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RESUMO 
 

Diversidade genética e potencial biotecnológico de fungos endofíticos de manguezais do 
estado de São Paulo 

 
Manguezais são ecossistemas localizados na confluência de terra e mar, característicos de 

áreas tropicais e subtropicais, cobrindo cerca de 18,1 milhões de hectares do planeta. A grande 
biodiversidade encontrada nestes ambientes ressalta a importância da busca por conhecimentos à 
seu respeito, como o estudo sobre novos princípios ativos derivados de microrganismos 
endofíticos presentes nas plantas de manguezais. Desta forma, o propósito do presente trabalho 
foi determinar a diversidade genética da comunidade de fungos endofíticos presentes em folhas e 
ramos das principais espécies arbóreas de manguezais de Cananéia e Bertioga (situados no estado 
de São Paulo, Brasil), e avaliar o potencial biotecnológico destes fungos em relação à produção 
de antibióticos contra os patógenos humanos Staphylococcus aureus e Escherichia coli, e contra 
o fitopatógeno Xanthomonas axonopodis citri . Os resultados da primeira etapa do trabalho, que 
envolveu o isolamento e a caracterização de fungos endofíticos filamentosos, mostraram que a 
comunidade fúngica associada às plantas de manguezais é formada por pelo menos 35 gêneros 
diferentes, sendo que os gêneros mais frequentes foram Diaporthe, Fusarium, Trichoderma, 
Colletotrichum e Xylaria. Grande parte dos gêneros encontrados neste trabalho é de fungos de 
solo, indicando que eles estão adaptados às condições adversas dos manguezais. Os resultados 
mostraram que, dentre as linhagens produtoras de antibiótico, 29,41% pertencem ao gênero 
Diaporthe, o qual apresentou maior frequência na comunidade fúngica estudada. Após a 
avaliação de 344 fungos quanto ao potencial de atividade antimicrobiana, foi selecionada a 
linhagem 41.1(1) de D. phaseolorum, um endófito de folha de Laguncularia racemosa, para 
elucidação da estrutura química do seu antibiótico purificado. Por meio das técnicas de 
Ressonância Magnética Nuclear e de Espectrometria de Massas o antibiótico foi identificado 
como ácido 3-hidroxipropiônico o qual apresentou atividade frente aos patógenos humanos 
Staphylococcus aureus e Salmonella tiphy. A estrutura química deste antibiótico foi modificada 
por meio de reação química de esterificação de Fischer-Speier para avaliar a relação da estrutura 
química e atividade biológica deste composto. O produto final da reação química de esterificação 
do antibiótico ácido 3-hidroxipropiônico não apresentou atividade antimicrobiana, indicando que 
o grupo hidroxila removido na reação é importante na atividade farmacológica desse composto. 
Além disso, a linhagem 41.1(1) de D. phaseolorum foi transformada geneticamente pelo sistema 
Agrobacterium tumefaciens, visando a obtenção de transformantes deficientes para produção de 
antibiótico e, com isso, a identificação  de genes relacionados com a via de biossíntese do 
antibiótico ácido 3-hidroxipropiônico. A análise das sequências que flanqueiam o T-DNA, 
obtidas por TAIL-PCR, mostraram que os genes interrompidos nos transformantes estão 
relacionados com proteínas de domínios conservados envolvidos com diferentes funções como: 
translação de proteínas, homeostase do íon orgânico Mg2+, transporte intracelular, migração, 
adesão e proliferação celular e outras funções celulares. A caracterização da biblioteca de 
agrotransformantes constitui uma ferramenta importante para o estudo da biologia molecular de 
fungos que produzem compostos bioativos por meio do seu metabolismo secundário.  
 
Palavras-chave: Fungo; Diversidade; Mangue; Ácido 3-hidroxipropiônico; Ressonância 

Magnética Nuclear; Diaporthe phaseolorum; Agrobacterium tumefaciens; 
Antibiótico; Esterificação de Fischer-Speier 
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ABSTRACT 

 
Genetic diversity and biotecnological potential of endophytic fungi from mangroves at São 

Paulo State 
 

 Mangroves are ecosystems situated beyond land and sea. They are more frequently found 
in tropical and subtropical areas englobing around 18.1 millions of hectares in the planet. The 
great biodiversity found in these ecosystems shows the importance of researching them, including 
studies regarding new compounds derived from endophytic fungi that inhabit these ecosystems. 
Therefore, the goal of this study was to determine the genetic diversity of the fungal endophytic 
community found in leaves and branches of the main arboreal species from mangrove of 
Cananéia and Bertioga (situated in São Paulo state, Brazil), and to evaluate the biotechnological 
potential of these fungi concerning the production of antibiotics against the human pathogens 
Staphylococcus aureus and Escherichia coli, and against the phytopathogen Xanthomonas 
axonopodis citri . The results of the first part of this work, including the isolation and 
characterization of the filamentous endophytic fungi, showed that the mangrove fungal 
community is made up of at least 35 different genera, from which the most frequent are 
Diaporthe, Fusarium, Trichoderma, Colletotrichum and Xylaria. Most of the fungal genera found 
in this study come from soil, which suggests that they are adapted to the adverse conditions of 
mangroves. The results show that among the antibiotic-produncing strains, 29.41% belong to the 
genus Diaporthe, which was the most frequently found in the studied fungal community. After 
the analysis of 344 fungi regarding the antibiotic activity potential, a strain of D. phaseolorum (a 
leaf endophyte of  Laguncularia racemosa) was selected to unveil the chemical structure of their 
purified antibiotic. The nuclear magnetic resonance and the mass spectrometry techniques 
allowed the identification of the antibiotic as 3-hidroxypropionic acid, which displayed activity 
against the pathogens Staphylococcus aureus and Salmonella tiphy. The chemical structure of this 
antibiotic was modifyed by the chemical reaction of Fischer-Speier sterification in order to 
evaluate the chemical structure and biological activity of this compound. The final product of the 
chemical reaction of 3-hidroxipropionic acid sterification had no antibiotic activity, which 
suggests that the hydroxil group removed from the reaction is important to the pharmachological 
activity of this compound. Additionally, the strain 41.1(1) of D. phaseolorum was genetically 
transformed by the Agrobacterium tumefaciens system, in order to generate antibiotic–deficient  
transformants, which would help to identify genes related to the biosynthesis pathway of the 3-
hidroxypropionic acid antibiotic. The TAIL-PCR analysis revealed that the interrupted genes in 
the tranformants are related to proteins from conserved domains involved in different functions 
such as protein translation, Mg2+ ion homeostasis, intracellular transport, migration, adhesion and 
cellular proliferation and other cellular functions. The characterization of the agrotransformants 
library is an important tool to unveiling the molecular biology of fungi that produce bioactive 
compounds by the secondary metabolism. 
 
Keywords: Fungus; Diversity; 3-hidroxipropionic acid; Nuclear magnetic resonance; Diaporthe 

phaseolorum; Agrobacterium tumefaciens; Antibiotic; Fischer-Speier esterification 
 

 



 16  

 
 



 17 

 1 INTRODUÇÃO 

 

 O termo manguezal é frequentemente utilizado para se referir às plantas e à sua 

comunidade associada. Esta última é composta por uma ampla gama de organismos pertencentes 

a diferentes grupos incluindo bactérias, fungos, microalgas, invertebrados, pássaros e mamíferos. 

Os manguezais cobrem aproximadamente 60 a 70% da costa tropical e subtropical do mundo. 

Brasil, Indonésia e Austrália são os países que apresentam maior abundância desse ecossistema. 

Na América Latina, os manguezais cobrem aproximadamente 4 milhões de hectares em ambas as 

costas do Atlântico e do Pacífico. No Brasil, esse ambiente pode ser encontrado desde o Cabo 

Orange no Amapá até o sul de Santa Catarina na foz do rio Ararangua cobrindo uma área de 

25.000 km2, dos quais aproximadamente 231 km2 encontram-se no estado de São Paulo. A região 

da baixada santista, constituída pelos municípios de Bertioga, Cubatão, Guarujá, Itanhaém, 

Mongaguá, Peruíbe, Praia Grande, Santos e São Vicente, apresenta 1.716,6 km2 de cobertura 

vegetal, a qual é constituída por 6% de vegetação de mangue.  

 Apesar da importância dos microrganismos, muito pouco da diversidade existente é 

conhecida, tornando imperativa a exploração de microrganismos de ecossistemas como os 

manguezais brasileiros. A versatilidade bioquímica e diversidade biológica de fungos endofíticos 

representam uma enorme variedade de genes que ainda são desconhecidos, os quais podem 

apresentar importantes aplicações biotecnológicas e agrícolas. Por essa razão, o presente trabalho 

avaliou a comunidade fúngica presente nos manguezais brasileiros através do estudo da 

diversidade de fungos endofíticos associados aos ramos e às folhas de três espécies arbóreas de 

manguezais (Rhizophora mangle, Laguncularia racemosa e Avicennia nitida), levando em 

consideração possíveis efeitos de diferentes fatores, como as espécies de plantas, o órgão vegetal 

(ramo e folha), a estação do ano (verão e inverno) e os locais de coleta (Cananéia e Bertioga – 

impactado e não impactado). Esses estudos são importantes, pois alterações na comunidade 

fúngica podem estar relacionadas com o equilíbrio do ecossistema, estabilidade, estabelecimento 

da planta e rendimento.   

 Considerando a necessidade crescente da busca por microrganismos produtores de novos 

compostos bioativos mais efetivos, menos tóxicos e que causem menor impacto ambiental, este 

trabalho também realizou a caracterização química do antibiótico ácido 3-hidroxipropiônico, 

produzido pelo fungo endofítico Diaporthe phaseolorum, por meio de técnicas espectroscópicas 
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como Ressonância Magnética Nuclear e Espectrometria de Massas. Este fungo foi selecionado 

por apresentar notável capacidade de produzir antibiótico inibidor do crescimento de patógenos e 

por ser encontrado como gênero mais abundante dentre os fungos endofíticos isolados das 

espécies arbóreas dos manguezais do estado de São Paulo. Adicionalmente, esse fungo endofítico 

foi transformado geneticamente pelo sistema Agrobacterium tumefaciens visando contribuir para 

o estudo dos genes da via de biossíntese do antibiótico identificado, o ácido 3-hidroxipropiônico. 

 

1.1 Revisão Bibliográfica  

 

1.1.1 Importância dos manguezais 

 
 Os manguezais são ecossistemas localizados em regiões de interação do ambiente terrestre 

com o marinho (DAS et al., 2006; HOLGUIN; VAZQUEZ; BASHAN, 2001). Esse ambiente é 

formado a partir da associação de materiais sedimentares provenientes do mar e continente sendo 

altamente produtivo. Os manguezais apresentam condições de alta salinidade, extrema inundação 

com as marés, fortes ventos, altas temperaturas, muito lodo e solo anaeróbico, portanto, apresenta 

um grupo de plantas e microrganismos que possuem adaptação morfológica, fisiológica, 

biológica e ecológica para sobreviver nestas condições extremas. Esse ecossistema é um 

ambiente ecológico único, que abriga árvores com raízes aéreas, galhos, troncos e sedimentos. 

Ilhados neste habitat, atraem uma comunidade epifaunal rica como fungos, bactérias, macro-algas 

e invertebrados (BADOLA et al., 2008; KATHIRESAN; BINGHAM, 2001).  

 A área global total dos manguezais é estimada em 18,1 milhões de hectares, sendo 

distribuído em 112 países. Mais de 41% das florestas de mangues do mundo estão localizadas no 

sul e sudeste asiático, sendo que 23% estão situadas somente na Indonésia (GOPAL; 

CHAUHAN, 2006). Além disso, 27,1% da área total de manguezais encontram-se no continente 

americano. O Brasil apresenta a segunda maior área de manguezais do mundo, sendo a maior das 

Américas (SOUSA et al., 2006).  

 As plantas dos manguezais estão entre as mais produtivas do oceano. A principal 

representante nas regiões tropicais do continente americano é o mangue vermelho (Rhizophora 

mangle), enquanto que o mangue preto (Avicennia germinans) e o mangue branco (Laguncularia 

racemosa) são as mais abundantes nos estuários do México, oeste da Índia, Barramas e Flórida 

(MILES et al., 1999). Estas plantas sintetizam compostos bioativos utilizados na área médica, 
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agronômica e cosmética como sais, ácidos orgânicos, carboidratos, hidrocarbonetos, 

benzoquinonas, nafitofuranos, sesquiterpenos, triterpenos, alcalóides, flavonóides, polímeros, 

derivados sulfurosos e taninos (LI et al., 2009; MILES et al., 1999; SHARAF et al., 2000; WU et 

al., 2008).  

 Estudos recentes indicam que a produção fotossintética das plantas dos manguezais é 

maior que a das microalgas, algas de recifes de corais e fitoplancton (ALONGI, 2002). O carbono 

produzido nos manguezais é superior em cerca de 40% ao que o ecossistema requer. O mesmo é 

consumido por herbívoros, exportado para costas adjacentes, estocado em sedimentos, 

decomposto e reciclado dentro do sistema. A diminuição dos manguezais pode desencadear um 

impacto significativo no estoque de carbono global, devido à grande quantidade de carbono 

fixado e estocado neste ecossistema. Análises do carbono fixado em ecossistemas marinhos 

estimaram que a perda de aproximadamente 35% dos manguezais de todo o mundo tem resultado 

na perda de 3,8 x 1014 g de carbono estocado como biomassa em manguezais (ALONGI, 2002). 

 Situados na interface entre terra e mar, os manguezais são ambientes bem adaptados às 

condições de estresses naturais como temperatura, salinidade, anóxia e radiação ultravioleta. 

Entretanto, esse ecossistema tem determinados limites de tolerância, sendo sensível às alterações 

criadas pelas atividades humanas (BADOLA, et al., 2008). A proximidade do mesmo com os 

centros urbanos favorece a sua exploração. Além disso, efluentes industriais têm contribuído para 

a contaminação de sedimentos com metais pesados. Muitos manguezais também têm sido 

contaminados com óleos como resultado de derramamentos de petróleo. Esses eventos têm 

gerado efeitos negativos nos mesmos (BADOLA, et al., 2008; KATHIRESAN; BINGHAM, 

2001). 

 A manutenção dos manguezais é um desafio de importância econômica para a maioria dos 

países tropicais. Nos últimos 50 anos, aproximadamente um terço das florestas de mangue foi 

perdido (ALONGI, 2002), entretanto, os dados publicados revelam taxas de perdas muito 

variáveis e há considerável margem de erro nas estimativas. Os manguezais de todo o mundo têm 

sido destruídos principalmente devido à aquacultura, à produção de madeira e ao 

desenvolvimento urbano. Isso gera significantes perdas de peixes, pássaros, plantas e 

microrganismos, pois os manguezais estão entre os três ambientes mais produtivos do 

ecossistema global, ao lado dos recifes de corais e das florestas tropicais (AL-SAYED et al., 

2005). Os manguezais servem como refúgio e abrigo, favorecendo a criação e alimentação de 
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numerosas espécies marinhas importantes para a economia e ecologia. Também são o habitat do 

principal santuário de pássaros e de um grande número de insetos, alguns répteis, poucos 

mamíferos e muitos invertebrados (AL-SAYED et al., 2005; HOLGUIN; GONZALEZ-

ZAMORANO; DE-BASHAN, 2006; NAGELKERKEN et al., 2008). 

O habitat marinho é o maior dentre os habitats da biosfera, cobrindo 70% da superfície da 

Terra e apresentando o maior espaço para os microrganismos viverem. Os microrganismos 

marinhos apresentam um alto potencial biotecnológico, representando uma fonte de compostos 

bioativos de importância comercial e tendo uma extraordinária capacidade de biorremediação. 

Eles participam na decomposição de matéria orgânica, reciclando e conservando nutrientes neste 

ecossistema (DAS et al., 2006; KRISTENSEN et al., 2008). No ambiente dos manguezais, há 

evidências que propõem a íntima relação entre microrganismos – nutriente – planta funcionando 

como um mecanismo para reciclar e conservar nutrientes. A comunidade microbiana diversa e 

produtiva de manguezais tropicais transforma continuamente a vegetação morta em fontes de 

nitrogênio, fósforo e outros nutrientes diversos, que podem ser consumidos pelas plantas. Em 

troca, exsudados de raízes servem com fonte de alimentação para os microrganismos (DHAM, 

2002; KRISTENSEN et al., 2008; SOUSA et al., 2006). Entretanto, o conhecimento da 

diversidade microbiana de manguezais ainda é muito limitado. Durante as últimas três décadas, 

os manguezais têm recebido enorme atenção, refletindo em um aumento exponencial do número 

de publicações (GOPAL; CHAUHAN, 2006), contudo, os conhecimentos sobre este ecossistema 

ainda são incipientes. Com a contínua degradação deste ambiente, é de extrema importância a 

avaliação da diversidade e do potencial biotecnológico dos microrganismos que lá habitam, uma 

vez que estas espécies podem ser extintas. 

 

1.1.2 Diversidade genética de fungos em manguezais 

 

 Os estudos sobre fungos marinhos de plantas e solos foram iniciados há 60 anos atrás na 

Austrália (CRIBB; CRIBB, 1955). Estudos ecológicos e taxonômicos têm sido conduzidos desde 

1980, nos oceanos Pacífico e Índico. Esses trabalhos têm contribuído para a identificação de 

espécies de fungos de manguezais (ABDEL-WAHAB, 2005; PARRENT et al., 2004). Vários 

artigos foram publicados nas duas últimas décadas sobre os fungos marinhos de manguezais 

tropicais (CAVALCANTE et al., 2009; GILBERT; GOROSPE; RYVARDEN, 2008; HARVEY;  
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GOFF, 2010; KUMARESAN; TRICHUR; SURYANARAYANAN, 2001; TREMBLAY, 2007), 

entretanto, esses aspectos têm sido pouco explorados nos manguezais brasileiros.  

 Dentre os ecossistemas marinhos, os manguezais constituem o segundo ecossistema mais 

produtivo e rico, sendo superados apenas pelos recifes de corais (SRIDHAR, 2004). As plantas 

de manguezais são morfologicamente e fisiologicamente adaptadas a esse ambiente com alta 

salinidade, inundações (marés), ventos fortes, alta temperatura e solo anaeróbico. Os manguezais  

apresentam matéria orgânica, proveniente das plantas, a qual forma a base da cadeia alimentar 

nos estuários tropicais (SARMA; HYDE; VITTAL, 2001). Os fungos marinhos desempenham o 

importante papel no ciclo de regeneração de nutrientes para decompor essa matéria orgânica 

morta. O estudo da diversidade da comunidade fúngica marinha, abrangendo a diversidade 

genética e riqueza de espécies, é o primeiro passo para o modelamento dinâmico da comunidade 

fúngica em termos de abundância e distribuição espacial e temporal de espécies e na ciclagem de 

nutrientes. Tais modelos são essenciais para o manejo e conservação eficientes de ambientes 

marinhos, florestais e agrários, os quais são importantes economicamente (PANG; MITCHELL, 

2005). 

 O ambiente marinho é alvo do desenvolvimento urbano como descarga de efluentes 

industriais, derramamento de petróleo e contaminação por pesticidas. Os manguezais são 

ecossistemas muitos expostos a esses fatores estressantes. A contaminação por petróleo é uma 

das maiores ameaças a todos os organismos marinhos. A presença de hidrocarbonetos no mar 

pode reduzir a diversidade de fungos marinhos, pois a presença desse composto na superfície de 

um substrato reduz a aeração diminuindo a atividade dos fungos (HYDE et al., 1998).  

 A análise do conjunto de genes 18S, 5,8S e 25-28S do rDNA é muito utilizada para 

avaliar as relações filogenéticas entre os fungos. As regiões variáveis ITS1 e ITS2 são 

encontradas entre estes genes e são transcritas e processadas dando origem ao RNA ribossômico.  

