et al., 2012). The 112 

fragments were plated onto Petri dishes containing potato dextrose agar (PDA; Difco, 113 

USA) supplemented with 100 mg L-1 chloramphenicol. The plates were incubated at 25 114 

ºC for up 60 days. To test the effectiveness of the surface sterilization, 100 µL of the final 115 

rinsing water was plated on PDA medium and incubated under the same conditions. 116 

Hyphal growth was monitored over an 8-week period. Using an aseptic technique, 117 

endophytes were transferred to PDA contained in 60-mm Petri plates and photographed 118 

after growth completion. The long-term preservation of filamentous fungal colonies was 119 

carried out in cryotubes containing 15% sterile glycerol at -80 ºC, and in sterile distilled 120 

water at room temperature. All pure cultures of the endophytic fungal isolates were 121 

deposited in the Culture Collection of Microorganisms and Cells of the Federal University 122 

of Minas Gerais. 123 
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2.2. Fungal identification  124 

The protocol for DNA extraction was described previously by Rosa et al. (2009). The 125 

internal transcribed spacer (ITS) region was amplified with the universal primers ITS1 126 

and ITS4 (White et al., 1990). Amplification of the ITS region was performed as 127 

described by Rosa et al. (2009). Amplification of the b-tubulin (Glass and 128 

Donaldson,1995) and ribosomal polymerase II genes (RPB2) (Houbraken et al., 2012) 129 

were performed with the Bt2a/Bt2b and RPB2-5F-Pc/RPB2-7CR-Pc 7CR primers, 130 

respectively, according to protocols established by Godinho et al. (2013). The obtained 131 

sequences were analyzed with SeqMan P with Lasergene software (DNASTAR Inc., 132 

Madison, WI, USA), and a consensus sequence was obtained using Bioedit v. 7.0.5.3 133 

software (Carlsbad, ON, Canada). Representative consensus sequences of fungal taxa 134 

were deposited into GenBank (Table 1). To achieve species-rank identification based on 135 

ITS, b-tubulin data and ribosomal polymerase B2, the consensus sequence was aligned 136 

with all sequences from related species retrieved from the NCBI GenBank database using 137 

BLAST (Altschul et al., 1997). Taxa that displayed query coverage and identities ≤98% 138 

or an inconclusive taxonomic position were subjected to phylogenetic ITS, b-tubulin and 139 

ribosomal polymerase B2-based analysis in comparison with sequences of type species 140 

deposited in the GenBank database, with estimations conducted using MEGA Version 141 

6.0 (Tamura et al., 2013). The maximum composite likelihood method was employed to 142 

estimate evolutionary distances with bootstrap values calculated from 1000 replicate runs. 143 

The information about fungal classification generally follows Kirk et al. (2008), 144 

MycoBank (http://www.mycobank.org) and Index Fungorum 145 

(http://www.indexfungorum.org) databases. 146 

2.3 Diversity, richness, dominance and distribution 147 
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To quantify species diversity, richness and evenness, we used the following indices: (i) 148 

Fisher’s α, (ii) Margalef’s and (iii) Simpson’s. A rarefaction curve was calculated using 149 

the Mao Tao index. All of the results were obtained with 95% confidence, and bootstrap 150 

values were calculated from 1000 iterations. All diversity and similarity indices and 151 

rarefaction curves calculations were performed using the software PAST, version 1.90 152 

(Hammer et al., 2001). 153 

2.4 Preparation of fungal and plant extracts  154 

All fungal isolates were cultivated according to protocols established by Rosa et al. 155 

(2013). Briefly, a five mm diameter plug of each fungus was placed on 20 mL of PDA 156 

medium at the center of Petri dishes (90 mm diameter) and cultured for 15 days at 25 ± 2 157 

°C (time enough to fungi to produce secondary metabolites). These fungal cultures were 158 

lyophilized for 72 h, cut in small pieces and transferred to 150 mL glass tubes followed 159 

by the addition of 50 mL of dichloromethane (Synth, Brazil). To compare the herbicidal 160 

activity among endophytic fungal extracts and L. pacari, leaves and stems of each plant 161 

specimens were collected, macerated with 50 mL of dichloromethane, and incubated for 162 