(GUARRO; GENE; STCHIGEL, 1999; LARENA et al., 1999). Essas regiões ITS evoluem de 

modo rápido, sendo utilizadas para discriminar espécies relacionadas e variedades de uma mesma 

espécie. As regiões ITS são utilizadas na identificação molecular de fungos por 3 principais 

motivos: o agrupamento gênico que codifica o rDNA está repetido centenas de vezes facilitando 

a amplificação; os fragmentos de ITS são curtos (600 a 800pb); essas regiões ITS apresentam alta 

variabilidade discriminando espécies fúngicas, e até mesmo, isolados de algumas espécies. 
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Análises da sequência de rDNA 18S também são utilizadas em estudos taxonômicos de fungos 

(KUNINAGA et al., 1997; LEE; TAYLOR, 1992; WOESE; KANDLER; WHEELIS, 1990). 

 O número de microrganismos descritos na literatura representa apenas uma pequena 

fração da diversidade microbiana existente (AZEVEDO, 1998; PACE, 1996). Estudos 

comparativos indicam que apenas uma pequena fração dos microrganismos presentes na 

natureza, representando entre 0,1% a 1%, dependendo do habitat, é cultivada por meio do 

emprego de técnicas microbiológicas convencionais (AMANN et al., 1995). Muitos fatores 

podem ser apontados para a dificuldade no cultivo de microrganismos em condições 

laboratoriais, incluindo o pouco conhecimento sobre seus requisitos nutricionais e a natureza 

fastidiosa de muitas espécies presentes em diferentes amostras ambientais. Portanto, a análise de 

genes do DNA ribossomal proveniente de DNA de amostras ambientais tem expandido o 

conhecimento da diversidade genética de fungos (AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER, 1995; 

PACE, 1996). 

 Várias técnicas moleculares podem ser empregadas para avaliar a diversidade de fungos, 

como ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis), ARISA (Automated Ribosomal 

Intergenic Spacer Analysis), DGGE/TGGE (Denaturing/Temperature Gradient Gel 

Electrophoresis), clonagem de genes, SSCP (Single-Strand-Conformation Polymorphism), T-

RFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism) e RAPD (Random Amplified 

Polymorphic DNA) AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER, 1995; ANDERSON; CAIRNEY, 2004; 

PANG; MITCHELL, 2005; SCHLOSS; HANDELSMAN, 2003). A utilização dessas técnicas 

permite a avaliação do conteúdo de DNA dos organismos, não dependendo do estado fisiológico 

dos mesmos, permitindo o estudo de microrganismos não cultiváveis. 

 Dentre os 900 fungos marinhos já identificados, 358 pertencem a ecossistemas de 

manguezais (MARIA; SHIDHAR, 2002). Estes fungos realizam processos importantes como a 

transformação de compostos poliméricos em matéria orgânica dissolvida, utilizada por outros 

consumidores da cadeia alimentar (HYDE et al., 1998).  

 Diante de poucos estudos sobre fungos endofíticos de manguezais brasileiros, ressalta-se a 

importância da avaliação da diversidade  em manguezais do estado de São Paulo, em busca da 

determinação da estrutura genética e identificação das espécies presentes. Essa abordagem abre a 

possibilidade da descoberta de novas espécies de fungos produtores de  antibióticos com menor 
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efeito colateral e impacto ambiental, fornecendo ainda alternativas na prática clínica contra a 

resistência adquirida pelos microrganismos.  

 

1.1.3 Microrganismos endofíticos  

 

 Os microrganismos endofíticos são bactérias ou fungos que colonizam o interior dos 

tecidos de plantas, sem apresentar efeito patogênico no hospedeiro (OWEN; HUNDLEY, 2004; 

TAN; ZOU, 2001) Dessa maneira, ocorre uma associação simbiótica  entre a planta hospedeira, 

que o protege e alimenta, e o microrganismo endofítico, produtor de metabólitos bioativos que 

auxiliam o crescimento e a proteção da planta contra o ataque de fitopatógenos (OWEN; 

HUNDLEY, 2004; TAN; ZOU, 2001; ZHANG; SONG; TAN, 2006). Entretanto, desde a 

descoberta dos microrganismos endofíticos em Darnel (Alemanha) em 1904, muitos 

pesquisadores têm definido diferentemente o termo endófito (HALLMANN et al., 1997; 

PETRINI, 1991; TAN; ZOU, 2001). Uma definição recente proposta por  Azevedo e Araújo 

(2007) considera endófito como todo aquele que pode ou não crescer em meios de cultura, ou 

seja, cultiváveis ou não, e que habitam o interior de tecidos e órgãos vegetais sem causar 

prejuízos ao seu hospedeiro e sem produzir estruturas externas emergindo dos vegetais. Porém, 

essa definição exclui rizóbios e micorrizas. Dessa forma, Mendes e Azevedo (2007) propuseram 

a redefinição desse termo, considerando a definição anterior proposta por Azevedo e Araújo 

(2007), adicionando a divisão dos microrganismos endofíticos em dois tipos: Tipo I, os que não 

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

  Cada uma das 300.000 espécies de plantas existentes é hospedeira de um ou mais 

microrganismos endofíticos, mas poucas delas têm sido completamente estudadas com relação à 

sua biologia endofítica. A facilidade de isolamento desses microrganismos em meio de cultura 

torna esse grupo uma fonte promissora de produtos biotecnológicos. Conseqüentemente, torna-se 

grande a oportunidade de descobrir novos e interessantes microrganismos endofíticos de plantas 

hospedeiras de diferentes ecossistemas (STROBEL et al., 2004).  

 Dentre todos os produtores de compostos bioativos naturais, os microrganismos 

representam uma fonte rica de metabólitos biologicamente ativos que apresentam ampla 

aplicação como antibióticos, antiparasitários, antifúngicos, antitumorais, entre muitos outros 

compostos. Estima-se que somente 1% das espécies de bactérias e menos de 7% das espécies de 
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fungos sejam conhecidas (HAWKSWORTH, 2004; GUNATILAKA, 2006), sugerindo que 

milhões de espécies microbianas poderão fornecer importantes biomoléculas. Historicamente, de 

todos os microrganismos estudados, os actinomicetos e os fungos têm sido os maiores produtores 

de metabólitos secundários. Sugere-se ainda que os fungos são fundamentais para a saúde e 

prosperidade de muitos ecossistemas terrestres, sendo essenciais para a sustentabilidade e 

biodiversidade dos mesmos (GUNATILAKA, 2006; OWEN; HUNDLEY, 2004; SRIDHAR, 

2004).  

 

1.1.4 Fungos endofíticos 

 

 Estudos sobre a proporção do número de espécies de fungos para cada espécie vegetal 

indicam que o número estimado de espécies fúngicas é de 1,5 milhões, entretanto o número de 

espécies descritas até hoje é de aproximadamente 100 mil (HAWKSWORTH, 1991, 2004). 

Postulados sobre o número de espécies fúngicas existentes chegam até mesmo a estimar 8,25 

milhões de espécies fúngicas, considerando que a diversidade é maior em regiões tropicais 

(ARNOLD et al., 2000; FRÖHLICH; HYDE, 1999). Atualmente, acredita-se que todas as 

espécies de plantas são potenciais hospedeiros para diversos fungos (AGRIOS, 1997; 

RODRIGUEZ et al., 2009). Esses dados revelam o grande potencial de exploração da diversidade 

genética e materiais biotecnológicos fúngicos.  

 O potencial biotecnológico dos fungos endofíticos tem sido muito estudado por vários 

autores (DAVIS et al., 2005; KUMAR et al., 2004; SESSITSCH et al., 2004; 

SURYANARAYANAN et al., 2009; THINES; ANKE; WEBER, 2004). Com o número 

crescente de trabalhos sobre a interação entre planta e endófitos (ARAÚJO et al., 2001; 

BRUNDRETT, 2006; RODRIGUEZ; REDMAN, 2008), juntamente com os resultados 

promissores observados, têm sido importantes os estudos de fungos endofíticos como agentes de 

controle biológico de inúmeros patógenos (AZEVEDO et al., 2000; LIU et al., 2001; SIEGEL et 

al., 1990), promotores de crescimento vegetal (MARKS; CLAY, 1990; VARMA et al., 1999), 

produtores de enzimas (STROBEL; DAISY, 2003) e ainda o uso de fungos endofíticos em 

plantas como fitoremediadores de áreas poluídas (DERAM et al., 2008; XIAO et al., 2010). 

 É importante ressaltar que produtos de valor biotecnológico, como antibióticos e outros 

princípios ativos com inúmeras propriedades farmacológicas, têm sido sintetizados por fungos 
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endofíticos, tornando esses um importante alvo em estudos aplicados na área médica e 

agronômica. O taxol, um potente agente antitumoral, sintetizado pelo fungo endofítico 

Taxomyces andreanae da planta hospedeira Taxus brevifolia, vem sendo estudado para a sua 

produção em escala industrial (YUAN et al., 2006). Os fungos têm sido uma fonte de antibióticos 

muito utilizados na prática clínica como a penicilina produzida pelo fungo Penicillium notatum, e 

a cefalexina sintetizada pelo fungo Cefalosporium acremonium (OWEN; HUNDLEY, 2004).  

 Os fungos endofíticos podem contribuir para crescimento da planta hospedeira de modo 

direto ou indireto. O modo direto de promoção de crescimento vegetal está relacionado com a 

produção de compostos ativos pelos endófitos, facilitando a absorção de nutrientes e água pela 

planta hospedeira (ZHANG; SONG; TAN, 2006). Trabalhos têm sugerido que os endófitos 

alteram o fluxo de água em plantas por meio da produção de compostos químicos solúveis em 

água como os alcalóides, os quais aumentam o fluxo osmótico nas raízes da planta hospedeira 

(BACON, 1993; OWEN; HUNDLEY, 2004; TAN; ZOU, 2001). A forma indireta do endófito 

proporcionar a melhoria no crescimento e desenvolvimento vegetal é feita por meio da proteção 

ao ataque de pragas e patógenos (AZEVEDO; ARAÚJO, 2007). Os endófitos podem proteger as 

plantas produzindo compostos como alcalóides e terpenos, os quais apresentam efeito inseticida 

repelindo insetos e tornando a planta menos susceptível ao ataque de insetos. Outro mecanismo 

encontrado na literatura é o controle natural de insetos por meio da produção de metabólitos 

citotóxicos pelos fungos entomopatogênicos (REDMAN; DUNIGAN; RODRIGUEZ, 2001; 

SCHULZ; BOYLE, 2005; STONE; POLISHOOK; WHITE, 2004). 

 Várias classes de metabólitos secundários como alcalóides, pirolizidinas, esteróides, 

terpenóides, sesquiterpenos, isocumarínicus, quinonas, flavonóides, fenil-propanóides, 

policetídeos, lactonas, dentre outros, são produzidos por fungos endofíticos, o que faz com que 

eles sejam uma fonte promissora para estudos de exploração do potencial biotecnológico de 

produtos aplicados na prática clínica (ZHANG; SONG; TAN, 2006). 

 

1.1.5 Biossíntese de antibióticos em microrganismos 

 
 Antibióticos são definidos como produtos naturais orgânicos produzidos por 

microrganismos, sendo de baixo peso molecular e ativos a baixas concentrações contra outros 

microrganismos (STROBEL; DEISY, 2003). Os produtos naturais isolados a partir do 
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metabolismo secundário de microrganismos têm sido a principal fonte de grande parte dos 

antibióticos utilizados atualmente no mercado. O primeiro antibiótico utilizado no tratamento de 

infecções humanas foi a penicilina. Fleming, em 1928, descobriu a penicilina por meio da 

observação do crescimento do fungo contaminante Penicillium em placas inoculadas com 

Staphylococcus aureus. No final da década de 1930, durante a segunda guerra mundial, crescia o 

número de pacientes infectados, exigindo a descoberta de princípios ativos para o tratamento de 

doenças infecciosas. Diante dessa necessidade, os pesquisadores Florey e Chain da Universidade 

de Oxford purificaram a penicilina e comprovaram seu efeito farmacológico antibacteriano em 

humanos (BENTLEY, 2005; BROWN, 2004; GOMEZ; LOPEZ, 2006).O uso da penicilina na 

prática clínica a partir de 1940 despertou o interesse de muitos pesquisadores sobre os estudos de 

antibióticos produzidos por fungos filamentosos e actinomicetos (BENTLEY, 2005; BROWN, 

2004). 

 Peptídeos não ribossomais e policetídeos são as principais classes de antibióticos que 

apresentam ampla diversidade estrutural. Eles são sintetizados respectivamente por enzimas 

multifuncionais chamadas de peptídeo sintetase não ribossomal (NRPS) e policetídeo sintetase 

(PKS). Estas enzimas apresentam similaridade na estrutura modular dos domínios catalíticos e no 

mecanismo de montagem linear (CHALLIS; NAISMITH, 2004; FINKING; MARAHIEL, 2004; 

SCHWARZER; MARAHIEL, 2001).  

 Nos últimos anos foram descobertos inúmeros antibióticos produzidos por endófitos com 

uma incrível diversidade estrutural e com atividade biológica contra uma ampla gama de 

patógenos humanos e vegetais. Na literatura são encontradas inúmeras revisões que abordam a 

biossíntese de antibióticos por meio do metabolismo secundário de fungos endofíticos 

(ARNOLD, 2007; SCHULZ et al., 2002; HUANG et al., 2008;  SURYANARAYANAN et al., 

2009; YUAN et al., 2006). 

 

1.1.6 Transformação genética de fungos pelo sistema Agrobacterium tumefaciens  

 

 Muitos estudos na área de Genética Molecular têm utilizado o sistema de transformação 

genética para explorar o conhecimento sobre a biologia dos organismos, bem como promover o 

melhoramento de características de importância biotecnológica. Os principais sistemas de 

transformação genética desenvolvidos para fungos filamentosos são aqueles que fazem uso de 
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protoplastos (PEG, eletroporação e REMI), biobalística e Agrobacterium tumefaciens 

(KERSHAW; TALBOT, 2009; RIGGLE; KUMAMOTO, 1998; RUIZ-DÍEZ, 2002; ZUCCARO 

et al., 2009). 

 A transformação mediada pela bactéria fitopatogênica Agrobacterium tumefaciens é muito 

utilizada na transformação genética de células vegetais (EADY et al., 1996; HERNALSTEENS 

et al., 1980; ISHIDA et al., 1996), e também tem sido empregada na transferência de genes em 

células humanas (KUNIK et al., 2001). Em fungos, o estabelecimento dessa técnica foi realizada 

inicialmente com a levedura Saccharomyces cerevisiae (BUNDOCK et al., 1995; HINNEN; 

HICK; FINK, 1978), e posteriormente adaptado para fungos filamentosos (DE GROOT et al., 

1998). Desde então, esse método tem sido empregado com sucesso na transformação genética de 

dezenas de espécies fúngicas de interesse biotecnológico, incluindo membros dos filos 

Ascomicota, Basidiomicota, Zigomicota, Glomeromicota e Oomicota (MICHIELSE et al., 2005; 

LACROIX et al., 2006; FAVARO, 2009).  

 O método da agrotransformação baseia-se na transferência de parte do DNA (T-DNA) da 

bactéria fitopatogênica A.tumefaciens para células eucarióticas. A infecção natural de plantas  por 

meio da bactéria A. tumefaciens favorece o aparecimento de galhas (tumores) devido à 

transferência e à incorporação de parte de seu plasmídio Ti (T-DNA) para o genoma da célula 

hospedeira. Os genes presentes no T-DNA estão relacionados com a produção de substâncias que 

geram desenvolvimento do tumor (MULLINS; KANG, 2001). O plasmídio Ti apresenta os genes 

vir, os quais codificam proteínas que transferem T-DNA para a célula hospedeira. O T-DNA é 

flanqueado por duas sequências curtas próximas a 25 pares de base denominadas borda direita e 

borda esquerda, que participam do processo de transferência. A transferência do T-DNA em 

células vegetais envolve muitas etapas como quimiotaxia, adesão, indução da expressão dos 

genes vir, processamento do T-DNA, transferência do T-DNA, direcionamento do T-DNA ao 

núcleo e integração no genoma da célula hospedeira (TZFIRA et al., 2006). O plasmídio Ti de A. 

tumefaciens utilizado na transformação in vitro de fungos é desarmado, não apresentando a 

região do T-DNA e as bordas direita e esquerda. A região do T-DNA é modificada mediante 

substituição de oncogenes por genes de interesse e introduzida em um vetor binário. Esse vetor 

binário é reintroduzido em uma linhagem de A. tumefaciens contendo o plasmídio desarmado, 

que é capaz de transformar células hospedeiras (LACORTE; ROMANO, 1998). 
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 A transformação via Agrobacterium tumefaciens em fungos filamentosos tem mostrado 

inúmeras vantagens em relação aos métodos convencionais de transformação genética, pois 

apresenta uma metodologia simples não necessitando de equipamentos como eletroporador ou 

acelerador de microprojéteis. Além disso, esse procedimento apresenta alta eficiência de 

transformação e permite a identificação de genes interrompidos (MICHIELSE et al., 2005; 

MULLINS et al., 2001). Grande parte dos trabalhos que utilizaram a agrotransformação em 

fungos constatou a integração em cópia única em sítios aleatórios no genoma do hospedeiro (DE 

GROOT et al., 1998; MICHIELSE et al., 2005; MULLINS et al., 2001).  

 Essas características favorecem o emprego da metodologia de agrotransformação como 

uma ferramenta para obter fenótipos mutantes e identificar genes de interesse via mutagênese 

insercional aleatória, sendo muito empregado em estudos da interação fungo-planta para a 

identificação de genes relacionados à patogenicidade (MULLINS; KANG, 2001). Se houver 

sequências homólogas entre a região do T-DNA e genoma do hospedeiro, a integração pode ser 

mediante a recombinação homóloga, tornando essa técnica de agrotransformação útil para a 

mutagênese sítio dirigida (MOON et al., 2008; ZHANG et al., 2003). A transformação mediada 

por A. tumefaciens também vem sendo bastante utilizada como ferramenta no estudo da 

genômica funcional em fungos, uma vez que permite avaliar a função dos genes.  

 

1.1.7 Caracterização química de compostos bioativos 

 

1.1.7.1 Ressonância Magnética Nuclear (RMN)  

 

 A espectroscopia de ressonância magnética nuclear baseia-se no fenômeno de 

Ressonância Magnética Nuclear (RMN) para o estudo das propriedades físicas e químicas da 

matéria, ou seja, é um ramo da espectroscopia que explora as propriedades magnéticas de núcleos 

atômicos (FOSTER; MCELROY; AMERO, 2007). A espectroscopia de ressonância magnética 

nuclear possui várias aplicações em diversas áreas cientificas. Na química, a espectroscopia de 

RMN é frequentemente usada na determinação estrutural dos compostos, utilizando técnicas uni 

ou bidimensionais simples. A RMN é uma técnica não destrutiva que permite a análise de 

compostos orgânicos e alguns inorgânicos (HORNAK, 1997; MACOMBER, 1998; MARTÍNEZ, 

2007). Atualmente, a RMN é imprescindível na elucidação estrutural de produtos naturais e 
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substâncias sintéticas. Isso se deve à evolução contínua dos equipamentos de RMN, desde a sua 

descoberta (1946), e ao desenvolvimento de novas técnicas, que possibilitam análises muito mais 

detalhadas de substâncias de estruturas complexas (CLARIDGE, 1999). 

 Como qualquer outra técnica espectroscópica, a RMN depende das variações de energia 

quantificáveis que ocorrem em pequenas moléculas, quando elas são irradiadas por radiação 

eletromagnética. Esse tipo de espectroscopia está relacionada com as transições de spins 

nucleares induzidas por determinadas radiofrequências (rf), entre estados quantificados de 

energia dos núcleos orientados em um campo magnético. Assim, o núcleo de certos elementos 

químicos e isótopos comportam-se como se fossem imãs girando em torno de um eixo, criando 

um campo magnético (BILLETER; WAGNER; WUTHRICH, 2008; WUTHRICH, 1990). 