15 days at 25 ± 2 °C. After 72 h at room temperature, the organic phase was filtered and 163 

the solvent dried at room temperature. An aliquot of each dried extract was dissolved in 164 

DMSO (Merck/USA) to prepare a 20 mg mL−1 stock solution, which was stored at −20 165 

°C. 166 

2.5 Herbicide assay 167 

The herbicidal activities of fungal extracts at 1 mg mL−1 against Lactuca sativa (lettuce) 168 

and Allium schoenoprasum (chive) were measured using methods according to Gomes et 169 

al. (2018). Briefly, seeds of both plants were disinfected with ethanol 70% for 1 min, 170 

sodium hypochlorite at 2 − 2.5% for 7.5 min, washed with sterilized distilled water four 171 

times, and dried on sterilized filter paper at room temperature. Herbicidal activity was 172 
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quantitatively evaluated in 24-well microtiter plate by visually comparing the amount of 173 

germination in each well between untreated and treat samples. Samples were incubated 174 

at 26 °C in a germination incubator 710 (Thoth, Brazil) under continuous light conditions 175 

for 10 days for L. sativa and 14 days for A. schoenoprasum. Test samples were dissolved 176 

in acetone to a final concentration of 10% acetone. The control wells contained 400 μL 177 

of deionized water. The control + solvent well contained 360 μL of water and 40 μL of 178 

the solvent. Glyphosate at 3 mg mL−1 (Sigma, USA) was used as a positive herbicide 179 

control. All sample wells contained 360 μL of water and 40 μL of the appropriate dilution 180 

of the sample. A quantitative estimate of herbicidal activity was evaluated using a rating 181 

scale of 0–5, where 0 = no effect and 5 = no growth or no germination of the seeds. All 182 

assays were performed in duplicate. All the extracts were evaluated in duplicate, and those 183 

considered active were submitted to a retest to confirm the activity. 184 

3. Results 185 

Two hundred and thirty-six fungi were recovered as endophyte of L. pacari, and were 186 

identified into 33 genera and 63 taxa of the Ascomycota, Basidiomycota and Zygomycota 187 

phyla (Table 1). Phyllosticta sp. 1, Pseudofusicoccum sp., Lasiodiplodia sp. 1, 188 

Colletotrichum sp.1 and Aspergillus aculeatus occurred in the highest frequency. 189 

Phyllosticta was the most abundant genus with 59 endophytic isolates recovered only 190 

from leaves. The taxa distribution in L. pacari tissue was as follows: seven taxa occurred 191 

in both leaf and bark tissues, 39 were obtained only in the leaves, and 16 were only in the 192 

bark. In addition, from the seeds were obtained only two taxa. Six fungal taxa presented 193 

low molecular similarities or inconclusive information compared with known fungal 194 

sequences deposited at GenBank, and were identified on the family or class levels and 195 

may represent new species. 196 
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Among the total taxa identified, 28 (44.4%) occurred as singlets (occurrence of one 197 

isolate), including those of the genera, Alternaria, Aspergillus, Aureobasidium, 198 

Cladosporium, Colletotrichum, Diaporthe, Fusarium, Gloniopsis, Hypoxylon, Jattaea, 199 

Lasiodiplodia, Candida parapsiolosis (Candida albicans/Loderromyces clade), Mucor, 200 

Muscodor, Neofusicoccum, Penicillium, Pestalotiopsis, Phomatospora, Phyllosticta, 201 

Pseudozyma hubeienseis e Rassamsonia. These taxa displayed a phylogenetic 202 

relationship with fungi obtained from different environments of the world. 203 

Additionally, the diversity indices of the endophytic fungal community displayed high 204 

values: Fisher α = 29.3 (diversity), Margalef = 11.4 (richness), and Simpson = 0.91 205 

(dominance). The sample coverage was assessed using a rarefaction curve that represents 206 

number of species as a function of the number of samples (Fig 1), which did not reach an 207 

asymptote, indicating that not all of the diversity (species richness and species 208 

composition) was recovered. 209 

 210 

 211 

 212 

 213 

 214 

 215 

 216 

 217 

 218 

 219 

Fig. 1 A species accumulation curve (Mao Tau = red lines) of the endophytic fungi 220 

associated with Lafoensia pacari A. St. Hil. 221 

Among the extracts evaluated, 46 extracts represented by 19 fungal taxa and three plant 222 

extracts produced bioactive compounds with herbicidal activities (Table 2), when 223 

compared with the drug controls.  The extracts from the taxa A. aculeatus, Chaetomiaceae 224 
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sp., D. insconspicua, Diaporthe sp. 4, Lasidioplodia sp. 1, Lasiodiplodia sp. 2, 225 

Phyllosticta sp. 1 e Valsariaceae sp. showed strong and selective herbicidal activity 226 

against both monocotyledonous (A. schoenoprasum) and dicotyledonous (L. sativa) 227 

targets. Thirteen extracts of Beltroniella sp., Colletotrichum sp. 2, Diaporthe inconspicua, 228 

Lasiodiplodia sp. 1, Lasiodiplodia sp. 2, Penicillium sp. 4, Phyllosticta sp. 1, and from 229 

leaves and bark of L. pacari  presented moderate herbicidal activity (seed inhibition = 3 230 

or 3.5). 231 

 232 
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Table 1. Molecular identification of endophytic fungi associated with Lafoensia pacari by sequence comparison with the BLASTn match with the NCBI 

GenBank database 

UFMGCBa Tissueb N° of 

isolates 

Top BLAST search results (GenBank 

accession number)c 

Query cover 

(%) 

Identity 

(%) 

Nº pf bp 

analyzed 

Proposed species or 

taxonomic group 

11306 L 1 Alternaria destruens (NR137143)d 100 100 451 Alternaria sp. 

11413 L,B 9 Aspergillus aculeatus (NR111412)d 

Aspergillus aculeatus (HQ632667)e 

100 

100 

100 

98 

461 

315 

Aspergillus aculeatus 

Lp2S1 S 1 Aureobasidium thailandense (JX462674)g 100 97 483 Aureobasidium sp. 

11357 L 2 Beltraniella acaciae (NR147685)d 99 98 428 Beltraniella sp. 

11271 L 3 Botryosphaeria agaves (NR111792)d 99 97 318 Botryosphaeria sp. 

11430 B 1 Arcopilus turgidopilosus (KX976588)d 97 93 473 Chaetomiaceae sp.  

11342 L 1 Cladosporium welwitschiicola (NR152308)d 

Cladosporium psychrotolerans (KJ596614)d 

100 

84 

100 

85 

429 

304 

Cladosporium sp. 

11407 L, B 8 Colletotrichum siamense (NR144784)d 

Colletotrichum melanocaulon (KX094290)d 

99 

100 

100 

99 

451 

344 

Colletotrichum sp. 1 

11352 L 1 Colletotrichum aeschynomenes (NR120133)d 

Colletotrichum melanocaulon (KX094290)d 

100 

100 

99 

99 

413 

262 

Colletotrichum sp. 2 

11221 L 7 Colletotrichum nupharicola (NR120134)d 100 99 424 Colletotrichum sp. 3 

11323 L 2 Colletotrichum gigasporum (NR145380)d 98 100 401 Colletotrichum sp. 4 

11370 L 2 Colletotrichum phyllanthi (NR111698)d 

Colletotrichum karstii (HM585428)e 

100 

99 

100 

100 

404 

331 

Colletotrichum sp. 5 

11290 L 2 Colletotrichum citri-maximae (KX943582)d 100 100 280 Colletotrichum sp. 6 
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UFMGCBa Tissueb N° of 

isolates 

Top BLAST search results (GenBank 

accession number)c 

Query cover 

(%) 

Identity 

(%) 

Nº pf bp 

analyzed 

Proposed species or 

taxonomic group 

11339 L 1 Coniothyrium multiporum (NR111617)d 82 96 416 Coniothyrium sp. 

11293 L,B 4 Luteocirrhus shearii (NR120254)d 

Cryphonectriaceae sp. (JQ862953)d 

83 

99 

96 

87 

376 

434 

Cryphonectriaceae sp. 