Quando se coloca um composto contendo átomos de 1H ou de 13C em um campo magnético 

muito forte e, simultaneamente, se irradia o composto com energia eletromagnética, os núcleos 

podem absorver energia em um processo denominado ressonância magnética. A absorção desta 

radiação pelos núcleos desses elementos é quantificada e dá origem a um espectro característico 

(SILVERSTEIN; BASSLER; MORRIL, 1994). 

 O sinal da espectroscopia de RMN é resultante da diferença entre a energia absorvida e 

liberada pelos spins, quando retornam o nível de menor energia. Esses sinais são caracterizados 

por seus deslocamentos químicos (frequências), multiplicidade, intensidade e por algumas 

propriedades de relaxação, fornecendo, deste modo, uma idéia do ambiente químico em que se 

encontra o núcleo detectado (RATCLIFFE et al., 2001). 

 O deslocamento químico é dado pela diferença da posição de absorção do hidrogênio da 

molécula em questão e a de um hidrogênio de referência. Assim, os deslocamentos químicos de 

hidrogênios de uma molécula são dados pela diferença da posição deles no espectro em relação 

ao composto de referência interna, o TMS (Tetrametilsilano), que é calibrado em zero 

(SILVERSTEIN; BASSLER; MORRIL, 1994). 

 A multiplicidade, ou seja, a forma com que os sinais de RMN aparecem no espectro pode 

ser simples ou múltiplo, caracterizados respectivamente como singlete e multiplete (doblete, 

triplete, quadruplete, dentre outros). Essa multiplicidade é produzida por meio do acoplamento 

entre spins próximos. A constante de acoplamento (J) está relacionada com a distância, medida 

em Hertz, entre os sinais multipletes. Essa constante indica o grau do acoplamento, que depende 
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do anglo diedro. O deslocamento (frequência de ressonância do núcleo) também é influenciado 

pela vizinhança eletrônica (ambiente químico) (MARKWICK; MALLIAVIN; NILGES, 2008). 

 Nos últimos anos, essa área vem sendo marcada com avanços tecnológicos em 

instrumentação, proporcionado o aparecimento de novas técnicas de RMN, dentre elas COSY, 

HMQC, NOESY, QMBC, NOE DIFF e J-resolved. Os dados gerados pelo método de RMN são 

comparados com dados de Espectrometria de Massas, Ultravioleta (UV) e Infra Vermelho (IV), 

permitindo obter informações mais seguras e precisas sobre a estrutura química da molécula em 

estudo (HORNAK, 1997; MACOMBER, 1998; MARTÍNEZ, 2007). Além disso, o banco de 

dados disponível no site (https://scifinder.cas.org) permite ao cientista buscar as estruturas 

previamente identificadas e descritas na literatura, servindo como ponto de partida nos estudos de 

identificação da estrutura química de compostos bioativos. 

 
1.1.7.2 Espectrometria de Massas  
 
 
 A espectrometria de massa é uma técnica analítica poderosa que é usada para identificar 

compostos desconhecidos, quantificar materiais conhecidos e elucidar as propriedades químicas e 

estruturais das moléculas. A detecção de compostos pode ser conseguida para quantidades muito 

pequenas de amostra, como nanogramas (10-12 g) (XING et al., 2007). Os princípios científicos 

em que a técnica se baseia envolve a geração de íons que são depois detectados. A sofisticação 

está nos métodos que são usados para a geração desses mesmos íons e no modo de analisá-los 

(DOLE et al., 1968).  

 Dentre as técnicas de ionização, a espectrometria de massas por electrospray é a mais 

utilizada atualmente. A electrospray (ESI/MS) sofreu um rápido crescimento tornando-se numa 

técnica analítica fundamental para análise de uma vasta gama de compostos polares, não voláteis 

e termicamente instáveis, permitindo avaliar compostos de baixa massa molecular até 

biopolímeros de elevada massa molecular (YAMASHITA; FENN, 1984). Essencialmente, três 

características fazem com que essa técnica seja considerada distinta das outras técnicas de 

ionização. A primeira é a capacidade de produzir íons multiplamente carregados, com número de 

cargas elevado, reduzindo, assim, a razão m/z, de tal modo que seja possível analisar compostos 

de elevada massa molecular de até centenas de kDa, em praticamente todo o tipo de analisadores. 

Uma segunda característica é que as amostras são introduzidas em solução, o que possibilita o 

acoplamento com muitas técnicas de separação. Por último, o electrospray é uma técnica de 

https://scifinder.cas.org/�
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ionização branda, permitindo que as interações entre moléculas (ligações de hidrogênio) que 

existem em solução sejam preservadas na fase gasosa (CLARKE et al., 2007; OLAH; 

MCLOUGHLIN; GILBERT, 1997; ZHANG et al., 2000). 

 Na determinação da massa molecular, a espectrometria de massas é fundamental, porque 

as principais características dos espectros de massa de biomoléculas são a predominância de íons 

moleculares multiplamente carregados e a ausência de fragmentação, o que permite a 

determinação rigorosa de massas moleculares. No entanto, em relação à estrutura molecular 

obtém-se pouca informação. Porém, a simples utilização de diferentes analisadores de massas 

possibilita a obtenção de maiores informações estruturais (HOFFMANN, 1996). Dentre os 

analisadores mais comumente utilizados, podemos destacar o analisador quadrupolar. Com este 

tipo de analisador é possível realizar experimentos como os de íons produto e de íons 

precursores, que permitem a obtenção de informações com respeito à estrutura molecular do 

composto analisado. Assim, nos experimentos de íons produto, o primeiro quadrupolo é 

programado para que apenas uma determinada razão massa/carga atravesse o analisador, filtrando 

todos os demais íons. Deste modo, esse íon é fragmentado com uma energia conhecida e 

determinada na cela de colisão, e todos os fragmentos podem ser analisados no segundo 

quadrupolo. A origem de um íon precursor também pode ser determinada, invertendo-se as 

funções dos quadrupolos. A altíssima seletividade (cerca de 100 vezes mais que MS/MS 

convencional) pode ser conseguida através de experimentos de massas de alta resolução (SRM) 

(HOFFMANN, 1996). Esses experimentos, em ambos os quadrupolos, são programados para 

deixarem passar apenas uma determinada razão massa/carga, o que leva à determinação da massa 

molecular precisa do composto, ou seja, são instrumentos capazes de distinguir íons que diferem 

suas massas com precisão de 0,0001 (HOFFMANN, 1996). A técnica de Espectrometria de 

Massas é essencial na identificação da massa molecular de compostos bioativos, bem como na 

confirmação dos dados obtidos por meio da técnica de RMN. 
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2 DIVERSIDADE GENÉTICA DE FUNGOS ENDOFÍTICOS DE MANGUEZAIS DO 
ESTADO DE SÃO PAULO 

 
 

Resumo 
 
 Fungos endofíticos apresentam funções biológicas importantes, constituindo imensos 
reservatórios de novos princípios ativos ainda pouco explorados. A versatilidade bioquímica e 
diversidade biológica dos fungos endofíticos representam uma enorme variedade de genes ainda 
desconhecidos, os quais, por sua vez, podem apresentar importantes aplicações biotecnológicas, 
agrícolas e médicas. O número estimado de espécies fúngicas é imenso, entretanto menos de 7% 
delas são descritas. O presente trabalho buscou acessar a diversidade da comunidade de fungos 
endofíticos de ramos e folhas de três espécies vegetais (Rhizophora mangle, Avicennia nitida e 
Laguncularia racemosa) de dois manguezais do estado de São Paulo (Bertioga impactado e não 
impactado, e Cananéia), em duas estações diferentes (verão e inverno). Cerca de 4300 fungos 
endofíticos foram isolados em meio de cultura a partir das partes vegetais avaliadas, sendo que 
344 foram identificados por meio do sequenciamento da região ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA, 
comparação das sequências de nucleotídeos com as disponíveis no GenBank via BLASTn, e 
agrupamento em filogramas. Foram calculados os índices de diversidade de Shannon-Wienner e 
de riqueza de Chao1. Os resultados mostraram que os ramos apresentaram maior frequência e 
diversidade fúngica quando comparados com as folhas. Houve diferença na frequência de fungos 
isolados de folhas e ramos das diferentes espécies para os locais impactado e não impactado 
avaliados no verão e inverno, sendo que as espécies Rhizophora mangle e Laguncularia 
racemosa apresentaram maior frequência de fungos endofíticos no local impactado. A frequência 
de colonização pode ser afetada pela estação do ano em que é realizada a coleta, e o efeito 
depende do manguezal considerado. As análises revelaram que a comunidade fúngica associada 
às plantas de manguezal é composta por pelo menos 35 gêneros diferentes, sendo que os mais 
frequentes foram Diaporthe, Colletotrichum, Fusarium, Trichoderma e Xylaria. Houve a 
predominância de fungos do Filo Ascomiceto (99,42%), já que apenas 0,58% pertencem ao Filo 
Basidiomiceto. A comunidade fúngica associada às plantas de manguezais é composta por um 
pequeno número de gêneros com muitos representantes e por um grande número de gêneros com 
poucos representantes. A construção de curvas de rarefação mostrou que a amostragem 
populacional adotada no presente trabalho permitiu acessar a diversidade da comunidade fúngica 
associada às plantas de manguezais considerando os níveis de similaridade de 97% e 95% entre 
as sequências de nucleotídeos, sendo que os índices de diversidade de Shannon-Wienner e de 
riqueza de Chao1 encontrados para estes níveis de similaridade foram (H’(95%)=4,00; H’(97%)=4,22; 
Chao1(95%)=204; Chao1(97%)=603). Esses dados indicam que a comunidade de fungos endofíticos 
de ramos e folhas das três espécies de plantas dos manguezais de Cananéia e Bertioga avaliada no 
verão abriga grande diversidade e riqueza de fungos. Os resultados revelaram que as plantas de 
manguezais são o reservatório de uma grande diversidade fúngica com alto potencial para 
exploração do ponto de vista biotecnológico. Esse é o primeiro relato sobre análise da diversidade 
de fungos endofíticos de manguezais do estado de São Paulo compreendendo um grande número 
de isolados fúngicos identificados por meio de biologia molecular.  
 
Palavras-chave: Diversidade; Fungos; Endófitos; Manguezais; Identificação molecular 
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2 GENETIC DIVERSITY OF ENDOPHYTIC FUNGI FROM MANGROVES AT SÃO 
PAULO STATE 
 
 
Abstract 
 
 Endophytic fungi have important biologic functions and can be considered huge sources 
of new compounds which have not been effectively explored yet. The biochemical versatility and 
biologic diversity of endophytic fungi indicates that there is a wide variety of unknown genes, 
which can have important applications for biotechnology, agriculture and medicine. Although the 
estimated number of fungal species is huge, less than 7% of them have been described. This 
study aimed to evaluate the diversity of endophytic fungal community from leaves and branches 
of three plant species (Rhizophora mangle, Avicennia nitida and Laguncularia racemosa) from 
two mangroves of São Paulo State (Cananéia, Bertioga oil-spilled and Bertioga non oil-spilled) 
under two different seasons (summer and winter). About 4300 fungi were isolated in culture 
media from the plant tissues evaluated, whereas 344 fungi isolates were identified by sequencing 
the ITS1-5.8S-ITS2 region of rDNA, comparing the sequences of nucleotides with those 
available in GenBank by BLASTn, and confirming by phylogram gathering. The Shannon-
Wienner index of diversity and the Chao1 index of richness were calculated. The results showed 
that the branches had the highest frequence of fungal diversity when compared to the leaves. 
There were differences in the frequencies of fungi isolated from different species in leaves and 
branches from oil-spilled and non oil-spilled mangrove in summer and winter seasons. The 
species Rhizophora mangle and Laguncularia racemosa presented the highest frequency of 
endophytic fungi in the oil-spilled mangrove. The frequency of colonization can be influenced by 
the season of the year in which is performed the collection and the effect depends on the 
mangrove analysed. The results revealed that the fungal community associated to the mangrove 
plants is composed by at least 35 different genera – the most frequent was Diaporthe, 
Colletotrichum, Fusarium, Trichoderma and Xylaria. Fungi from the Ascomiceto Phylum 
predominated (99.42%), whereas only 0.58% belonged to the Basidiomiceto phylum. The fungal 
community associated to mangrove plants is composed by a small number of genera with many 
members and by a great number of genera with a few members. The rarefaction curves displayed 
that the selected populational sample enabled to access the mangroves’ fungal community 
diversity with similarity levels of 97% and 95% among nucleotide sequences. The Shannon-
Wienner and the Chao1 indexes obtained to these similarity levels were H’(95%)=4,00, H’(97%)=4,22, 
Chao1(95%)=204 and Chao1(97%)=603. These data suggest that the endophytic fungal community 
from branches and leaves of the three species of plants from Cananéia and Bertioga mangroves 
during the summer season has a greater diversity of fungi. The results presented in this work 
showed that mangrove plants host a fungal community highly diverse with a great potential for 
biotechnological exploration. This is the first report regarding analysis of endophytic fungal 
diversity from mangroves in São Paulo State, including the identification of a great number of 
fungal isolates by molecular biology.     
 

Keywords: Diversity; Fungi; Endophytes; Mangrove; Molecular Identification  
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2.1 Introdução 

 

 Os manguezais são conhecidos pelos seus vários bioprodutos de grande importância 

médica e econômica. O grande potencial dos manguezais como fonte de novos agroquímicos e 

compostos medicinais tem sido muito relatado (ANANDA; SRIDHAR, 2002; 

BANDARANAYAKE, 1995, 1998, 2002; LI et al., 2009; MILES et al., 1999; SHARAF et al., 

2000; WU et al., 2008). Esse notável potencial biotecnológico das plantas de manguezais pode 

estar relacionado com a comunidade de fungos endofíticos que estabelece associação mutualística 

com a planta. Por essa razão, cada vez mais a comunidade endofítica dessas plantas tem sido 

investigada (CAVALCANTE et al., 2009; GILBERT; GOROSPE; RYVARDEN, 2008; 

HARVEY;  GOFF, 2010; KUMARESAN; TRICHUR; SURYANARAYANAN, 2001; 

TREMBLAY, 2007). Portanto, estudos sobre a comunidade endofítica de plantas de manguezais 

são importantes, permitindo o acesso a novas espécies de fungos e metabólitos produzidos pelos 

mesmos, bem como o estudo da interação entre planta hospedeira e fungo endofítico.  

 O número estimado de espécies fúngicas é de 1,5 milhões, entretanto o número de 

espécies descritas até hoje é de aproximadamente 100 mil (HAWKSWORTH, 1991, 2004). 

Atualmente, acredita-se que todas as espécies de plantas são potenciais hospedeiros para diversos 

fungos (AGRIOS, 1997; RO DRIGUEZ et al., 2009). Fungos endofíticos de plantas tropicais 

estão entre o grupo de fungos que têm sido estudados para chegar a esse número estimado de 1,5 

milhões de espécies fúngicas (SURYANARAYANAN; VENKATESAN; MURALI, 2003). 

Esses dados revelam o grande potencial de exploração da diversidade genética e materiais 

biotecnológicos de endófitos de plantas tropicais. 

Diferentes tipos de fungos podem estar associados aos manguezais, dentre eles os 

epifíticos, saprófitas, biotróficos superficiais, patógenos e endófitos (GOH; YIPP, 1996). 

Entretanto, ainda pouco se conhece sobre a comunidade fúngica endofítica das plantas de 

manguezais, já que essa comunidade tem sido mais estudada em outras plantas tropicais 

(SURYANARAYANAN; KUMARESAN; JOHNSON, 1998). 

 Embora vários estudos sobre a associação de fungos com os detritos de manguezais 

tenham sido publicados (ANANDA; SRIDHAR, 2004; HYDE; LEE, 1995; KUMAR; HATHA; 

CHRISTI, 2007), há poucos relatos sobre fungos endofíticos de plantas de manguezais, sendo 

que a maioria deles são sobre endófitos de folhas (SURYANARAYANAN; KUMARESAN; 
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JOHNSON, 1998; SURYANARAYANAN; VENKATESAN; MURALI, 2003; KUMARESAN; 

SURYANARAYANAN, 2001). O estudo sobre raízes de plantas de manguezais mostrou que 

elas são uma fonte rica de fungos endofíticos (ANANDA; SRIDHAR, 2002).  

O presente trabalho investigou a diversidade genética de fungos endofíticos de ramos e 

folhas de Rhizophora mangle, Avicennia nitida e Laguncularia racemosa presentes nos 

manguezais de Bertioga e de Cananéia, durante o verão e o inverno. As frequências dos fungos 

endofíticos foram comparadas entre os diferentes fatores de variação (local de isolamento, 

estação do ano e órgão vegetal). Amostras representativas foram selecionadas para identificação 

molecular dos fungos endofíticos por meio do sequenciamento de segmentos do rDNA, BLASTn 

e agrupamento em filogramas. 

 
 
2.2 Desenvolvimento 
 

2.2.1 Materiais e métodos 

 

2.2.1.1 Material vegetal e locais de coleta  

 

 Para a realização do presente trabalho, foram coletados ramos e folhas de mangue 

vermelho (Rhizophora mangle), mangue Siriba (Avicennia nitida) e mangue branco 

(Laguncularia racemosa) presentes no manguezal de Bertioga e Cananéia, no estado de São 

Paulo, Brasil. A coleta nestes dois locais foi realizada em duas épocas diferentes, verão e inverno, 

totalizando 4 isolamentos. A coleta no manguezal de Bertioga foi realizada em local impactado, 

que sofreu derramamento de petróleo em 1980, e em local não impactado, o qual não sofreu o 

derramamento de petróleo. Em cada local foram coletadas  folhas e ramos de cinco plantas de 

cada uma das três espécies (Rhizophora mangle, Avicennia nitida, Laguncularia racemosa). O 

delineamento adotado para as análises estatísticas foi o inteiramente casualizado com cinco 

repetições. 

 

2.2.1.2 Isolamento de fungos endofíticos de plantas dos manguezais 

 

O isolamento de fungos endofíticos de folhas e ramos de plantas dos manguezais de 
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Bertioga e Cananéia seguiu o processo de desinfecção superficial, no qual as superfícies das 

folhas e ramos foram desinfectadas pela seguinte sequência de imersão: etanol 70% por 60 

segundos; hipoclorito de sódio (NaOCl) a 3% (v/v) de cloro ativo por 3 minutos; novamente em 

etanol 70% por 60 segundos e duas lavagens em água esterilizada. Após processadas, as 

folhas/ramos foram cortadas em pequenos fragmentos de aproximadamente 50 mm2, com auxílio 

de um estilete sobre placa de Petri esterilizada. Foram transferidos 7 fragmentos vegetais para 

cada placa de Petri contendo meio de cultura BDA (Potato Dextrose Agar, Merk) acrescido dos 

antibióticos cloranfenicol (50 g.mL-1) e estreptomicina (50 g.mL-1), para impedir o 

crescimento de bactérias. Com a finalidade de avaliar a eficiência do processo de desinfecção, 

100 L da água utilizada na última lavagem foram semeadoas sobre meio BDA (Potato Dextrose 

Agar, Merk). As placas de isolamento foram incubadas a 28º C por 2 a 14 dias e acompanhadas 

periodicamente para avaliação do crescimento de fungos a partir dos fragmentos vegetais. Após 

o crescimento fúngico, as colônias foram contadas, agrupadas por características morfológicas e 

isolados representativos da diversidade fúngica foram coletados, purificados e estocados para 

análises posteriores. 