11282 L 5 Diaporthe velutina (NR152470)d 

Diaporthe inconspicua (KC344091)e 

99 

86 

99 

100 

544 

408 

Diaporthe inconspicua 

 

11291 L 5 Diaporthe terebinthifolii (NR111862)d 

Diaporthe schini  (KC344159)e 

100 

89 

99 

97 

363 

421 

Diaporthe sp. 1 

11343 L 4 Diaporthe ocoteae (KX228293)d 99 93 469 Diaporthe sp. 2 

11235 F 1 Diaporthe diospyricola (KX777156)d 

Diaporthe velutina (KX999223)e 

96 

95 

97 

96 

398 

402 

Diaporthe sp. 3 

11426 L,B 3 Diaporthe middletonii (NR147536)d 100 98 462 Diaporthe sp. 4 

11244 L 1 Diaporthe acericola (NR152507)d 100 100 271 Diaporthe sp. 5 

11295 L 2 Diaporthe citri (NR152507)d 100 94 371 Diaporthe sp. 6 

11356 L 3 Diaporthe baccae (NR152458)d 

Diaporthe inconspicua (KC344091)e 

99 

83 

94 

100 

420 

415 

Diaporthe sp. 7 

11317 L 1 Diaporthe miriciae (NR147535)d 

Diaporthe passifloricola (KX228387) e 

100 99 403 Diaporthe sp. 8 

11378 L 1 Paramycoleptodiscus albizziae (NR145403) d 53 97 394 Dothideomycetes sp. 

11314 L 1 Fusarium pseudonygamai (NR137162)d 

Fusarium sudanense (KU603909) e 

100 

100 

100 

98 

423 

271 

Fusarium sp. 
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UFMGCBa Tissueb N° of 

isolates 

Top BLAST search results (GenBank 

accession number)c 

Query cover 

(%) 

Identity 

(%) 

Nº pf bp 

analyzed 

Proposed species or 

taxonomic group 

11381 L 1 Gloniopsis calami (KX669036)d 99 98 447 Gloniopsis sp. 

11427 B 1 Hypoxylon pulicicidum (JX183075)d 77 90 327 Hypoxylaceae sp. 

11392 B 1 Hypoxylon griseobrunneum (KC968918)d 97 99 411 Hypoxylon 

griseobrunneum 

11305 L 1 Jattaea mookgoponga (EU367449)d 98 96 429 Jattaea sp. 

11394 L,B 15 Lasiodiplodia subglobosa (KF234558)d 

Lasiodiplodia pseudotheobromae 

(EU673111)e 

98 

99 

100 

99 

422 

401 

Lasiodiplodia sp. 1 

11397 L,B 8 Lasiodiplodia parva (KF766192)d 

Lasiodiplodia parva (EU673114)e 

100 

100 

100 

100 

432 

395 

Lasiodiplodia sp. 2 

11320 L 1 Lasiodiplodia gonubiensis (KF766191)d 99 99 419 Lasiodiplodia sp. 3 

11424 B 1 Lasiodiplodia laeliocattleyae (KU507487)d 

Lasiodiplodia theobromae (EU673110)e 

100 

100 

100 

100 

425 

427 

Lasiodiplodia theobromae 

Lp22C3 B 1 Candida parapsilosis (KY106650)g 100 99 551 Lodderomyces (Candida) 

parapsilosis 

11379 L 1 Atrocalyx bambusae (NR153559)d 73 92 364 Lophiotremataceae sp. 

11315 L 1 Mucor ellipsoideus (NR111683)d 100 100 510 Mucor sp. 

11387 B 1 Muscodor suthepensis (JN558830)d 97 97 502 Muscodor sp. 

11416 B 1 Nemania primolutea (EF026121)d 98 96 457 Nemania sp. 

11206 L,B 5 Neopestalotiopsis cocoes (KX789687)d 99 100 401 Neopestalotiopsis sp. 
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UFMGCBa Tissueb N° of 

isolates 

Top BLAST search results (GenBank 

accession number)c 

Query cover 

(%) 

Identity 

(%) 

Nº pf bp 

analyzed 

Proposed species or 

taxonomic group 

11277 L 1 Neofusicoccum kwambonambiense 

(NR137014)d 

95 99 408 Neofusicoccum sp. 

11206 L,B 5 Neopestalotiopsis cocoes (KX789687)d 99 100 401 Neopestalotiopsis sp. 

11388 B 4 Paecilomyces formosous (FJ389929)d 99 97 479 Paecilomyces sp. 

11438 B 1 Penicillium diversum (DQ308553)d 

Penicillium chrysogenum (JX996668)f 

98 

100 

98 

100 

434 

323 

Penicillium chrysogenum  

11433 B 1 Penicillium sanshaense (NR153276)d 93 95 403 Penicillium sp. 1 

11434 B 1 Penicillium bilaiae (JN714935)d 100 100 314 Penicillium sp. 2 

11435 B 1 Penicillium multicolor (JN799647)d 100 99 420 Penicillium sp. 3 

11436 B 1 Penicillium viticola (NR121209)d 100 99 409 Penicillium sp. 4 

11355 L 1 Penicillium citreosulfuratum (KP016814)d 100 99 466 Penicillium sp. 5 

11228 L 1 Penicillium diversum (DQ308553)d 100 99 386 Penicillium sp. 6 

11432 B 2 Penicillium wotroi (NR119813)d 

Penicillium wotroi (GU981637)e 

98 

98 

99 

100 

496 

478 

Penicillium wotroi 

11269 L 1 Pestalotiopsis colombiensis (KM199307)d 100 99 477 Pestalotiopsis sp. 

11380 B 1 Phomatospora striatigera (NR145386)d 100 92 461 Phomatospora sp. 

11236 L 55 Phyllosticta capitalensis (NR144914)d 100 100 484 Phyllosticta sp. 1 

11328 L 2 Phyllosticta fallopiae (NR147316)d 100 99 328 Phyllosticta sp. 2 

11217 L 1 Phyllosticta catimbauensis (MF466160)d 

Phyllosticta rhaphiolepides (MF466160)e 

86 

94 

97 

96 

472 

277 

Phyllosticta sp. 3 



122 

 

UFMGCBa Tissueb N° of 

isolates 

Top BLAST search results (GenBank 

accession number)c 

Query cover 

(%) 

Identity 

(%) 

Nº pf bp 

analyzed 

Proposed species or 

taxonomic group 

11253 L 1 Phyllosticta catimbauensis (MF466160)d 85 100 418 Phyllosticta sp. 4 

11340 L 2 Preussia persica (NR137730)d 96 98 447 Preussia sp. 

11359 L 18 Pseudofusicoccum adansoniae (KF766220)d 

Pseudofusicoccum ardesiacum (KX465069) e 

100 

100 

98 

98 

435 

377 

Pseudofusicoccum sp.  

Lp16F1 L 1 Pseudozyma hubeiensis (KY108956)g 100 100 393 Pseudozyma hubeiensis 

11377 L 1 Rasamsonia brevistipitata (NR119935) d 100 94 481 Rasamsonia sp. 

11393 B 4 Syncephalastrum monosporum (NR138374) d 100 97 436 Syncephalastrum sp. 

11384 L 2 Trichoderma neokoningii (NR138446)d 

Trichoderma reesei (CP016238) e 

99 

74 

99 

93 

521 

251 

Trichoderma sp. 

11294 L 1 Myrmaecium fulvoproinatum (NR145390)d 100 87 515 Valsariaceae sp. 

aUFMGCB = Culture of Microorganisms and Cells from the Federal University of Minas Gerais. bTissue: L = leaf, B = bark and S =seed. cTop BLAST search 

results represent the first sequences matched with the endophytic fungi sequences of Lafoensia pacari. Taxa subjected to phylogenetic analysis based on the 

dITS1-5.8S-ITS2, eβ-tubulin, fPolymerase II and gD1/D2 regions for elucidation of taxonomic positions. 
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4. Discussion  233 

The diversity of the endophytic fungi associated with Lafoensia pacari was consistent 234 

with the studies of endophytes from other medicinal plants from tropical areas (Sakalidis 235 

et al., 2011; Carvalho et al., 2012; Vieira et al., 2014; Ferreira et al., 2017; Ribeiro et al., 236 