 

2.2.1.3 Purificação e estoque de fungos 

 

 A purificação das colônias estocadas foi realizada por meio de diluição em série e semeadura 

em meio de cultura sólido. Para isso, com o auxílio de alça metálica esterilizada foram coletados 

esporos e/ou micélios da colônia e transferidos para tubo de 2 mL contento 1 mL de solução de 

salina (8,5 g de NaCl em 1 L de água), após, o tubo foi intensamente agitado utilizando-se 

agitador (Vortex). Após a agitação, a suspensão foi diluída até 10-5 e 10-6 e 100 L dessas 

diluições foram semeadas em placas de Petri contendo meio BDA. As placas foram incubadas em 

estufa a 28º C para o crescimento e obtenção de colônias isoladas. As colônias isoladas foram 

armazenadas de acordo com o método Castellani (ARAÚJO et al., 2002), no qual os fungos 

foram crescidos em meio BDA sólido, e então foram coletados discos de meio de cultura com 

micélios e colocados em frascos de 10 mL contendo água esterilizada. Os frascos foram 

identificados e armazenados à temperatura ambiente. 
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2.2.1.4 Identificação molecular 

 

O DNA dos isolados fúngicos foi extraído de acordo com Raeder e Broda (1985). As 

regiões ITS1, 5,8S e ITS2 do rDNA foram amplificadas pela técnica de PCR em termociclador 

(Peltier Thermal Cycler 200, MJ Research), programado para realizar uma  desnaturação inicial a 

94º C por 5 minutos, seguido de 24 ciclos de 94º C por 30 s, 55º C por 30 s e 72º C por 30 s, após 

os ciclos, uma extensão final a 72º C por 7 minutos. Foram utilizados os primers ITS-1 (5'-

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS-4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'), os quais 

anelam em posições específicas do 18S e 28S do rDNA. A reação de amplificação foi realizada 

em um volume final de 50 L, contendo Tampão 1x (50 mM de KCl, 20 mM de Tris-HCl, pH 

8,4), 3,7 mM de MgCl2, 1 mM de dNTP, 0,05 U.L-1 de Taq DNA polimerase (Invitrogen),0,4 

M de cada primer e 3 ng de DNA. O fragmento amplificado foi observado por eletroforese em 

gel de agarose 1,4% a 3 V.cm-1, juntamente com o marcador de peso molecular DNA Ladder 100 

pb (Invitrogen). Após a eletroforese o gel foi corado em solução de brometo de etídio (1 mg.mL-

1) e fotodocumentado. Posteriormente, os fragmentos amplificados foram purificados com o Kit 

GFX PCR (Amersham Pharmacia Biotech) e enviados para o Instituto Biológico, São Paulo - SP, 

onde foram sequenciados pelo Dr. Ricardo Harakava.  

A classificação taxonômica dos isolados fúngicos foi realizada com base na sequência de 

nucleotídeos da região ITS1, 5,8S e ITS2 do rDNA. Inicialmente, as sequências de nucleotídeos 

foram analisadas comparativamente via BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) contra a 

base de dados do GenBank, que utiliza o método heurístico para encontrar o melhor score de 

alinhamentos locais entre a sequência submetida e o banco de dados. Com isso, foram 

consideradas as classificações equivalentes às das sequências de linhagens bem caracterizadas 

que apresentaram os valores mais altos de similaridade com as sequências submetidas. Em 

seguida, a classificação taxonômica foi confirmada pelo agrupamento em filogramas com 

sequências de gêneros e espécies conhecidas disponíveis no GenBank. Para o alinhamento, 

edição e construção da árvore foi utilizado o programa MEGA 4.0 (TAMURA et al., 2007). O 

agrupamento foi calculado de acordo com o método de Neighbor-Joining (NJ) para 1000 réplicas 

com base nas matrizes de distância genética calculadas pelo modelo de Jukes-Cantor e posterior 

comparação de sequências de nucleotídeos com as disponíveis no GenBank, por meio do 

programa BLASTn, e confirmação pelo agrupamento em filogramas.  
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2.2.1.5 Análise estatística 

 

A análise estatística dos dados de isolamento foi realizada utilizando-se os dados de 

frequência fúngica (Ff = número de colônias fúngicas/número de fragmentos do órgão vegetal). 

A análise de variância foi realizada com o auxílio do programa SAS - Copyright (c) 1989-1996 by 

SAS Institute Inc., Cary, NC, USA, considerando o delineamento experimental inteiramente 

casualizado em esquema fatorial. Os dados de Ff foram transformados usando a fórmula 

5,0x  antes da análise de variância para normalização dos dados. 

 

2.2.1.6 Análise de diversidade, riqueza e rarefação  

 

 A diversidade e a riqueza da comunidade fúngica de ramos e folhas das três espécies de 

plantas Rhizophora mangle, Avicennia nitida e Laguncularia racemosa, nas duas épocas de 

isolamento (verão e inverno) e nos dois locais amostrados (Bertioga e Cananéia) foram 

quantificadas por meio do cálculo dos índices de Shannon-Wienner (H’) e Chao1, 

respectivamente. Estes índices foram calculados utilizando o programa computacional DOTUR 

(SCHLOSS; HANDELSMAN, 2005), que também gerou os dados de rarefação, considerando 

diferentes níveis de similaridade entre as sequências de nucleotídeos da região ITS1-5.8S-ITS2 

do rDNA dos fungos avaliados. As matrizes de similaridade utilizadas no programa DOTUR 

foram geradas com o alinhamento das sequências de cada um dos grupos e posterior cálculo das 

matrizes aplicando as distâncias de Jukes-Cantor, no programa DNADist, no software Phylip 

(http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/dnadist-simple.html). O programa DOTUR calculou 

desta maneira a ocorrência dos diferentes filotipos nos diferentes grupos de sequências. Os níveis 

de similaridade para determinar os níveis taxonômicos nas análises foram: 100% (linhagens), 

99% (espécies) e 97-95% (gêneros). 
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2.2.2 Resultados e discussões  

 

2.2.2.1 Isolamento de fungos endofíticos dos manguezais de Bertioga e Cananéia  

 

Por meio do método de isolamento dependente de cultivo foi possível isolar 1200 e 1600 

fungos endofíticos em Bertioga no verão e no inverno, respectivamente. Já nos isolamentos de 

Cananéia no verão e no inverno foram observados 800 e 700 fungos endofíticos, respectivamente. 

A frequência destes fungos foi avaliada nas folhas e ramos de três espécies de plantas 

(Rhizophora mangle, Avicennia nitida e Laguncularia racemosa) presentes nos manguezais de 

Cananéia e Bertioga (local impactado e local não impactado). Os fungos endofíticos obtidos nos 

isolamentos realizados foram separados em 10 grupos morfológicos (Figura 2.1). O principal 

critério utilizado para a separação das colônias foi a coloração. Devido ao grande número de 

isolados e diversidade morfológica obtidos no isolamento, essa primeira classificação com base 

na morfologia facilitou a coleta dos dados, permitindo a organização dos dados durante a coleta 

de colônias fúngicas. 

A análise de variância (ANOVA) para os fatores de variação órgão vegetal (ramo e folha), 

espécie (Rhizophora mangle, Avicennia nitida e Laguncularia racemosa) e isolamento 

 (Cananéia-verão, Cananéia-inverno, Bertioga/local impactado-verão, Bertioga/local impactado-

inverno, Bertioga/local não impactado-verão, Bertioga/local não impactado-inverno), foi 

realizada a partir dos dados de frequência fúngica e os resultados estão listados na Tabela 2.1. Os 

resultados da ANOVA mostraram que todos os fatores de variação (órgão, espécie e isolamento) 

deram origem a mudanças significativas (P<0,05) nas frequências dos fungos associados às 

plantas dos manguezais de Cananéia e Bertioga (Tabela 2.1, Figura 2.2), indicando que os 

diferentes fatores considerados (órgão, espécie, local de isolamento e estação) apresentaram 

efeitos significativos sobre a quantidade de fungos endofíticos das plantas de maguezais do 

estado de São Paulo. As espécies das plantas influenciaram de forma significativa (P=0,0221) a 

frequência de fungos endofíticos (Tabela 2.1), sendo que em termos de quantidade de fungos 

endofíticos Laguncularia racemosa > Rhizophora mangle > Avicennia nitida (Figura 2.2a).  
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Figura 2.1 – Grupos morfológicos obtidos no isolamento de fungos endofíticos de ramos e folhas das espécies 

Rhizophora mangle, Avicennia nitida e Laguncularia racemosa dos manguezais de a) Bertioga-verão;  
b) Bertioga-inverno, c) Cananéia-verão, e d) Cananéia-inverno. Os fungos foram cultivados em meio 
BDA 
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Tabela 2.1 - ANOVA para os fatores órgão (folha e ramo), isolamento (Cananéia-verão, Cananéia-inverno, 
Bertioga/local impactado-verão, Bertioga/local impactado-inverno, Bertioga/local não impactado-
verão, Bertioga/local não impactado-inverno) e espécie (Rhizophora mangle, Avicennia nitida e 
Laguncularia racemosa) 

Fator de variação (FV) GL SQ QM F P > F 
Repetição 4 0,01377453 0,00688726 0,200 0,8183 ns 
Espécie 2 0,26402151 0,13201075 3,850 0,0221* 
Órgão 1 6,14733275 6,14733275 179,0 <,0001** 
Isolamento 5 6,12251279 1,22450256 35,67 <,0001** 
Interação (Espécie X órgão) 2 0,22886761 0,11443380 3,330 0,0365* 
Interação (Espécie X isolamento) 9 2,19590832 0,24398981 7,110 <,0001** 
Interação (Órgão X isolamento) 5 0,64367155 0,12873431 3,750 0,0024** 
Interação (Espécie X órgão X isolamento) 9 1,22701225 0,13633469 3,970 <,0001** 
Coeficiente de variação (CV) = 14,81 

ns - indica que não existe diferença significativa entre os valores de F encontrados e os valores da tabela F (PEARSON; 
HARTLEY, 1966).  
* - indica que existe diferença significativa ao nível de 5% de probabilidade. 
** - indica que existe diferença significativa ao nível de 1% de probabilidade 
 
 

 As plantas de manguezais podem sintetizar e acumular solutos para regular e manter o 

balanço osmótico (POPP et al., 1993; WERNER; STELZER, 1990). A espécie vegetal 

Laguncularia racemosa acumula manitol e prolina para regular a concentração de sal interna 

(KATHIRESAN; BINGHAM, 2001; POLANIA, 1990).  Estudos indicam que o manitol e prolina 

favorecem o crescimento de fungos em meio de cultivo servindo como uma fonte adicional de 

energia (COUTINHO, 2000; MACHADO et al., 2007). Portanto, esses solutos que atuam no 

controle osmótico da planta poderiam estar também favorecendo o crescimento e 

desenvolvimento de fungos endofíticos na espécie Laguncularia racemosa a qual apresentou a 

maior frequência fúngica descrita nesse trabalho. Características químicas das espécies de plantas 

de manguezais também podem estar relacionadas com a resistência à insetos herbívoros 

(KATHIRESAN; BINGHAM, 2001; CHOONG et al., 1992; KATHIRESAN, 2003). No estudo 

de Gara et al., 1990 a espécie Laguncularia racemosa apresentou maior nível de resistência ao 

ataque do inseto Oiketicus kirbyi em relação as espécies Avicennia germinas e Conocarpus 

erectus. A produção de taninos pela planta Laguncularia racemosa pode estar associado à 

proteção química ao ataque de insetos, favorecendo dessa forma o crescimento e 

desenvolvimento dessa espécie vegetal (KATHIRESAN; BINGHAM, 2001).  

A ANOVA revelou a presença de interação (P=0,0365) entre os fatores espécie e órgão, 

ou seja, o efeito das diferentes espécies de mangue sobre a frequência de fungos endofíticos 

depende do órgão vegetal avaliado, e vice-versa. Ao comparar as frequências fúngicas entre 

folhas e ramos das três espécies de plantas, foi observado que houve diferença significativa 
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(P<0,001) entre a ocorrência de fungos (Figura 2.2 b), o que sugere que os ramos possuem um 

maior número de fungos endofíticos, e portanto, devem constituir um local mais favorável para 

desenvolvimento desses microrganismos. Isso indica que a colonização dos fungos endofíticos 

varia de acordo com o órgão vegetal. Esse padrão de colonização de microrganismos endofíticos 

ao longo da planta também foi observado nos estudos com bactérias endofíticas de cana-de-

açucar e soja, sendo que as partes inferiores das plantas apresentavam maior frequência de 

endófitos (MENDES et al., 2007; KUKLINSKY-SOBRAL, et al., 2004). Além disso, a ANOVA 

revelou que as espécies Rhizophora mangle e Laguncularia racemosa apresentaram diferença 

signficativa na frequência de fungos endofíticos quando foram comparados os dois locais 

(impactado e não impactado) (Figura 2.2c, Tabela 2.1). Uma vez que a maior frequência fúngica 

foi encontrada no local impactado pode-se sugerir que nas espécies Rhizophora mangle e 

Laguncularia racemosa a comunidade fúngica endofítica deve estar levando mais tempo para 

recuperar o seu equilíbrio natural o que já deve estar ocorrendo com comunidade fúngica de 

Avicennia nitida. É provável que a comunidade fúngica que coloniza endofiticamente as 

diferentes espécies de plantas não seja a mesma devido às diferenças na interação fungo-planta, 

isso pode estar relacionado com esta diferença estatística observada. No estudo de Hyde (2004) 

foi observada a diminuição da frequência fúngica do manguezal poluído com petróleo quando 

comparado ao manguezal sadio. O efeito da toxicidade proveniente do derramamento de petróleo 

em manguezais pode ser diferente entre as espécies de plantas atingidas. No estudo de Lamparelli 

et al. (1997) o derramento de petróleo na região costeira do estado de São Paulo causou 25,9% de 

desfoliação em Rhizophora mangle, 43,4% e 64,5% de defoliação em  Laguncularia racemosa e 

Avicennia schaueriana respectivamente. A mortalidade diferencial das espécies de plantas pode 

levar a mudanças na estrutura da comunidade biológica dos manguezais atingidos 

(KATHIRESAN; BINGHAM, 2001). 
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a)                                                                b)  

 

c)                                                                     d) 

 

 

e)                                                                           f)  

 
 

Figura 2.2 - Frequência de isolamento de fungos endofíticos das espécies de plantas (a) A: Rhizophora mangle B: 
Laguncularia racemosa e C: Avicennia nitida de acordo com os seguintes tratamentos: (b) ramo e folha, 
(c) Bertioga impactado e não impactado, (d) Bertioga verão e inverno, (e) Cananéia verão e inverno e (f) 
local não impactado de Bertioga e Cananéia. Letras iguais não representam diferença significativa a 5% 
de probabilidade no teste de comparação de médias de Tukey  
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Os resultados da ANOVA mostraram diferença estatisticamente significativa (P<0,001) 

entre a frequência de fungos endofíticos de ramos e folhas das espécies Rhizophora mangle e 

Avicennia nitida encontradas em Bertioga no inverno e no verão, indicando que estas espécies de 

plantas foram mais colonizadas por fungos endofíticos no inverno (Figura 2.2d, Tabela 2.1). De 

acordo com dados do Cepagri (Centro de Pesquisas Meteorológicas e Climáticas aplicadas a 

agricultura – http://www.cpa.unicamp.br) o inverno em Bertioga no ano da coleta (2007) foi 

chuvoso, apresentando índice pluviométrico médio de 427,25 mm e temperatura média de 24,3º 

C. Essa umidade pode ter contribuído para a maior colonização de fungos endofíticos nestas 

espécies vegetais durante o inverno em Bertioga. Diferentemente, os dados de isolamento a partir 

de folhas e ramos de plantas coletadas em Cananéia mostraram que a frequência de fungos 

endofiticos das espécies Laguncularia racemosa e Avicennia nitida foi estatisticamente maior no 

verão (Figura 2.2e, Tabela 2.1). De acordo com dados do Cepagri o verão em Cananéia em 2007 

foi mais chuvoso e quente que o inverno, apresentando índice pluviométrico médio de 212,7 mm 

e temperatura média de 23,9º C. Os fatores climáticos (umidade e temperatura) podem ter 

favorecido a maior colonização de fungos endofíticos nas espécies Laguncularia racemosa e 

Avicennia nitida durante o verão em Cananéia. Estudos sobre fungos endofíticos de manguezais 

mostram que a plantas são mais colonizadas durante os meses mais úmidos (KUMARESAN; 

SURYANARAYANAN, 2001; SARMA; HYDE; VITTAL, 2001; SURYANARAYANAN; 

KUMARESAN; JOHNSON, 1998; SURYANARAYANAN; MURALI; VENKATESAN, 2002). 

Dessa forma,  a umidade deve ser um fator importante para o crescimento e desenvolvimento 

fúngico. Além disso, não foi observada diferença estatística entre a frequência total de fungos 

endofíticos das três espécies de plantas localizadas em Cananéia e o local não impactado de 

Bertioga (Figura 2.2f). Este resultado pode ser explicado pelo fato de os dois ambientes 

apresentarem menor efeito antropogênico, portanto é necessária a preservação das florestas de 

manguezais, desta maneira será preservada também a comunidade de fungos endofíticos que 

podem fornecer novos compostos biologicamente ativos com inúmeras funções como 

antibióticos, enzimas, etc.  

A ANOVA revelou a presença de interação (P<0,001) entre os fatores espécie e 

isolamento, ou seja, o efeito das diferentes espécies vegetais sobre a frequência de fungos 

endofíticos depende do local de isolamento e estação do ano, e vice-versa. Além disso, também 

foi constatada a interação entre órgão e isolamento (P=0,0024) indicando que a frequência de 

http://www.cpa.unicamp.br/�
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fungos nos diferentes órgãos (ramo e folha) depende do local de isolamento. Houve também a 

interação entre os três fatores, órgão, espécie e isolamento (P<0,001) mostrando que o efeito dos 

diferentes órgãos sobre a frequência de fungos endofíticos depende da espécie e do local de 

coleta avaliados.   

 

2.2.2.2 Comunidade fúngica endofítica associada aos manguezais 

 

2.2.2.2.1 Classificação taxonômica dos isolados fúngicos 

 

 Foram selecionados 344 fungos endofíticos com base na classificação morfológica 

abrangendo amostras representativas da diversidade de cada tratamento. Estes endófitos foram 

identificados por meio da comparação das suas sequências de nucleotídeos da região ITS1-5,8S-

ITS2 com sequências conhecidas do banco de dados GenBank (NCBI). Considerando-se os 

maiores valores de similaridade, e posterior confirmação pelo agrupamento em filogramas 

(Figuras 2.3 a 2.12), foi possível determinar a classificação taxonômica dos fungos avaliados. 

Entretanto, alguns isolados não apresentaram alta similaridade com nenhuma sequência do banco 

de dados, indicando que pode se tratar de uma nova espécie ou que o banco de dados para a 

região ITS encontra-se incompleto. 

De acordo com os resultados, 25,59% dos isolados fúngicos foram identificados em nível 

de gênero, 61,04% foram identificados em nível de espécie e 13,37% não foram identificados em 

nível de gênero, sendo que o nível taxonômico mais próximo (filo, classe, ordem ou família) está 

listado na tabela 2.5. Nas condições avaliadas, a comunidade fúngica associada às plantas de 

manguezais é composta por pelo menos 35 gêneros diferentes e de alguns fungos não 

identificados (Tabelas 2.2, 2.3, 2.4, 2.5). Dentre os fungos identificados, o filo mais abundante 

isolado de plantas de manguezais foi o Ascomicota (99,42%), sendo identificados fungos 

pertencentes as classes Eurotiomicetos,  Sordariomicetos, Dothideomicetos e Sacaromicetos. O 

filo Basidiomicota representou apenas 0,58% da população avaliada. Estudos relatam que a 

comunidade fúngica associada às plantas é composta predominantemente pelo filo Ascomicota 

(GOMES et al., 2003; SRIDHAR; WANG; GUO; HYDE, 2005; ZIJLSTRA et al., 2005). Além 

disso, há baixa frequência de fungos do filo Basidiomicota isolados mediante o cultivo de 

fragmentos vegetais em meio de cultura (CROZIER et al., 2006). É importante ressaltar que o 
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acesso à diversidade genética de fungos mediante técnica de isolamento está limitada aos fungos 

cultivados e às condições avaliadas.  Provavelmente, somente uma parte da diversidade pode ser 

acessada com a metodologia de isolamento dependente de cultivo, entretanto, o método utilizado 

nesse trabalho fornece informações importantes sobre frequência e composição da comunidade 

fúngica cultivável associada aos manguezais. Dessa forma, tem sido relatada na literatura a 

diferença entre as comunidades fúngicas obtidas por meio de métodos dependente e independente 

de cultivo (STUART et al., 2010; ZUCCARO; SCHULZ; MITCHELL, 2003).   

Os gêneros mais frequentes nesse trabalho foram Diaphorte, Fusarium, Trichoderma, 

Colletotrichum e Xylaria. Vinte gêneros (Arthothelium, Chrysoporthe, Coniothyrium, 

Coprinellus, Curvularia, Epicoccum, Eutypa, Gelasinospora, Lasiodiplodia, Massarina, 

Neosartorya, Neurospora, Nigrospora, Periconia, Phaeoramularia, Phaeoseptoria, 

Phanerochaete, Pseudallescheria, Scolecobasidium, e Valsa) foram representados por apenas um 

isolado. Esses dados indicam que a comunidade fúngica avaliada é composta por poucos gêneros 

com muitos representantes e muitos gêneros com poucos representantes. Estudos prévios 

mostram também essa distribuição dos fungos que compõem a comunidade endofítica de 

manguezais (ANANDA; SRIDHAR, 2002; SARMA; HYDE; VITTAL, 2001; 

SURYANARAYANAN; KUMARESAN; JOHNSON, 1998; SURYANARAYANAN; 

MURALI; VENKATESAN, 2002; SURYANARAYANAN; KUMARESAN, 2000). O grupo de 

fungos não identificados foi representado por 46 isolados (13,37%) pertencentes ao filo 

Ascomicota, sendo que, 15 apresentaram similaridades com representantes da ordem 

Diaporthales, 6 apresentaram similaridades com membros da ordem Hipocreales, 8 apresentaram 

similaridades com membros da ordem Xilariales, 2 apresentaram similaridades com membros da 

ordem Botryosphaeriales, 2 apresentaram similaridades com membros da ordem Pleosporales, 1 

apresentou similaridade com membros da ordem Trichosphaeriales, 2 apresentaram similaridade 

com membros da ordem  Pyrenulales,  9 apresentaram similaridades com membros da família 

Glomerellaceae, 1 apresentou similaridade com membros da classe Dothideomicetos. Os gêneros 

que compõem a comunidade fúngica endofítica de plantas de manguezais encontram-se listados 

nas Tabelas 2.2, 2.3 e 2.4. 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=451869&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=92860&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=152647&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=681950&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=147541&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
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Tabela 2.2 – Classificação taxonômica de 171 fungos endofíticos e distribuição de acordo com estação do ano 
(verão e  inverno), espécies de plantas (A: Rhizophora mangle, B: Laguncularia racemosa e C: 
Avicennia nitida) e órgãos (F: folha e R: ramo) em Cananéia 

Fungos endofíticos de Cananéia 
no verão 

Fungos endofíticos de Cananéia 
no inverno 

A B C A B C 
Gênero 

R F R F R F 
Total 

R F R F R F 
Total 

Total
geral 

 
% 

Alternaria 0 0 1 0 0 0 2 0 0 0 1 0 0 1 2 1,17 
Arthothelium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Aspergillus 0 0 0 1 2 1 4 0 2 0 0 0 1 3 7 4,09 

Botryosphaeria 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Chrysoporthe 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Colletotrichum 3 1 0 2 9 0 15 1 8 0 2 2 7 21 35 21,05 
Coniothyrium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Coprinellus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Curvularia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0,59 

Cylindrocladium 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0,59 
Cytospora 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 2 2 1,17 
Endothia 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 2 2 1,17 

Epicoccum 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0,59 
Eutypa 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0,59 

Fusarium 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0,59 
Gelasinospora 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Guignardia 4 0 0 1 0 0 5 0 0 0 3 0 1 4 9 5,26 
Lasiodiplodia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Massarina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0,59 
Neofusicoccum 0 0 2 0 0 0 2 0 1 0 0 1 0 2 4 2,34 

Neosartorya 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Neurospora 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Nigrospora 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0,59 
Penicillium 1 0 2 0 0 0 3 0 0 0 0 0 1 1 4 2,34 
Periconia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0,59 

Pestalotiopsis 0 0 0 3 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 3 1,75 
Phaeoramularia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0,59 
Phaeoseptoria 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Phanerochaete 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0,59 

Phomopsis 3 0 5 5 7 2 22 1 0 1 1 2 3 8 30 17,54 
Pichia 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 3 3 1,75 

Pseudallescheria 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0,59 
Scolecobasidium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0,59 

Trichoderma 6 0 1 0 0 0 7 2 1 3 1 1 3 11 18 10,53 
Xylaria 3 0 0 0 2 2 7 0 1 1 0 0 0 2 9 5,26 

Não identificado 0 6 2 1 2 1 12 0 4 1 3 10 0 18 30 17,54 
Fungos que foram identificados nas fases sexual e assexual foram agrupados sendo que o gênero indicado foi o da fase assexual; 
Não identificado – grupo de endófitos que não apresentaram similaridade com as sequências depositadas no banco de dados do 
GenBank 
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Tabela 2.3 – Classificação taxonômica de 88 fungos endofíticos e distribuição de acordo com local de estação (verão e   
inverno), espécies de plantas (A: Rhizophora mangle, B: Laguncularia racemosa e C: Avicennia nitida) e 
órgãos (F: folha e R: ramo) no local impactado de Bertioga 

Fungos endofíticos do local 
impactado de Bertioga no verão 

Fungos endofíticos do local 
impactado de Bertioga no inverno 

      A       B       C A B C 
Gênero 

R F R F R F 
Total 

R F R F R F 
Total 

Total
geral 

 
% 

Alternaria 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Arthothelium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Aspergillus 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 2 2 2,27 
Botryosphaeria 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Chrysoporthe 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1,14 
Colletotrichum 0 1 0 1 2 2 6 0 2 0 1 2 4 9 15 17,05 
Coniothyrium 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 2 2 2,27 
Coprinellus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Curvularia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Cylindrocladium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 2 2 2,27 
Cytospora 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1,14 
Endothia 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 2 2 2,27 
Epicoccum 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Eutypa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Fusarium 2 4 2 5 1 1 15 1 0 1 0 2 0 4 19 21,59 
Gelasinospora 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Guignardia 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 2 2 2,27 
Lasiodiplodia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1,14 
Massarina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Neofusicoccum 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 3 3 3,41 
Neosartorya 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Neurospora 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Nigrospora 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Penicillium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Periconia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Pestalotiopsis 1 0 2 0 0 0 3 0 0 0 1 0 0 1 4 4,55 
Phaeoramularia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Phaeoseptoria 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1,14 
Phanerochaete 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Phomopsis 1 2 1 0 2 1 7 2 1 2 1 2 1 9 16 18,18 
Pichia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Pseudallescheria 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Scolecobasidium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Trichoderma 0 0 1 0 1 0 2 0 1 0 0 0 0 1 3 3,41 
Xylaria 0 2 0 0 2 1 5 0 1 0 0 0 0 1 6 6,82 
Não identificado 1 1 0 1 0 1 4 1 0 0 2 0 1 4 8 9,09 
1 Fungos que foram identificados nas fases sexual e assexual foram agrupados sendo que o gênero indicado foi o da fase assexual; 
2 Não identificado – grupo de endófitos que não apresentaram similaridade com as sequências depositadas no banco de dados do 
GenBank 
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Tabela 2.4 – Classificação taxonômica de  85 fungos endofíticos e distribuição de acordo com local de estação (verão 
e  inverno), espécies de plantas (A: Rhizophora mangle, B: Laguncularia racemosa e C: Avicennia 
nitida) e órgãos (F: folha e R: ramo) no local não impactado de Bertioga 

Fungos endofíticos do local não 
impactado de Bertioga no verão 

Fungos endofíticos do local não 
impactado de Bertioga no inverno 

A B C A B C 
Gênero 

R F R F R F 
Total 

R F R F R F 
Total 

Total
geral 

 
% 

Alternaria 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1,18 
Arthothelium 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1,18 
Aspergillus 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 1 0 3 3 3,53 

Botryosphaeria 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 2 2,35 
Chrysoporthe 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Colletotrichum 0 1 0 0 1 1 3 0 0 2 0 1 0 3 6 7,06 
Coniothyrium 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1,18 
Coprinellus 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1,18 
Curvularia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Cylindrocladium 0 0 1 1 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 2 2,35 
Cytospora 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1,18 
Endothia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Epicoccum 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Eutypa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Fusarium 1 2 0 5 0 1 9 1 1 0 5 1 0 8 17 20 
Gelasinospora 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1,18 

Guignardia 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1,18 
Lasiodiplodia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Massarina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Neofusicoccum 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1,18 

Neosartorya 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1,18 
Neurospora 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1,18 
Nigrospora 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Penicillium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 2 2 2,35 
Periconia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Pestalotiopsis 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1,18 
Phaeoramularia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Phaeoseptoria 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Phanerochaete 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Phomopsis 3 2 4 3 3 0 15 3 2 1 2 0 1 9 24 28,24 
Pichia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Pseudallescheria 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Scolecobasidium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Trichoderma 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 4 5 5,88 
Xylaria 0 0 0 0 1 2 3 1 0 0 0 0 0 1 4 4,71 

Não identificado 1 2 2 0 0 0 5 1 0 1 1 0 1 4 9 10,59 
1 Fungos que foram identificados nas fases sexual e assexual foram agrupados sendo que o gênero indicado foi o da fase assexual; 
2 Não identificado – grupo de endófitos que não apresentaram similaridade com as sequências depositadas no banco de dados do 
GenBank 
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Tabela 2.5 - Identificação taxonômica dos 344 isolados fúngicos por meio do sequenciamento da região ITS1-5,8S 
ITS2 do rDNA, análise via BLASTn e agrupamento em filograma 

Isolado Endófito 1 
Identificação taxonômica 

considerada 2 
Filo Classe 

59 (4) Ramo/L Alternaria alternata Ascomicota Dothideomicetos 
12.2 (2) Folha/L Alternaria alternata Ascomicota Dothideomicetos 
25.1(3) Folha/L Alternaria solani Ascomicota Dothideomicetos 
101(3) Folha/R Arthothelium spectabile Ascomicota Arthoniomycetes 
8(4) Ramo/A Aspergillus niger Ascomicota Eurotiomicetos 
9(4) Ramo/A Aspergillus awamori Ascomicota Eurotiomicetos 

22(3) Folha/R Aspergillus awamori Ascomicota Eurotiomicetos 
50(3) Folha/A Aspergillus sp. Ascomicota Eurotiomicetos 
55(3) Folha/R Aspergillus sp. Ascomicota Eurotiomicetos 
56(3) Folha/R Aspergillus niger Ascomicota Eurotiomicetos 
82(4) Folha/L Aspergillus awamori Ascomicota Eurotiomicetos 
108(4) Folha/A Aspergillus awamori Ascomicota Eurotiomicetos 
14.5(2) Folha/A Aspergillus oryzae Ascomicota Eurotiomicetos 
17.5(3) Ramo/A Aspergillus awamori Ascomicota Eurotiomicetos 
30.2(2) Folha/R Aspergillus awamori Ascomicota Eurotiomicetos 
30.3(2) Folha/R Aspergillus awamori Ascomicota Eurotiomicetos 
41(3) Ramo/R Botryosphaeria rhodina Ascomicota Dothideomycetos 
3.2(1) Ramo/L Botryosphaeria rhodina Ascomicota Dothideomycetos 
28(3) Folha/A Chrysoporthe cubensis Ascomicota Sordariomicetos 
2(4) Ramo/A Colletotrichum gloeosporioides Ascomicota Sordariomicetos 
5(4) Ramo/A Colletotrichum sp. Ascomicota Sordariomicetos 
7(4) Ramo/A Colletotrichum boninense Ascomicota Sordariomicetos 

12(4) Ramo/A Colletotrichum boninense Ascomicota Sordariomicetos 
13(4) Ramo/A Colletotrichum fragariae Ascomicota Sordariomicetos 

14.4(2) Folha/L Colletotrichum boninense Ascomicota Sordariomicetos 
16(3) Folha/L Colletotrichum boninense Ascomicota Sordariomicetos 
21(4) Ramo/R Colletotrichum fragariae Ascomicota Sordariomicetos 
23(3) Folha/A Colletotrichum boninense Ascomicota Sordariomicetos 
24(3) Folha/A Colletotrichum fragariae Ascomicota Sordariomicetos 
27(4) Ramo/R Colletotrichum fragariae Ascomicota Sordariomicetos 
31(3) Ramo/A Colletotrichum boninense Ascomicota Sordariomicetos 
39(3) Folha/R Colletotrichum gloeosporioides Ascomicota Sordariomicetos 
66(3) Ramo/L Colletotrichum boninense Ascomicota Sordariomicetos 
71(4) Folha/L Colletotrichum fragariae Ascomicota Sordariomicetos 
87(4) Ramo/A Colletotrichum sp. Ascomicota Sordariomicetos 
91(3) Ramo/A Colletotrichum fragariae Ascomicota Sordariomicetos 
96(3) Ramo/A Colletotrichum boninense Ascomicota Sordariomicetos 
100(2) Folha/R Colletotrichum fragariae Ascomicota Sordariomicetos 
107(4) Folha/R Colletotrichum fragariae Ascomicota Sordariomicetos 

10.21(2) Folha/A Colletotrichum sp. Ascomicota Sordariomicetos 
10.23(2) Folha/A Colletotrichum boninense Ascomicota Sordariomicetos 
10.25(2) Folha/A Colletotrichum boninense Ascomicota Sordariomicetos 
10.26(2) Folha/A Colletotrichum boninense Ascomicota Sordariomicetos 
15.10(2) Folha/R Colletotrichum boninense Ascomicota Sordariomicetos 
15.16(2) Folha/R Colletotrichum fragariae Ascomicota Sordariomicetos 
15.19(2) Folha/R Colletotrichum fragariae Ascomicota Sordariomicetos 
15.20(2) Folha/R Colletotrichum fragariae Ascomicota Sordariomicetos 
15.25(2) Folha/A Colletotrichum sp. Ascomicota Sordariomicetos 
2.1(1) Ramo/A Colletotrichum boninense Ascomicota Sordariomicetos 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=147539&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=147541&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=147541&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
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Tabela 2.5 - Identificação taxonômica dos 344 isolados fúngicos por meio do sequenciamento da região 

ITS1-5,8S ITS2 do rDNA, análise via BLASTn e agrupamento em filograma 
 

Isolado Endófito 1 
Identificação taxonômica 

considerada 2 
Filo Classe 

20.1(2) Ramo/A Colletotrichum boninense Ascomicota Sordariomicetos 
22.2(3) Folha/A Colletotrichum boninense Ascomicota Sordariomicetos 
3.14(2) Ramo/A Colletotrichum boninense Ascomicota Sordariomicetos 
3.45(2) Folha/R Colletotrichum boninense Ascomicota Sordariomicetos 
3.5(2) Folha/R Colletotrichum boninense Ascomicota Sordariomicetos 
3.8(2) Ramo/A Colletotrichum boninense Ascomicota Sordariomicetos 
33.4(1) Ramo/A Colletotrichum sp. Ascomicota Sordariomicetos 
66.2(1) Ramo/A Colletotrichum gloeosporioides Ascomicota Sordariomicetos 
7.2(1) Folha/L Colletotrichum sp. Ascomicota Sordariomicetos 
7a(2) Folha/R Colletotrichum boninense Ascomicota Sordariomicetos 
26(3) Folha/A Coniothyrium minitans Ascomicota Dothideomicetos 
81(3) Ramo/R Coprinellus radians Basidiomicota Agaricomicetos 

3.20(2) Ramo/A Curvularia affinis Ascomicota Dothideomicetos 
4(3) Ramo/L Cylindrocladium spathulatum Ascomicota Sordariomicetos 
5(3) Ramo/L Cylindrocladium spathulatum Ascomicota Sordariomicetos 

83(4) Folha/L Cylindrocladium spathulatum Ascomicota Sordariomicetos 
21.4(1) Folha/L Cylindrocladium spathulatum Ascomicota Sordariomicetos 
3.3(1) Ramo/L Cylindrocladium spathulatum Ascomicota Sordariomicetos 
12.1(2) Ramo/R Cytospora rhizophorae Ascomicota Sordariomicetos 
2.3(3) Ramo/A Cytospora rhizophorae Ascomicota Sordariomicetos 
59.4(1) Ramo/R Cytospora rhizophorae Ascomicota Sordariomicetos 

6(4) Ramo/A Diaporthe sp. Ascomicota Sordariomicetos 
9(3) Ramo/L Diaporthe sp. Ascomicota Sordariomicetos 

10(3) Ramo/L Diaporthe stewartii Ascomicota Sordariomicetos 
30(3) Folha/A Diaporthe sp. Ascomicota Sordariomicetos 
36(3) Folha/R Diaporthe phaseolorum Ascomicota Sordariomicetos 
37(4) Ramo/R Diaporthe sp. Ascomicota Sordariomicetos 
44(3) Folha/R Diaporthe sp. Ascomicota Sordariomicetos 
48(3) Ramo/R Diaporthe sp. Ascomicota Sordariomicetos 
52(4) Ramo/R Diaporthe phaseolorum Ascomicota Sordariomicetos 
54(4) Ramo/L Diaporthe sp. Ascomicota Sordariomicetos 
57(4) Ramo/L Diaporthe sp. Ascomicota Sordariomicetos 
60(3) Folha/L Diaporthe sp. Ascomicota Sordariomicetos 
2(3) Ramo/L Diaporthe sp. Ascomicota Sordariomicetos 

79(3) Folha/R Diaporthe sp. Ascomicota Sordariomicetos 
94(4) Ramo/A Diaporthe sp. Ascomicota Sordariomicetos 
97(4) Folha/A Diaporthe phaseolorum Ascomicota Sordariomicetos 
98(3) Ramo/A Diaporthe phaseolorum Ascomicota Sordariomicetos 
1.2(1) Folha/R Diaporthe sp. Ascomicota Sordariomicetos 
1.4(2) Ramo/R Diaporthe sp. Ascomicota Sordariomicetos 
12.2(1) Ramo/L Diaporthe stewartii Ascomicota Sordariomicetos 
2.2(1) Ramo/A Diaporthe phaseolorum Ascomicota Sordariomicetos 
2.5(2) Ramo/L Diaporthe sp. Ascomicota Sordariomicetos 
3.10(2) Ramo/A Diaporthe sp. Ascomicota Sordariomicetos 
39.1(1) Ramo/R Diaporthe phaseolorum Ascomicota Sordariomicetos 
39.4(1) Ramo/R Diaporthe stewartii Ascomicota Sordariomicetos 
41.1(1) Folha/L Diaporthe phaseolorum Ascomicota Sordariomicetos 
5.1(1) Ramo/L Diaporthe sp. Ascomicota Sordariomicetos 
51.5(1) Folha/R Diaporthe phaseolorum Ascomicota Sordariomicetos 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=155619&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
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Tabela 2.5 - Identificação taxonômica dos 344 isolados fúngicos por meio do sequenciamento da região 
ITS1-5,8S ITS2 do rDNA, análise via BLASTn e agrupamento em filograma 

 

Isolado Endófito 1 
Identificação taxonômica 

considerada 2 
Filo Classe 

66.5(1) Ramo/A Diaporthe sp. Ascomicota Sordariomicetos 
67.1(1) Ramo/A Diaporthe sp. Ascomicota Sordariomicetos 
69.1(4) Folha/L Diaporthe neotheicola Ascomicota Sordariomicetos 
79.2(1) Ramo/R Diaporthe sp. Ascomicota Sordariomicetos 
97.4(1) Folha/L Diaporthe stewartii Ascomicota Sordariomicetos 