2018). The process for surface sterilization of leaves, stems and seeds was efficient and 237 

inhibited the growth of epiphytic microorganisms. The most abundant genera were 238 

Phyllosticta, Lasiodiplodia, Pseudofusicoccum, Diaporthe and the fungus Aspergillus 239 

aculeatus. 240 

In this study, the endophytic genus Phyllosticta was the most abundant (27.5%) in the 241 

foliar tissue of L. pacari. Similarly, several authors showed that one or two species of 242 

endophytes appear in high abundance in different host. Species of the genus Phyllosticta 243 

are mostly plant pathogens of a wide range of hosts and are responsible for diseases 244 

including leaf spots and black spots on fruits (Wulandari et al., 2009; Glienke et al., 2011; 245 

Wang et al., 2012). However, many species of this genus are endophytic latent for a long 246 

time, but they act as phytopathogens manifesting the disease when the host plant grows 247 

under environmental conditions of stress (Rodriguez et al., 2004). All isolates of 248 

Phyllosticta in the present study were obtained from leaf tissue. Similarly, Phyllosticta 249 

endophytic species exhibited specificity for the leaves of 29 Chinese medicinal plants 250 

(Huang et al., 2008), as well as for other medicinal plants such as Tinospora cordifolia in 251 

India (Mishra et al., 2012) and Echinaceae purpurea in the United States (Carvalho et al., 252 

2016). 253 

Lasiodiplodia represented 11.6% of the identified isolates, which occurs globally in 254 

woody plants in tropical and subtropical areas and is better adapted to the environmental 255 

conditions of these areas, where it has been associated with many diseases that affect 256 

different plants (Punithalingam 1980; Cruywagen et al., 2017; Rodríguez-Gálvez et al., 257 
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2017). The genus Pseudofusicoccum was the third most abundant with 8.4% of the 258 

isolates identified, all of which were obtained exclusively from the leaf tissue. Sakalides 259 

et al. (2011) studied the community of endophytic fungi present in different species of 260 

baobabs in the northwest area of Australia and found Lasiodiplodia and 261 

Pseudofusicoccum as the most common genera, among which the fungus L. theobromae 262 

was the dominant endophytic for most of the area and species of trees sampled. 263 

Diaporthe represented 11.6% of all isolates. The genus Diaporthe, teleomorphic stage of 264 

Phomopsis, is composed of about 800 species, distributed worldwide in a wide variety of 265 

hosts (Ribeiro et al., 2018). Specimens of the Diaporthe-Phomopsis complex may be 266 

phytopathogenic, saprobic or endophytic symbionts (Gomes et al., 2013, Santos et al., 267 

2016). As endophytes the species are commonly found in association with medicinal 268 

plants (Carvalho et al., 2012, Vieira et al., 2014, Silva-Hughes et al., 2015). Some 269 

Diaporthe species may also be both endophytic and pathogenic, depending on the type 270 

and health status of the host (Gomes et al., 2013). 271 

Aspergillus aculeatus was obtained with high frequency. The genus Aspergillus 272 

represents a diverse group of fungi which are amongst the most abundant fungi in the 273 

world (Krijgsheld et al., 2012).  Aspergillus is a filamentous, cosmopolitan and ubiquitous 274 

fungus commonly found in soil, plant debris and indoor air environment, as well as one 275 

of the most common endophyte found in association with terrestrial and marine plants 276 

(Elkhayat et al. 2015, Tawfike et al., 2017). Recently, A. aculeatus was obtained as 277 

endophytic from the leaf of the Egyptian medicinal plant Terminalia laxiflora (Tawfike 278 

et al., 2017) and from the bark of a medicinal plant Symphonia globulifera in Cameroon 279 

(Ateba et al., 2018). 280 

We were unable to find any other report of endophytic fungi associated to plants of the 281 

genus Lafoensia, and in relation to the Pantanal. Despite being a unique tropical wetland, 282 
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with a diversity of fauna and flora very peculiar, studies on its mycobiota are scarce 283 