1(3) Ramo/L Endothia viridistroma Ascomicota Sordariomicetos 
46(3) Ramo/R Endothia viridistroma Ascomicota Sordariomicetos 

13.9(2) Ramo/R Endothia viridistroma Ascomicota Sordariomicetos 
30.1(2) Folha/R Endothia gyrosa Ascomicota Sordariomicetos 
40(4) Ramo/R Epicoccum nigrum Ascomicota Dothideomicetos 
76(4) Folha/L Eutypa lata Ascomicota Sordariomicetos 
3(3) Ramo/L Fusarium sambucinum Ascomicota Sordariomicetos 

42(3) Ramo/R Fusarium sp. Ascomicota Sordariomicetos 
74(3) Folha/L Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
75(3) Folha/L Fusarium chlamydosporum Ascomicota Sordariomicetos 
78(3) Ramo/R Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
90(3) Ramo/A Fusarium camptoceras Ascomicota Sordariomicetos 

12.3(3) Folha/L Fusarium sp. Ascomicota Sordariomicetos 
14.1(1) Ramo/R Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
16.1(1) Ramo/R Fusarium sp. Ascomicota Sordariomicetos 
21.2(1) Folha/L Fusarium sp. Ascomicota Sordariomicetos 
21.3(1) Folha/L Fusarium sp. Ascomicota Sordariomicetos 
21.5(1) Folha/L Fusarium sp. Ascomicota Sordariomicetos 
21.6(1) Folha/L Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
34.3(1) Ramo/A Fusarium sp. Ascomicota Sordariomicetos 
48.5(1) Folha/A Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
58.2(1) Folha/L Fusarium sp. Ascomicota Sordariomicetos 
63.1(1) Ramo/L Fusarium sp. Ascomicota Sordariomicetos 
65.3(1) Ramo/L Fusarium sp. Ascomicota Sordariomicetos 
68.1(1) Folha/A Fusarium lateritium Ascomicota Sordariomicetos 
86.3(1) Folha/R Fusarium sp. Ascomicota Sordariomicetos 
20.1(1) Ramo/L Gelasinospora tetrasperma Ascomicota Sordariomicetos 
68(3) Folha/L Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
69(4) Ramo/L Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
82(3) Ramo/R Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
88(3) Ramo/A Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
92(3) Ramo/A Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
99(3) Folha/L Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
1.1(1) Folha/R Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
21.1(1) Folha/L Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
24.1(1) Folha/L Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
50.1(1) Folha/R Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
51.3(1) Folha/R Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
55.1(1) Folha/L Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
7.4(1) Folha/R Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
8.1(1) Folha/R Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
89.1(1) Folha/L Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
9.3(1) Ramo/R Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
90.1(1) Folha/L Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 

3(4) Ramo/A 
Glomerella lagenaria 

 
Ascomicota Sordariomicetos 
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Tabela 2.5 - Identificação taxonômica dos 344 isolados fúngicos por meio do sequenciamento da região 
ITS1-5,8S ITS2 do rDNA, análise via BLASTn e agrupamento em filograma 

 

Isolado Endófito 1 
Identificação taxonômica 

considerada 2 
Filo Classe 

14(4) Ramo/A Glomerella lagenaria Ascomicota Sordariomicetos 
15(4) Ramo/A Glomerella cingulata Ascomicota Sordariomicetos 
27(3) Folha/A Glomerella acutata Ascomicota Sordariomicetos 
38(3) Folha/R Glomerella cingulata Ascomicota Sordariomicetos 
67(3) Ramo/L Glomerella acutata Ascomicota Sordariomicetos 
67(4) Folha/L Glomerella cingulata Ascomicota Sordariomicetos 
1.1(2) Ramo/R Glomerella acutata Ascomicota Sordariomicetos 

12.11(2) Folha/A Glomerella cingulata Ascomicota Sordariomicetos 
68(3) Folha/L Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
69(4) Ramo/L Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
82(3) Ramo/R Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
88(3) Ramo/A Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
92(3) Ramo/A Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
99(3) Folha/L Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
1.1(1) Folha/R Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
21.1(1) Folha/L Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
24.1(1) Folha/L Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
50.1(1) Folha/R Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
51.3(1) Folha/R Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
55.1(1) Folha/L Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
7.4(1) Folha/R Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
8.1(1) Folha/R Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
89.1(1) Folha/L Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
9.3(1) Ramo/R Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 
90.1(1) Folha/L Gibberella moniliformis Ascomicota Sordariomicetos 

3(4) Ramo/A Glomerella lagenaria Ascomicota Sordariomicetos 
14(4) Ramo/A Glomerella lagenaria Ascomicota Sordariomicetos 
15(4) Ramo/A Glomerella cingulata Ascomicota Sordariomicetos 
27(3) Folha/A Glomerella acutata Ascomicota Sordariomicetos 
38(3) Folha/R Glomerella cingulata Ascomicota Sordariomicetos 
67(3) Ramo/L Glomerella acutata Ascomicota Sordariomicetos 
67(4) Folha/L Glomerella cingulata Ascomicota Sordariomicetos 
1.1(2) Ramo/R Glomerella acutata Ascomicota Sordariomicetos 

12.11(2) Folha/A Glomerella cingulata Ascomicota Sordariomicetos 
12.17(2) Folha/L Glomerella cingulata Ascomicota Sordariomicetos 
48.2(1) Folha/A Glomerella lagenaria Ascomicota Sordariomicetos 
49.3(1) Folha/R Glomerella cingulata Ascomicota Sordariomicetos 
67.8(1) Folha/A Glomerella acutata Ascomicota Sordariomicetos 
73.1(1) Folha/R Glomerella cingulata Ascomicota Sordariomicetos 
94.3(1) Folha/A Glomerella acutata Ascomicota Sordariomicetos 
19(3) Folha/L Guignardia sp. Ascomicota Dothideomicetos 
21(3) Folha/R Guignardia mangiferae Ascomicota Dothideomicetos 
30(4) Ramo/R Guignardia mangiferae Ascomicota Dothideomicetos 
32(4) Ramo/R Guignardia mangiferae Ascomicota Dothideomicetos 
33(4) Ramo/R Guignardia mangiferae Ascomicota Dothideomicetos 
34(4) Ramo/R Guignardia mangiferae Ascomicota Dothideomicetos 
84(4) Folha/L Guignardia mangiferae Ascomicota Dothideomicetos 

12.5(2) Folha/L Guignardia mangiferae Ascomicota Dothideomicetos 
13.2(1) Ramo/R Guignardia mangiferae Ascomicota Dothideomicetos 
50.6(2) Folha/L Guignardia mangiferae Ascomicota Dothideomicetos 
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Tabela 2.5 - Identificação taxonômica dos 344 isolados fúngicos por meio do sequenciamento da região 

ITS1-5,8S ITS2 do rDNA, análise via BLASTn e agrupamento em filograma 
 

Isolado Endófito 1 
Identificação taxonômica 

considerada 2 
Filo Classe 

50.8(2) Folha/A Guignardia sp. Ascomicota Dothideomicetos 
5a(2) Folha/L Guignardia mangiferae Ascomicota Dothideomicetos 
38(4) Ramo/R Hypocrea lixii Ascomicota Sordariomicetos 
44(4) Ramo/R Hypocrea koningii Ascomicota Sordariomicetos 
46(4) Ramo/R Hypocrea lixii Ascomicota Sordariomicetos 
47(4) Ramo/R Hypocrea lixii Ascomicota Sordariomicetos 
48(4) Ramo/R Hypocrea lixii Ascomicota Sordariomicetos 
61(3) Ramo/A Hypocrea koningii Ascomicota Sordariomicetos 
68(4) Ramo/L Hypocrea lixii Ascomicota Sordariomicetos 
72(3) Folha/L Hypocrea lixii Ascomicota Sordariomicetos 
83(3) Folha/R Hypocrea lixii Ascomicota Sordariomicetos 
89(3) Folha/A Hypocrea virens Ascomicota Sordariomicetos 

1.14(2) Ramo/L Hypocrea lixii Ascomicota Sordariomicetos 
1.16(2) Ramo/R Hypocrea lixii Ascomicota Sordariomicetos 
12.6(2) Folha/L Hypocrea lixii Ascomicota Sordariomicetos 
12.8(2) Ramo/L Hypocrea lixii Ascomicota Sordariomicetos 
15.1(3) Folha/R Hypocrea lixii Ascomicota Sordariomicetos 
15.1(2) Folha/A Hypocrea koningii Ascomicota Sordariomicetos 

15.15(2) Folha/R Hypocrea koningii Ascomicota Sordariomicetos 
19.1(1) Ramo/L Hypocrea koningii Ascomicota Sordariomicetos 
2.6(2) Ramo/L Hypocrea lixii Ascomicota Sordariomicetos 
36.3(1) Ramo/A Hypocrea koningii Ascomicota Sordariomicetos 
6.2(1) Ramo/R Hypocrea koningii Ascomicota Sordariomicetos 
8(3) Ramo/L Lasiodiplodia rubropurpurea Ascomicota Dothideomicetos 

20(3) Folha/R Leptosphaeria microscopica Ascomicota Dothideomicetos 
52(3) Folha/R Leptosphaeria sp. Ascomicota Dothideomicetos 

10.27(2) Folha/A Massarina sp. Ascomicota Dothideomicetos 
12(3)  3 Folha/L Xilariales Ascomicota Sordariomicetos 
13(3)  3 Folha/L Glomerellaceae Ascomicota Sordariomicetos 
17(4)  3 Ramo/A Botryosphaeriales Ascomicota Dothideomicetos 
18(4)  3 Folha/R Botryosphaeriales Ascomicota Dothideomicetos 
22(4)  3 Folha/R Diaporthales Ascomicota Sordariomicetos 
25(3)  3 Folha/A Pyrenulales Ascomicota Eurotiomicetos 
25(4)  3 Folha/R Glomerellaceae Ascomicota Sordariomicetos 
26(4)  3 Folha/R Diaporthales Ascomicota Sordariomicetos 
29(3)  3 Folha/A Glomerellaceae Ascomicota Sordariomicetos 
43(3)  3 Ramo/R Diaporthales Ascomicota Sordariomicetos 
45(4) 3 Folha/R Hypocreales Ascomicota Sordariomicetos 
51(4) 3 Folha/R Diaporthales Ascomicota Sordariomicetos 
55(4) 3 Ramo/L Diaporthales Ascomicota Sordariomicetos 
56(4) 3 Ramo/L Diaporthales Ascomicota Sordariomicetos 
71(3) 3 Folha/L Hypocreales Ascomicota Sordariomicetos 
73(3) 3 Ramo/L Diaporthales Ascomicota Sordariomicetos 
86(3) 3 Ramo/R Hypocreales Ascomicota Sordariomicetos 
90(4) 3 Ramo/A Glomerellaceae Ascomicota Sordariomicetos 

104(4) 3 Folha/L Pyrenulales Ascomicota Eurotiomicetos 
104(2) 3 Folha/A Glomerellaceae Ascomicota Sordariomicetos 

10.15(2) 3 Folha/A Xilariales Ascomicota Sordariomicetos 
10.20(2) 3 Folha/A Xilariales Ascomicota Sordariomicetos 
10.24(2) 3 Folha/A Glomerellaceae Ascomicota Sordariomicetos 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=681950&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=451869&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=451869&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5114&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=681950&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5114&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=681950&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5114&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5125&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5114&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5114&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5114&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5125&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5114&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5125&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=681950&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=681950&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=681950&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
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Tabela 2.5 - Identificação taxonômica dos 344 isolados fúngicos por meio do sequenciamento da região 

ITS1-5,8S ITS2 do rDNA, análise via BLASTn e agrupamento em filograma 
 

Isolado Endófito 1 
Identificação taxonômica 

considerada 2 
Filo Classe 

10.28(2) 3 Folha/A Pleosporales Ascomicota Dothideomicetos 
12.13(2) 3 Folha/L Xilariales Ascomicota Sordariomicetos 
12.7(2) 3 Folha/L Hypocreales Ascomicota Sordariomicetos 
13.1(1) 3 Folha/R Diaporthales Ascomicota Sordariomicetos 
15.12(2) 3 Folha/R Xilariales Ascomicota Sordariomicetos 
15.14(2) 3 Folha/R Glomerellaceae Ascomicota Sordariomicetos 
15.17(2) 3 Folha/A Xilariales Ascomicota Sordariomicetos 

1a(2) 3 Folha/L Xilariales Ascomicota Sordariomicetos 
2.11(2) 3 Folha/A Diaporthales Ascomicota Sordariomicetos 
2.15(2) 3 Folha/A Diaporthales Ascomicota Sordariomicetos 
2.7(2) 3 Ramo/L Diaporthales Ascomicota Sordariomicetos 

3.11(2) 3 Ramo/A Trichosphaeriales Ascomicota Sordariomicetos 
3.36(2) 3 Folha/R Glomerellaceae Ascomicota Sordariomicetos 
3.38(2) 3 Folha/R Hypocreales Ascomicota Sordariomicetos 
3.4(2) 3 Ramo/A Diaporthales Ascomicota Sordariomicetos 

40.1(1) 3 Ramo/L Diaporthales Ascomicota Sordariomicetos 
44.2(1) 3 Folha/R Dothideomycetos Ascomicota Dothideomicetos 
54.1(1) 3 Folha/A Pleosporales Ascomicota Dothideomicetos 
56.1(4) 3 Folha/A Diaporthales Ascomicota Sordariomicetos 
59.2(1) 3 Ramo/R Hypocreales Ascomicota Sordariomicetos 
80.1(1) 3 Ramo/L Diaporthales Ascomicota Sordariomicetos 
9.2(1) 3 Ramo/R Glomerellaceae Ascomicota Sordariomicetos 

91.2(1) 3 Folha/L Xilariales Ascomicota Sordariomicetos 
6(3) Ramo/L Neofusicoccum ribis Ascomicota Dothideomicetos 

15(3) Folha/L Neofusicoccum ribis Ascomicota Dothideomicetos 
63(4) Ramo/L Neofusicoccum ribis Ascomicota Dothideomicetos 
64(4) Ramo/L Neofusicoccum ribis Ascomicota Dothideomicetos 
85(3) Folha/R Neofusicoccum vitifusiforme Ascomicota Dothideomicetos 

29.6(3) Ramo/R Neofusicoccum vitifusiforme Ascomicota Dothideomicetos 
3.15(2) Ramo/A Neofusicoccum ribis Ascomicota Dothideomicetos 
3.43(2) Folha/R Neofusicoccum ribis Ascomicota Dothideomicetos 
75.1(1) Folha/A Neosartorya fisheri Ascomicota Eurotiomicetos 
77(3) Ramo/L Neurospora cerealis Ascomicota Sordariomicetos 

13.1(2) Folha/A Nigrospora oryzae Ascomicota Sordariomicetos 
12.9(2) Ramo/L Nodulisporium sp. Ascomicota Sordariomicetos 
24(4) Ramo/R Penicillium minioluteum Ascomicota Eurotiomicetos 
54(3) Folha/A Penicillium aethiopicum Ascomicota Eurotiomicetos 
62(4) Ramo/L Penicillium minioluteum Ascomicota Eurotiomicetos 
76(3) Ramo/L Penicillium minioluteum Ascomicota Eurotiomicetos 

3.12(2) Folha/A Penicillium sp. Ascomicota Eurotiomicetos 
12.18(2) Folha/A Periconia macrospinosa Ascomicota Sordariomicetos 

11(3) Folha/L Pestalotiopsis clavispora Ascomicota Sordariomicetos 
73(4) Folha/L Pestalotiopsis clavispora Ascomicota Sordariomicetos 
77(4) Folha/L Pestalotiopsis theae Ascomicota Sordariomicetos 
80(4) Folha/L Pestalotiopsis clavispora Ascomicota Sordariomicetos 
5.4(1) Ramo/L Pestalotiopsis microspora Ascomicota Sordariomicetos 
56.3(1) Ramo/R Pestalotiopsis adusta Ascomicota Sordariomicetos 
61.1(1) Ramo/L Pestalotiopsis microspora Ascomicota Sordariomicetos 
62.8(1) Ramo/L Pestalotiopsis clavispora Ascomicota Sordariomicetos 
103(2) Folha/L Phaeoramularia saururi Ascomicota Mitospórico 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=92860&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5125&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5114&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=681950&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5114&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5114&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5114&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=152647&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=681950&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5125&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5114&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5114&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=147541&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=92860&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5114&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
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Tabela 2.5 - Identificação taxonômica dos 344 isolados fúngicos por meio do sequenciamento da região 

ITS1-5,8S ITS2 do rDNA, análise via BLASTn e agrupamento em filograma 
 

Isolado Endófito 1 
Identificação taxonômica 

considerada 2 
Filo Classe 

91.4(1) Folha/L Phaeoseptoria musae Ascomicota Mitospórico 
2.2(2) Ramo/L Phanerochaete velutina Basidiomicota Agaricomicetos 
4(4) Ramo/A Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 

10(4) Ramo/A Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
18(3) Folha/L Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
47(3) Ramo/R Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
50(4) Ramo/R Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
58(4) Ramo/L Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
61(4) Ramo/L Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
63(3) Folha/L Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
70(4) Ramo/L Phomopsis columnaris Ascomicota Sordariomicetos 
72(4) Folha/L Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
78(4) Folha/L Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
79(4) Folha/L Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
80(3) Ramo/R Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
84(3) Ramo/R Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
87(3) Ramo/R Phomopsis columnaris Ascomicota Sordariomicetos 
91(4) Ramo/A Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
95(3) Ramo/A Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
95(4) Ramo/A Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
100(3) Folha/A Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
100(4) Ramo/A Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
102(4) Folha/A Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
105(4) Folha/L Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 

10.12(2) Folha/A Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
10.16(2) Folha/A Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
12.14(2) Folha/L Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
26.1(1) Folha/A Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
29.5(1) Ramo/R Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
40.2(1) Ramo/L Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
42.4(1) Ramo/A Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
47.3(1) Folha/L Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
5.2(1) Ramo/L Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
6.3(1) Ramo/R Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
62.5(1) Ramo/L Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
83.1(1) Ramo/A Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
8a(2) Folha/A Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 
9.4(1) Folha/R Phomopsis sp. Ascomicota Sordariomicetos 

15.23(2) Folha/R Pichia guilliermondii Ascomicota Sacaromicetos 
2.4(2) Ramo/L Pichia guilliermondii Ascomicota Sacaromicetos 
3.7(2) Ramo/A Pichia guilliermondii Ascomicota Sacaromicetos 
17.8(2) Folha/A Pseudallescheria boydii Ascomicota Sordariomicetos 

12.19(2) Folha/L Scolecobasidium sp. Ascomicota Mitospórico 
60(4) Ramo/L Penicillium sp. Ascomicota Eurotiomicetos 
19(4) Ramo/R Trichoderma longibrachiatum Ascomicota Sordariomicetos 
1.2(2) Ramo/R Trichoderma asperellum Ascomicota Sordariomicetos 

10.29(2) Folha/A Trichoderma asperellum Ascomicota Sordariomicetos 
17.3(2) Folha/A Trichoderma sp. Ascomicota Sordariomicetos 
3.9(2) Ramo/A Trichoderma sp. Ascomicota Sordariomicetos 
1.5(2) Ramo/R Valsa ambiens Ascomicota Sordariomicetos 
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Tabela 2.5 - Identificação taxonômica dos 344 isolados fúngicos por meio do sequenciamento da região 

ITS1-5,8S ITS2 do rDNA, análise via BLASTn e agrupamento em filograma 
 

Isolado Endófito 1 
Identificação taxonômica 

considerada 2 
Filo Classe 

17(3) Folha/R Xylaria sp. Ascomicota Sordariomicetos 
23(4) Ramo/R Xylaria enteroleuca Ascomicota Sordariomicetos 
36(4) Ramo/R Xylaria allantoidea Ascomicota Sordariomicetos 
43(4) Ramo/R Xylaria enteroleuca Ascomicota Sordariomicetos 
58(3) Ramo/R Xylaria polymorpha Ascomicota Sordariomicetos 
101(4) Ramo/A Xylaria enteroleuca Ascomicota Sordariomicetos 
106(4) Ramo/A Xylaria enteroleuca Ascomicota Sordariomicetos 
15.2(2) Folha/R Xylaria sp. Ascomicota Sordariomicetos 
33.3(1) Ramo/A Xylaria enteroleuca Ascomicota Sordariomicetos 
39.3(1) Folha/R Xylaria enteroleuca Ascomicota Sordariomicetos 
47.1(1) Folha/R Xylaria polymorpha Ascomicota Sordariomicetos 
47.4(1) Folha/A Xylaria sp. Ascomicota Sordariomicetos 
53.2(1) Folha/A Xylaria enteroleuca Ascomicota Sordariomicetos 
57.1(4) Folha/A Xylaria sp. Ascomicota Sordariomicetos 
68.3(1) Ramo/A Xylaria enteroleuca Ascomicota Sordariomicetos 
83.2(1) Ramo/A Xylaria allantoidea Ascomicota Sordariomicetos 
93.3(1) Folha/A Xylaria curta Ascomicota Sordariomicetos 
98.1(4) Folha/A Xylaria enteroleuca Ascomicota Sordariomicetos 

1 Fungos endofíticos representantes da comunidade fúngica isolados a partir de: Folha/R –  folha de Rhizophora 
mangle, Folha/L – folha de Laguncularia racemosa,  Folha/A – folha de Avicennia nitida; Ramo/R – ramo de 
Rhizophora mangle, Ramo/L – ramo de Laguncularia racemosa, Ramo/A – ramo de Avicennia nitida; 
2 Identificação taxonômica dos isolados fúngicos a partir da comparação das suas sequências de nucleotídeos com 
sequências conhecidas disponíveis no GenBank, via BLASTn, e agrupamento em filograma; 

3 Isolados fúngicos não identificados em nível de gênero, sendo que o táxon mais próximo (filo, subfilo, classe, 
subclasse, ordem ou família) está descrito na coluna de identificação taxonômica 

 

2.2.2.2.2  Gêneros fúngicos observados com maior frequência 

 

Os resultados obtidos mostraram que o gênero fúngico que apresentou a maior frequência 

foi Phomopsis (teleomorfo Diaporthe), representando 22,67% da população fúngica avaliada 

nesse estudo. Um trabalho sobre a avaliação da comunidade endofítica de diversas espécies de 

plantas de florestas tropicais mostrou que o gênero Phomopsis foi dominante em 20 das 24 

espécies de plantas hospedeiras estudadas (SURYANARAYANAN; VENKATESAN; MURALI, 

2003). No presente trabalho, esse gênero incluiu representantes em todos os locais de isolamento 

(Cananéia, Bertioga – local impactado, Bertioga - local não impactado), estação (verão e 

inverno), órgãos (ramo e folha) e também nas três espécies (Rhizophora mangle, Laguncularia 

racemosa e Avicennia nitida). Diante da alta frequência de isolamento desse gênero, o isolado 

Diporthe phaseolorum 40.1(1) foi selecionado para o estudo da caracterização da estrutura 

química do antibiótico produzido pelo mesmo (ácido 3-hidroxipropiônico) mediante técnicas 
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espectroscópicas como Ressonância Magnética Nuclear e Espectrometria de Massas (Capítulo 4). 

Além disso, esse isolado foi transformado geneticamente via Agrobacterium tumefacies visando 

o estudo dos genes da via de biossíntese de antibiótico ácido 3-hidroxipropiônico (Capítulo 3).  

 A Figura 2.3 mostra a árvore filogenética construída para a região ITS de 78 isolados do 

gênero Phomopsis (teleomorfo Diaporthe). O agrupamento em filograma permitiu a seguinte 

classificação: 10(3), 12.2(1), 97.4(1) foram  identificados como Diaporthe stewartii, 36(3), 52(4), 

97(4), 98(3), 2.2(1), 39.1(1), 41.1(1), 51.5(1) foram  identificados como Diaporthe phaseolorum,  

69.1(4) foi  identificado como Diaporthe neotheicola, 70(4) e 87(3) foram  identificados como 

Phomopsis columnaris. Os isolados restantes apresentaram baixa similaridade com qualquer 

espécie, desse modo foi adotada a classificação apenas em gênero,  sugerindo a existência de 

espécies ainda não descritas. O gênero Phomopsis apresenta importância nas áreas  farmacêutica, 

agrícola e biotecnológica (AGUSTA; OHASHI; SHIBUYA, 2006; BILLS et al., 1992; BRADY 

et al., 2000; CHEN et al., 2003; DETTARAKUL et al., 2003; HUANG et al., 2008; LIN et al., 

2005; PITTAYAKHAJONWUT, 2006). Esse gênero pode ser encontrado como fitopatógeno 

(MOSTER et a., 2000; RODRIGUEZ, 1993; SAIKKONEN et al., 1998), geralmente não 

apresenta grande importância econômica, e também é encontrado como endófito de diferentes 

plantas hospedeiros (AGUSTA; OHASHI; SHIBUYA, 2006; FREIRE; BEZERRA, 2001; 

SCHWARZ et al., 2004; CHEN et al., 2003; XIAO; CHUN-HUA; YUE-MAO, 2008). 

 Colletotrichum  (teleomorfo Glomerella) foi o segundo gênero mais frequente, sendo 

constituído por 66 isolados fúngicos, representando 19,19% da comunidade descrita de acordo 

com a árvore filogenética construída para os fungos desse gênero (Figura 2.4) os isolados 

apresentaram similaridade com 6 espécies diferentes (Colletotrichum boninense, Colletotrichum 

fragariae, Colletotrichum gloeosporioides, Glomerella acutata, Glomerella cingulata, 

Glomerella lagenaria). Grande parte dos isolados desse gênero apresentou sua espécie 

identificada (Tabela (2.5), Figura 2.4). Além disso, esse gênero foi observado em todos os 

tratamentos (órgão, local de isolamento, espécie de planta e estação do ano) (Tabela 2.2, 2.3 e 

2.4). O gênero Colletotrichum é descrito na literatura como fitopatógeno (CROUCH et al., 2009; 

BAILEY et al., 1990) e endófito de diversos hospedeiros (MEJÍA et al., 2008; LU et al., 2004). 

Espécies desse gênero podem produzir antibióticos, enzimas e hormônio vegetal (AIA) (Lu et al., 

2000; GUIMARÃES et al., 2010), além de conferir tolerância à seca em plantas como tomate e 

pimentão (REDMAN; DUNIGAN; RODRIGUEZ, 2001).  
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  O terceiro gênero mais freqüente na comunidade fúngica avaliada foi Fusarium  

(teleomorfo Gibberella), representando 11,34% dos isolados. O agrupamento filogenético (Figura 

2.5) mostra que dentre os 39 isolados obtidos nesse gênero 22 pertencem a espécie Gibberella 

moniliformis (Tabela  2.5).  As outras espécies encontradas para esse gênero foram Fusarium 

lateritium, Fusarium sambucinum (Tabela 2.5, Figura 2.5). O gênero Fusarium foi observado em 

todos os tratamentos (Tabela 2.2, 2.3 e 2.4). Estudos relatam que fitopatógenos do gênero 

Fusarium causam grandes perdas econômicas (TOKESHI; RAGO, 2005). Fungos desse gênero 

têm sido isolados como endofíticos de vários hospedeiros (BRITZ et al., 2002; LODGE; 

FISHER; SUTTON, 1996), em alguns casos é citado como gênero mais frequente (CHENG et 

al., 2009; KUMARESAN; SURYANARAYANAN, 2001). Algumas espécies desse gênero são 

utilizados como agentes de controle biológico (BENHAMOU; GARAND; GOULET, 2002) e 

produtores de compostos antitumorais (SHWETA et al., 2010) e hormônios de plantas giberelinas 

(TSAVKELOVA et al., 2008).  

 O gênero Trichoderma (teleomorfo Hypocrea), quarto mais frequente na comunidade 

fúngica associada aos manguezais, constituiu 8,72% dos isolados, que apresentaram maior 

similaridade com pelo menos 5 espécies diferentes (Trichoderma asperellum, Trichoderma 

longibrachiatum, Hypocrea koningii, Hypocrea lixii, Hypocrea virens). A árvore filogenética 

(Figura 2.6) mostra a relação entre os isolados do presente trabalho e espécies mais próximas do 

gênero Trichoderma. A maioria dos isolados fúngicos desse gênero apresentaram sua 

classificação taxonômica identificada em espécie (Tabela 2.5, Figura 2.6), sendo que esse gênero 

também foi encontrado em todos os tratamentos avaliados no presente estudo (Tabela 2.2, 2.3 e 

2.4). O gênero Trichoderma apresenta rápido crescimento em meio de cultivo sendo capaz de 

utilizar diferentes tipos de substratos (KUBICEK et al., 2003). Eles têm sido descritos como 

endófitos de vários hospedeiros vegetais (BAILEY; STREM; WOOD, 2009; PHOTITA et al., 

2001; SURYANARAYANAM; VIJAYKRISHNA, 2001). Espécies desse gênero são importantes 

economicamente, pois produzem enzimas e antibióticos (SHAKERI; FOSTER, 2007), e são  

utilizados como agente de controle biológico (HARMAN, 2006; ROSA; HERRERA, 2009). O 

gênero Xylaria (teleomorfo Nodulisporium) foi o quinto gênero mais frequente, representado por 

26 isolados, correspondendo a 7,56% da comunidade fúngica. A árvore filogenética apresentada 

na Figura 2.7 mostra que os isolados desse gênero apresentam similaridade com 4 espécies 

diferentes (Xylaria allantoidea, Xylaria curta, Xylaria enteroleuca e Xylaria polymorpha), sendo 
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que nove isolados desse gênero foram identificados como Xylaria enteroleuca (Tabela 3.1, 

Figura 2.7). Compostos bioativos provenientes do metabolismo secundário de fungos do gênero 

Xylaria apresentam inúmeras funções biológicas como antioxidantes, antitumorais e 

antimicromianos (PONGCHAROEN et al., 2008; LIU et al., 2007; LUI et al., 2009). Espécies 

desse gênero tem sido isoladas como endófitos de diferentes plantas (BAYMAN et al., 1998; 

ARNOLD, 2007). Já o gênero Guignardia foi o sexto mais freqüente nessa comunidade, 

representado por 4,07% dos isolados fúngicos. Dentre os 14 isolados fúngicos desse gênero 10 

pertencem a espécie  Guignardia mangiferae (Figura 2.8, Tabela 3.1). Os gêneros Xylaria e 

Guignardia estão distribuídos em todos os tratamentos.   

 Os gêneros fúngicos mais frequentes deste estudo também são relatados com alta 

frequência em trabalhos prévios sobre fungos endofíticos de manguezais, indicando que esses 

gêneros estão bem adaptados às condições adversas dos manguezais, como a alta salinidade, a 

umidade e os fortes ventos (CHENG et al., 2009; KUMARESAN; SURYANARAYANAN, 

2001; SURYANARAYANAN; MURALI; VENKATESAN, 2002; SURYANARAYANAN; 

KUMARESAN, 2000). Além disso, esses gêneros de maior frequência apresentaram ampla 

distribuição entre as diferentes espécies de plantas hospedeiras dos manguezais avaliados, 

concordando desse modo com dados descritos na literatura (CHENG et al., 2009). Estudos sobre 

endófitos de florestas tropicais indicam que estas florestas sendo altamente diversas poderiam 

selecionar contra a especificidade ao hospedeiro, devido a distribuição aleatória (separada) das 

plantas hospedeiras. Portanto, nas florestas tropicais é esperado ter menos espécies de endófitos 

específicas aos hospedeiros (CANNON; SIMMONS, 2002; SURYANARAYANAN; 

VENKATESAN; MURALI, 2003). Entretanto, a composição dos gêneros de endófitos em cada 

espécie de planta, órgão e estação é diferente (Tabela 2.2, 2.3 e 2.4). Essa diferença também é 

relatada na literatura (CHENG et al., 2009). 

 

2.2.2.2.3 Gêneros fúngicos observados em menor frequência  

 

 A comunidade fúngica associada aos manguezais incluiu ainda outros gêneros dos Filos 

Ascomiceto e Basidiomiceto. O Filo Basidiomiceto foi representado por duas espécies distintas,  

Phanerochaete velutina (2.2(2)) e Coprinellus radians (81(3)) incluídos respectivamente nas 

ordens Corticiales e Agaricales, sendo que ambos pertencem a classe de Agaricomicetos (Figura 
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2.9). A classe de Sordariomicetos teve um grande número de representantes na comunidade 

avaliada, de modo que foi construída uma árvore filogenética (Figura 2.10) para ilustrar a relação 

entre os isolados dessa classe (excluindo-se os isolados dos gêneros Trichoderma, Fusarium, 

Colletotrichum, Diaporthe e Xylaria, já representados anteriormente) com gêneros/espécies 

fúngicas mais próximas. Assim, foi observado que uma grande diversidade de gêneros compõe a 

classe Sordariomicetos dessa comunidade, uma vez que pelo menos 14 gêneros diferentes foram 

identificados (Valsa, Cytospora, Chrysoporthe, Endothia, Cryphonectria, Podospora, 

Gelasinospora, Neurospora, Nigrospora, Eutypa, Pestalotiopsis, Pseudallescheria, Periconia, 

Cylindrocladium).  

 A árvore filogenética Figura 2.11 foi construída com isolados do Filo Ascomiceto que não 

foram incluídos anteriormente nas árvores já apresentadas. Os isolados da classe 

Dothideomicetos foram agrupados em pelo menos 12 gêneros diferentes (Epicoccum, 

Coniothyrium, Massarina, Alternaria, Phaeosphaeriopsis, Leptosphaeria, Botryosphaeria, 

Neofusicoccum, Lasiodiplodia, Cladosporium, Arthothelium e Curvularia). Já as classes de 

Eurotiomicetos e Sacaromicetos foram representadas por 3 gêneros (Neosartorya, Aspergillus e 

Penicillium) e 1 gênero (Pichia), respectivamente. Os fungos ascomicetos mitospóricos foram 

representados pelos gêneros (Phaeoseptoria, Phaeoramularia e Scolecobasidium). A última 

árvore filogenética foi construída com isolados da ordem Eurotiales representando os gêneros 

Aspergillus e Penicillium (Figura 2.12).   

 Estudos recentes sobre a comunidade de fungos endofíticos de manguezais revelam a 

ocorrência de fungos de água doce, solo e marinho (ANANDA; SRIDHAR, 2002; 

KUMARESAN; SURYANARAYANAN, 2001; SURYANARAYANAN; KUMARESAN, 

2000; SURYANARAYANAN; KUMARESAN; JOHNSON, 1998; SURYANARAYANAN; 

MURALI; VENKATESAN, 2002). No presente estudo foram encontradas principalmente 

espécies fúngicas de solo. A alta diversidade de fungos de solo como colonizadores pode ser um 

indicativo de que eles se adaptaram às condições adversas do ecossistema de manguezal 

(ANANDA; SRIDHAR, 2002).   

 Um fenômeno recorrente nas análises filogenéticas do presente trabalho é a existência de 

isolados cujo maior nível de similaridade é encontrado com fungos não identificados. Esses 

isolados fúngicos que não apresentaram o seu gênero identificado, representam 13,37% da 

comunidade endofítica associada aos manguezais avaliados e  todos pertencem ao filo 
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Ascomicota. Essa incapacidade de identificar o  gênero de uma parte dos fungos avaliados nesse 

estudo pode ser devida à ausência de sequências da região ITS1-5,8S-ITS2 disponibilizadas no 

GenBank, ou uma parte  isolados podem representar novas espécies não descritas na literatura. 

Estudos sobre a análise da diversidade genética de fungos endofíticos possibilitam a descoberta 

de novas espécies fúngicas, pois as plantas vasculares são  consideradas um grande reservatório 

de novas espécies de fungos (HAWKSWORTH; ROSSMAN, 1997). Além disso, fungos 

endofíticos associado às plantas tropicais estão entre o grupo de fungos que têm sido estudados 

para atingir o número estimado de 1,5 milhões de espécies fúngicas (SURYANARAYANAN; 

VENKATESAN; MURALI, 2003).  
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 fungo endofítico de ramo 79.2(1)
 fungo endofítico de folha 26(4)
 fungo endofítico de ramo 48(3)
 fungo endofítico de ramo 57(4)
 fungo endofítico de folha 1.2(1)
 fungo endofítico de ramo 54(4)
 fungo endofítico de ramo 9(3)
 fungo endofítico de folha 22(4)
 fungo endofítico de ramo 94(4)
 fungo endofítico de folha 51(4)
 fungo endofítico de ramo 37(4)
 fungo endofítico de ramo 2.5(2)
 fungo endofítico de ramo 5.1(1)
 fungo endofítico de ramo 1.4(2)
 fungo endofítico de ramo 2.7(2)
 fungo endofítico de folha 63(3)

 fungo endofítico de folha 6.3(1)
 fungo endofítico de folha 79(4)
 fungo endofítico de ramo 29.5(1)
 fungo endofítico de ramo 61(4)
 fungo endofítico de ramo 5.2(1)
 fungo endofítico de ramo 58(4)
 fungo endofítico de folha 79(3)
 fungo endofítico de folha 2.11(2)
 fungo endofítico de folha 44(3)

 Diaporthe sp. EF423554
 Phomopsis sp. DQ235672

 Phomopsis sp. GQ352480
 Phomopsis longicolla EU650789
 Phomopsis longicolla EF026104
 Phomopsis longicolla AY857868
 Phomopsis longicolla AF000211

 fungo endofítico de ramo 62(3)
 fungo endofítico de folha 60(3)

 Diaporthe kyushuensis AF230749
 fungo endofítico de folha 12.14(2)

 fungo endofítico de ramo 39.1(1)
 fungo endofítico de folha 51.5(1)
 fungo endofítico de folha 41.1(1)

 Diaporthe phaseolorum AY577815
 fungo endofítico de ramo 80(3)
 fungo endofítico de ramo 40.2(1)

 Diaporthe phaseolorum GQ352487
 fungo endofítico de folha 9.4(1)

 Diaporthe phaseolorum AY050627
 Phomopsis sp. DQ159945
 Phomopsis magnoliae AY622995

 Phomopsis chimonanthi EU878432
 Diaporthe melonis FJ889447

 Diaporthe ambigua EU814479
 Diaporthe sp. EF423550
 Diaporthe sp. FJ799939
 Phomopsis euphorbiae EU520302
 Phomopsis euphorbiae AY601921

 Phomopsis sp. EF687936
 Phomopsis convolvuli FJ710810
 Diaporthe helianthi AJ312351

 Diaporthe helianthi DQ221692
 Diaporthe helianthi AY705840
 Diaporthe helianthi AJ312365

 Diaporthe arctii AY196777
 Diaporthe lusitanicae GQ250191

 fungo endofítico de ramo 12.2(1)
 fungo endofítico de ramo 10(3)
 fungo endofítico de folha 97.4(1)
 fungo endofítico de ramo 39.4(1)

 Diaporthe stewartii FJ889448
 fungo endofítico de ramo 62.5(1)

 Phomopsis subordinaria GQ922519
 Diaporthe angelicae EU814475
 Phomopsis glabrae AY601918

 fungo endofítico de ramo 70(4)
 Diaporthe strumella FJ889449

 Phomopsis columnaris AF439625
 fungo endofítico de ramo 87(3)
 Phomopsis sclerotioides AB201432
 Phomopsis sclerotioides AB201439
 Phomopsis sclerotioides AB201433

 fungo endofítico de ramo 66.5(1)
 fungo endofítico de folha 26.1(1)

 Phomopsis cotoneastri FJ889450
 Diaporthe eres FJ478132
 Phomopsis magnoliae AY620820

 Phomopsis fukushii EU520104
 Diaporthe nomurai AB302238
 Phomopsis eucommicola AY578071

 Diaporthe perjuncta AY485785
 fungo endofítico de ramo 50(4)