(Minter, 2010). The biodiversity and bioprospecting of endophytic fungi associated with 284 

medicinal plants in Pantanal are still little explored. Hokama (2012) studied the 285 

community of endophytic fungi associated with the medicinal plant Vochysia divergens 286 

present in Pantanal, which had similarities with the fungal community found for L. pacari 287 

with predominance of Dothideomycetes class and Phyllosticta genus, which repressed 288 

53% of all the isolates. In the same study, the genera Neofusicoccum, Cladosporium and 289 

Pestalotiopsis were obtained at low frequencies; and the presence of some genera in 290 

common, e.g., Diaporthe, Colletotrichum and Pseudofusicoccum. 291 

In this study, the community of endophytic fungi associated to L. pacari was found to be 292 

rich, diverse, composed of high number of singlets, and included taxa know to be 293 

mutualistic, saprobic, and parasitic. According to what is already known about the role of 294 

endophytic fungi in helping host plants against biotic and abiotic environmental factors, 295 

it can be inferred that these fungi are capable of contributing to survival, plant growth and 296 

resilience to different forms of environmental stress. 297 

Fourteen isolates displayed strong and selective herbicidal activity against both 298 

monocotyledonous (A. schoenoprasum) and dicotyledonous (L. sativa) targets with 100% 299 

inhibition of the seed. They were represented by the taxa A. aculeatus, Chaetomiaceae 300 

sp., Diaporthe sp. 4, D. insconspicua, Lasidioplodia sp. 1, Lasiodiplodia sp. 2, 301 

Phyllosticta sp. 1 and Valsariaceae sp. Eight extracts from Phyllosticta showed activity 302 

for both or only one of the seeds studied. Several phytotoxins, e.g., phyllosinol, have been 303 

identified from Phyllosticta species (Wikee et al., 2011). Species of this genus have 304 

frequently been isolated as endophytes and have been considered to be excellent sources 305 

of novel lead structures (Rodrigues-Herrklotz et al., 2011). Diaporthe spp. are known as 306 
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producers of secondary metabolites with the potential for preventing herbivory and for 307 

biological control of weeds (Ash et al., 2010; Andolfi et al., 2015). 308 

Five isolates of Aspergillus aculeatus showed total inhibition of germination of both seeds 309 

models, and two isolates selectively inhibited only chive seeds. In the Penicillium taxa, 310 

four showed herbicidal activity, and Penicillium sp. 4 UFMGCB 11436 and P. wotroi 311 

UFMGCB 11432 inhibited the germination of the seeds of both models used at the assay. 312 

Khattak et al. (2014) have shown that crude extracts produced in ethyl acetate from 313 

Aspergillus and Penicillium have phytotoxic potential to inhibit the growth of Lemna 314 

minor (water lentil) and may also exert herbicidal activity by delaying seed germination 315 

of the weed Silybum marianum. Zhang et al., (2013) isolated the compound brevianamide 316 

F from the endophytic fungus A. fumigatus obtained from the bark of the medicinal plant 317 

stem Melia azedarach. The compound was identified as a new class of a potential broad-318 

spectrum herbicide, which showed greater activity than the positive control of the 319 

glyphosate herbicide. Brevianamide F also inhibited the turnip root (Raphanus sativus) 320 

as well as strongly inhibited the growth of amaranth seedlings (Amaranthus 321 

mangostanus).  322 
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Table 2. Herbicidal activities of extracts obtained from cultures of fungal endophytes species isolated from Lafoensia pacari. 

UFMGCBa Fungal species Herbicidal activity UFMGCBa Fungal species 

 

Herbicidal activity 

Lactuca 

sativa 

Allium 

schoenoprasum 

Lactuca 

sativa 

Allium 

schoenoprasum 

11205 Aspergillus 

aculeatus 

- 5 ± 0 11433 Penicillium s 

. 1 

- 4 ± 1 

11215 Aspergillus 

aculeatus 

- 5 ± 0 11435 Penicillium sp. 3 - 5 ± 0 

11369 Aspergillus 

aculeatus 

5 ± 0 5 ± 0 11436 Penicillium sp. 4 3,5 ± 0,5 4,5 ± 0,5 

11409 Aspergillus 

aculeatus 

5 ± 0 5 ± 0 11432 Penicillium 

wotroi 

5 ± 0 4,5 ± 0,5 

11410 Aspergillus 

aculeatus 

5 ± 0 5 ± 0 11250 Phyllosticta sp. 1 5 ± 0 5 ± 0 

11412 Aspergillus 

aculeatus 

5 ± 0 5 ± 0 11256 Phyllosticta sp. 1 - 5 ± 0 

11413 Aspergillus 

aculeatus 

5 ± 0 5 ± 0 11264 Phyllosticta sp. 1 - 5 ± 0 

11357 Beltroniella sp. 3,5 ± 0,5 3,5 ± 0,5 11311 Phyllosticta sp. 1 3 ± 0 3 ± 0 

11430 Chaetomiaceae 

sp. 

5 ± 0 5 ± 0 11313 Phyllosticta sp. 1 3 ± 0 - 

11207 Colletotrichum 

sp. 2 

- 3 ± 0 11331 Phyllosticta sp. 1 - 3,5 ± 0,5 

11221 Colletotrichum 

sp. 2 

- 5 ± 0 11332 Phyllosticta sp. 1 - 4 ± 1 

11316 Colletotrichum 

sp. 2 

- 4 ± 1 11333 Phyllosticta sp. 1 - 4 ± 0 

11237 Diaporthe 

insconspicua 

- 4 ± 1 11294 Valsariaceae sp. 5 ± 0 5 ± 0 

11245 Diaporthe 

insconspicua 

 

3,5 ± 0,5 4,5 ± 0,5 11208 NI 5 ± 0 5 ± 0 
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11282 Diaporthe 

insconspicua 

- 5 ± 0 11277 Neofusicoccum 

sp. 

- 5 ± 0 

11321 Diaporthe 

insconspicua 

5 ± 0 5 ± 0 11270 NI - 5 ± 0 

11322 Diaporthe sp. 4 5 ± 0 5 ± 0 11279 NI - 3 ± 0 

11213 Lasiodiplodia sp. 

1 

5 ± 0 5 ± 0 11439 NI 5 ± 0 5 ± 0 

11394 Lasiodiplodia sp. 

1 

5 ± 0 5 ± 0 Lp 1 folha - - 3 ± 0 

11395 Lasiodiplodia sp. 

1 

- 3 ± 0 Lp 22 folha - - 3,5 ± 0,5 

11399 Lasiodiplodia sp. 

1 

- 5 ± 0 Lp 29 casca - - 3 ± 0 

11418 Lasiodiplodia sp. 

1 

- 4 ± 1 CN 

 

- 

 

0 ± 0 

 

0 ± 0 

11419 Lasiodiplodia sp. 

1 

5 ± 0 5 ± 0 CP - 5 ± 0 5 ± 0 

11209 Lasiodiplodia sp. 

2 

- 3 ± 0 CS - 

 

0 ± 0 0 ± 0 

11397 Lasiodiplodia sp. 

2 

5 ± 0 5 ± 0     

aUFMGCB = Culture of Microorganisms and Cells from the Federal University of Minas Gerais. The qualitative estimate of phytotoxicity was evaluated by 

using a rating scale of 0–5, where 0 = no effect and 5 = no growth or no germination of the seeds. Plant targets: L sativa = Lactuca sativa (lettuce), A. 

schoenoprasum = Allium schoenoprasum (chive). 
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Brazil is one of the largest consumers of agrochemicals in the world and among them 323 

glyphosate is the most commercialized herbicide in the country (Brazil, IBAMA, 2018). 324 

Glyphosate-based herbicides are currently among the most widely used agricultural 325 

chemicals in the world (Gianessi & Reigner, 2006). The impacts of this class of herbicides 326 

on modern farming practices are undeniable, for example, the development of resistant 327 

crop varieties and environmental and ecological impacts (Gilbert, 2013). The use of 328 

natural herbicides in place of traditional chemical herbicides can provide a large number 329 

of environmental and socio-economic benefits as it could favor better environmental 330 

management in order to reduce environmental and human health impacts as well as 331 

control weeds that are resistant to current herbicides. 332 

 333 
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