 Phomopsis sp. DQ872669
 Phomopsis conorum GQ249872

 Diaporthe viticola GQ250200
 Diaporthe phaseolorum EU272524

 Phomopsis viticola GQ250215
 fungo endofítico de folha 13.1(1)

 Phomopsis sp. EU002915
 Diaporthe aspalathi FJ785432

 Diaporthe tanakae AB245077
 fungo endofítico de ramo 2.2(1)
 fungo endofítico de folha 10.12(2)

 fungo endofítico de folha 47.3(1)
 fungo endofítico de folha 30(3)
 fungo endofítico de ramo 83.1(1)
 fungo endofítico de ramo 91(4)
 fungo endofítico de ramo 42.4(1)
 fungo endofítico de ramo 67.1(1)

 Phomopsis bougainvilleicola AY601920
 Phomopsis lagerstroemiae AY622994
 Phomopsis loropetali AY601917

 Phomopsis sp. FJ037761
 Diaporthe phaseolorum EF488429

 fungo endofítico de folha36(3)
 Diaporthe phaseolorum EF488428
 Diaporthe phaseolorum EF488426

 Diaporthe phaseolorum AF001017
 fungo endofítico de ramo 98(3)

 Phomopsis sp. DQ780461
 Phomopsis sp. AF001017

 Diaporthe phaseolorum EF488420
 fungo endofítico de folha 97(4)

 fungo endofítico de ramo 10.16(1)
 fungo endofítico de folha 102(4)
 fungo endofítico de folha 78(4)

 fungo endofítico de ramo 52(4)
 fungo endofítico de folha 18(3)
 fungo endofítico de ramo 84(3)
 fungo endofítico de ramo 47(3)
 Diaporthe caulivora AF000563
 Diaporthe caulivora AF000567
 Diaporthe phaseolus AJ312360
 fungo endofítico de ramo 73(3)
 fungo endofítico de ramo 95(3)
 Diaporthe neotheicola GQ250198

 fungo endofítico de folha 69.1(4)
 Phomopsis sp. EU002917

 fungo endofítico de folha 100(3)
 fungo endofítico de ramo 4(4)
 fungo endofítico de ramo 6(4)
 fungo endofítico de folha 8a(2)
 fungo endofítico de ramo 10(4)
 fungo endofítico de folha 72(4)
 fungo endofítico de ramo 3.10(2)
 fungo endofítico de ramo 95(4)
 fungo endofítico de ramo 100(4)
 Phomopsis sp. EU395772
 fungo endofítico de folha 105(4)
 fungo endofítico de folha 10.16(2)

 fungo endofítico de ramo 3.4(2)
 Phomopsis sp. AB369484

 Penicillium chrysogenum GU325676
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Figura 2.3 – Árvore filogenética construída pelo método de Neighbor-joining com base na região ITS1-5,8S-ITS2 do 
rDNA de 78 fungos endofíticos do gênero Phomopsis  (teleomorfo Diaporthe) e de acessos obtidos do  
GenBank. O ascomiceto Penicillium chrysogenum (GU325676)  foi utilizado como grupo externo. Os 
valores de bootstrap (n=1000 repetições) maiores que 50 e escala da distância genética estão indicados. 
Os isolados avaliados nesse estudo estão indicados com o círculo 
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 fungo endofítico de folha 38(3)
 fungo endofítico de folha 12.11(2)
 fungo endofítico de folha 12.17(2)

 Glomerella cingulata AB219012
 fungo endofítico de ramo 15(4)

 Glomerella cingulata FJ172233
 fungo endofítico de folha 67(4)

 Glomerella cingulata AB269936
 fungo endofítico de ramo 13(4)
 fungo endofítico de ramo 91(3)
 fungo endofítico de ramo 21(4)
 fungo endofítico de folha 71(4)

 fungo endofítico de folha 100(2)
 fungo endofítico de folha 24(3)

 Colletotrichum fragariae DQ003092
 fungo endofítico de ramo 20(4)

 Colletotrichum fragariae AY841137
 fungo endofítico de ramo 27(4)
 fungo endofítico de folha 15.19(2)
 fungo endofítico de folha 107(4)

 Colletotrichum fragariae GU174546
 fungo endofítico de folha 15.20(2)
 fungo endofítico de folha 15.16(2)

 Colletotrichum fragariae AJ301912
 Colletotrichum fragariae DQ003093

 fungo endofítico de  folha 15.14(2)
 Colletotrichum fragariae FJ810510

 Colletotrichum sp. EF672328
 fungo endofítico de folha 15.25(2)

 Colletotrichum sp. EF694640
 Colletotrichum gloeosporioides EU847425
 Colletotrichum gloeosporioides EU8474
 Colletotrichum gloeosporioides FJ481122
 Colletotrichum boninense DQ286166

 fungo endofítico de folha 3.5(1)
 fungo endofítico de folha 3.5(2)
 fungo endofítico de folha 20.1(2)
 fungo endofítico de folha 10.26(2)
 Glomerella lagenaria FN386308

 fungo endofítico de folha 48.2(1)
 Colletotrichum boninense DQ286170

 Colletotrichum gloeosporioides AY266402
 fungo endofítico de ramo 9.2(1)

 fungo endofítico de ramo 1.1(2)
 fungo endofítico de folha 67.8(1)

 Glomerella acutata GQ924900
 fungo endofítico de ramo 33.4(1)
 fungo endofítico de folha 3.45(2)
 fungo endofítico de ramo 3.8(2)
 fungo endofítico de ramo 90(4)
 fungo endofítico de ramo 96(3)
 fungo endofítico de folha 39(3)
 fungo endofítico de folha 22.2(3)

 fungo endofítico de folha 7.2(1)
 fungo endofítico de ramo 87(4)

 fungo endofítico de folha 3.36(2)
 fungo endofítico de ramo 5(4)
 fungo endofítico de folha 10.23(2)
 fungo endofítico de folha 10.25(2)

 fungo endofítico de folha 94.3(1)
 fungo endofítico de ramo 14(4)
 fungo endofítico de ramo 2(4)
 fungo endofítico de ramo 31(3)
 fungo endofítico de ramo 2.1(1)

 fungo endofítico de folha 104(2)
 fungo endofítico de folha 13(3)
 fungo endofítico de folha 25(4)

 fungo endofítico de folha 73.1(1)
 Glomerella cingulata EU520087
 Colletotrichum boninense EU294267
 Colletotrichum boninense FJ441628
 Glomerella cingulata AB269938
 Colletotrichum gloeosporioides AY841134

 fungo endofítico de folha 15.10(2)
 fungo endofítico de folha 49.3(1)

 Glomerella acutata EU670082
 fungo endofítico de ramo 66(3)
 fungo endofítico de ramo 66.2(1)
 fungo endofítico de ramo 67(3)
 fungo endofítico de folha 23(3)
 fungo endofítico de folha 14.4(2)

 Glomerella cingulata DQ117967
 Colletotrichum gloeosporioides EU520088
 Colletotrichum boninense FJ010199

 fungo endofítico de folha 27(3)
 fungo endofítico de folha 7a(2)
 fungo endofítico de folha 29(3)
 fungo endofítico de ramo 3(4)
 fungo endofítico de ramo 7(4)
 fungo endofítico de folha 16(3)
 fungo endofítico de folha 10.24(2)
 fungo endofítico de folha 10.21(2)
 fungo endofítico de ramo 3.14(2)
 fungo endofítico de ramo 12(4)

 Colletotrichum boninense FJ010200
 Colletotrichum gloeosporioides FJ459924
 Glomerella cingulata FJ459941
 Glomerella cingulata AJ301974
 Colletotrichum boninense EU294266

 Diaporthe phaseolorum GU595036
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Figura 2.4 – Árvore filogenética construída pelo método de Neighbor-joining com base na região ITS1-5,8S-ITS2 do 

rDNA de 66 fungos endofíticos do gênero Colletotrichum  (teleomorfo Glomerella) e de acessos obtidos 
do  GenBank. O ascomiceto Diaporthe phaseolorum  (GU595036)  foi utilizado como grupo externo. 
Os valores de bootstrap (n=1000 repetições) maiores que 50 e escala da distância genética estão 
indicados. Os isolados avaliados nesse estudo estão indicados com o círculo 
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 Gibberella moniliformis GU982311
 Gibberella moniliformis EU151469
 Gibberella moniliformis EU567316
 Gibberella moniliformis EU151468

 fungo endofítico de folha 74(3)
 Gibberella moniliformis AY188916
 Gibberella moniliformis EU151473
 Gibberella moniliformis EU151475

 fungo endofítico de folha 82(3)
 fungo endofítico de folha 99(3)
 fungo endofítico de folha 90.1(1)
 fungo endofítico de ramo 88(3)
 fungo endofítico de folha 55.1(1)

 Gibberella moniliformis EU151474
 Gibberella moniliformis U34555
 Gibberella moniliformis EU151477

 fungo endofítico de folha 89.1(1)
 Gibberella moniliformis EU979563
 fungo endofítico de ramo 9.3(1)

 Gibberella moniliformis AY428794
 fungo endofítico de folha 48.5(1)
 fungo endofítico de folha 7.4(1)

 Gibberella moniliformis X94166
 fungo endofítico de folha 24.1(1)
 fungo endofítico de folha 1.1(1)
 fungo endofítico de folha 21.6(1)
 fungo endofítico de ramo 14.1(1)
 fungo endofítico de folha 50.1(1)
 fungo endofítico de folha 68(3)

 Gibberella moniliformis EU151483
 fungo endofítico de ramo 92(3)
 fungo endofítico de folha 51.3(1)

 Gibberella moniliformis FJ605250
 fungo endofítico de ramo 78(3)
 fungo endofítico de ramo 69(4)

 fungo endofítico de folha 71(3)
 fungo endofítico de folha 3.38(2)

 fungo endofítico de folha 8.1(1)
 Fusarium brevicatenulatum U61675

 fungo endofítico de folha 86.3(1)
 fungo endofítico de ramo 65.3(1)

 fungo endofítico de folha 21.3(1)
 fungo endofítico de folha 12.3(3)

 Fusarium sp.AF158311
 fungo endofítico de folha 21.1(1)
 fungo endofítico de folha 21.5(1)
 fungo endofítico de folha 52.1(1)

 fungo endofítico de ramo 16.1(1)
 fungo endofítico de ramo 63.1(1)

 Fusarium sp.EF488401
 fungo endofítico de ramo 34.3(1)
 fungo endofítico de folha 21.2(1)
 fungo endofítico de folha 68.1(1)

 Fusarium lateritium AY188920
 fungo endofítico de folha 75(3)

 Fusarium chlamydosporum AY213655
 fungo endofítico de ramo 90(3)

 Fusarium camptoceras EU520082
 Gibberella zeae AB250414
 Gibberella zeae DQ459821
 Gibberella zeae DQ459822
 Gibberella zeae DQ459831

 fungo endofítico de ramo 3(3)
 fungo endofítico de ramo42(3)

 Fusarium sp. U85548
 Gibberella pulicaris X65482
 Gibberella pulicaris AY147370
 Gibberella pulicaris AY147371
 Gibberella pulicaris U85540

 Guignardia vaccinii EU167584
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Figura 2.5 – Árvore filogenética construída pelo método de Neighbor-joining com base na região ITS1-5,8S-ITS2 do 

rDNA de 39 fungos endofíticos do gênero Fusarium  (teleomorfo Gibberella) e de acessos obtidos do  
GenBank. O ascomiceto Guinardia vaccinii (EU167584)  foi utilizado como grupo externo. Os valores 
de bootstrap (n=1000 repetições) maiores que 50 e escala da distância genética estão indicados. Os 
isolados avaliados nesse estudo estão indicados com o triângulo 
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 fungo endofítico de ramo 46(4)
 fungo endofítico de ramo 1.16(2)
 fungo endofítico de ramo 68(4)

 Hypocrea lixii EF442079
 Hypocrea lixii FJ442664

 fungo endofítico de ramo 12.8(2)
 Hypocrea lixii EF442074
 Hypocrea lixii FJ442244

 fungo endofítico de  folha 83(3)
 fungo endofítico de ramo 1.14(2)

 fungo endofítico de folha 12.6(2)
 fungo endofítico de ramo 48(4)

 fungo endofítico de ramo 38(4)
 Hypocrea lixii AF443923

 fungo endofítico de folha 15.1(3)
 fungo endofítico de folha 17.3(2)
 fungo endofítico de ramo 3.9(2)

 fungo endofítico de folha 12.7(2)
 fungo endofítico de folha 45(4)

 Hypocrea lixii FJ442640
 Hypocrea lixii AY154948
 Hypocrea lixii EF442085

 fungo endofítico de ramo 2.6(2)
 fungo endofítico de ramo 47(4)
 fungo endofítico de folha 72(3)

 Hypocrea lixii EU280091
 Hypocrea lixii AY605731

 fungo endofítico de folha 89(3)
 Hypocrea virens EF442081
 Hypocrea virens EU280073
 Hypocrea virens FJ442676

 Trichoderma longibrachiatum X93929
 fungo endofítico de ramo 19(4)

 Trichoderma longibrachiatum EF417483
 fungo endofítico de ramo 59.2(1)
 fungo endofítico de ramo 86(3)

 fungo endofítico de ramo 1.2(2)
 Trichoderma asperellum FJ004799

 fungo endofítico de folha 10.29(2)
 Trichoderma asperellum EU280132
 Trichoderma asperellum EU436683
 Trichoderma asperellum EU272525

 fungo endofítico de folha 15.1(2)
 Trichoderma erinaceum EU280130
 Trichoderma erinaceum EU280134
 Hypocrea koningii FJ610293
 Trichoderma koningiopsis DQ379015
 Trichoderma koningiopsis FJ442613
 Trichoderma koningiopsis EU280141
 Trichoderma koningiopsis FJ442662
 Trichoderma koningiopsis EU280108
 Trichoderma sp. EU009980
 Trichoderma koningiopsis FJ442655
 Trichoderma koningiopsis EU280131
 Hypocrea koningii EF417481

 fungo endofítico de ramo 6.2(1)
 fungo endofítico de folha 15.15(2)
 fungo endofítico de ramo 61(3)

 Hypocrea koningii EU280128
 fungo endofítico de ramo 44(4)

 Hypocrea koningii DQ323444
 Hypocrea koningii DQ323435

 fungo endofítico de ramo 36.3(1)
 Hypocrea koningii EF488160

 fungo endofítico de ramo 19.1(1)
 Aspergillus aculeatus GU595032
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Figura 2.6 – Árvore filogenética construída pelo método de Neighbor-joining com base na região ITS1-5,8S-ITS2 do 
rDNA de 30 fungos endofíticos do gênero Trichoderma  (teleomorfo Hypocrea) e de acessos obtidos do  
GenBank. O ascomiceto Aspergillus aculeatus (GU595032) foi utilizado como grupo externo. Os 
valores de bootstrap (n=1000 repetições) maiores que 50 e escala da distância genética estão indicados. 
Os isolados avaliados nesse estudo estão indicados com o triângulo 
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 fungo endofítico de ramo 101(4)
 fungo endofítico de ramo 43(4)
 fungo endofítico de ramo106(4)
 fungo endofítico de folha 98.1(4)
 fungo endofítico de ramo 68.3(1)

 fungo endofítico de folha39.3(1)
 fungo endofítico de folha 53.2(1)

 fungo endofítico de ramo 33.3(1)
 Xylaria enteroleuca AF163033

 Xylaria enteroleuca FJ205467
 Xylaria enteroleuca FJ205447

 fungo endofítico de ramo 23(4)
 Xylaria curta EU715689

 Xylaria curta EU715625
 Xylaria curta EU715621
 Xylaria curta EU715624
 fungo endofítico de ramo 36(4)

 fungo endofítico de ramo 83.2(1)
 fungo endofítico de 36(4)

 fungo endofítico de folha 93.3(1)
 Xylaria curta DQ322144

 Xylaria allantoidea FJ884194
 Xylaria allantoidea AY909005
 Xylaria allantoide AY909005

 fungo endofítico de folha 15.2(2)
 Xylaria sp. EF423534
 Xylaria polymorpha AB274817

 Xylaria acuta AF163026
 Xylaria castorea AF163030

 Xylaria longipes AF163039
 Xylaria badia DQ322137

 Xylaria longipes AM993137
 Xylaria longipes AM993125
 Xylaria longipes AY909014
 Xylaria longipes AM993130

 Xylaria longipes AF163038
 Xylaria sp. EU016102

 fungo endofítico de folha 57.1(4)
  fungo endofítico de folha 91.2(1)

 fungo endofítico de folha 17(3)
 fungo endofítico de folha 47.4(1)

 Xylaria sp. AF153724
 fungo endofítico de folha 10.20(2)
 fungo endofítico de folha 12.13(2)

 fungo endofítico de folha 1a(2)
 Xylaria grammica DQ322146

 Xylaria arbuscula FJ205469
 Xylaria carpophila AM993124

 fungo endofítico de ramo 12.9(2)
 fungo endofítico de folha 15.12(2)

 fungo endofítico de folha 10.15(2)
 fungo endofítico de folha 15.17(2)

 Xylaria hypoxylon GU797437
 Xylaria polymorpha FM164944

 fungo endofítico de folha 47.1(1)
 Xylaria polymorpha AF163041

 Xylaria polymorpha AF163042
 fungo endofítico de ramo 58(3)

 Colletotrichum gloeosporioides EU200455
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Figura 2.7 – Árvore filogenética construída pelo método de Neighbor-joining com base na região ITS1-5,8S-ITS2 do 

rDNA de 26 fungos endofíticos do gênero Xylaria (teleomorfo Nodulisporium) e de acessos obtidos do  
GenBank. O ascomiceto Colletotrichum gloeosporioides (EU200455)  foi utilizado como grupo externo. 
Os valores de bootstrap (n=1000 repetições) maiores que 50 e a escala da distância genética estão 
indicados. Os isolados avaliados nesse estudo estão indicados com o triângulo 
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 fungo endofítico de ramo 30(4)

 Guignardia mangiferae GU060433
 fungo endofítico de folha 5a(2)
 fungo endofítico de folha 84(4)
 fungo endofítico de ramo 13.2(1)
 fungo endofítico de folha 12.5(2)
 fungo endofítico de folha 50.6(2)

 Guignardia mangiferae FJ769611
 Guignardia mangiferae AB454361
 Guignardia mangiferae EU273524
 Guignardia sp. EF694644
 Guignardia mangiferae AB454273
 Guignardia mangiferae FJ538320
 Guignardia mangiferae DQ780427
 Guignardia sp. AB255297

 fungo endofítico de ramo 32(4)
 fungo endofítico de folha 19(3)

 fungo endofítico de folha 21(3)
 fungo endofítico de folha 50.8(2)

 fungo endofítico de ramo 33(4)
 fungo endofítico de ramo 34(4)

 Guignardia vaccinii FJ538353
 Guignardia vaccinii FJ603592
 Guignardia vaccinii EF672228

 fungo endofítico de ramo 17(4)
 fungo endofítico de folha 18(4)

 Guignardia bidwellii FJ824766
 Guignardia bidwellii EU683672

 Guignardia philoprina FJ824768
 Guignardia philoprina AF312014

 Guignardia aesculi AB095504
 Guignardia gaultheriae AB095506

 Fusarium mangiferae GQ376112
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Figura 2.8 – Árvore filogenética construída pelo método de Neighbor-joining com base na região ITS1-5,8S-ITS2 do 

rDNA de 14 fungos endofíticos do gênero Guignardia e de acessos obtidos do  GenBank. O ascomiceto 
Fusarium mangiferae (GQ376112)  foi utilizado como grupo externo. Os valores de bootstrap (n=1000 
repetições) maiores que 50 e a escala da distância genética estão indicados. Os isolados avaliados nesse 
estudo estão indicados com o círculo 

 
 
 

 Coprinellus micaceus AY461832
 Coprinellus truncorum FM878006

 Coprinellus micaceus FJ168568
 Coprinellus disseminatus AY787669

 Coprinellus disseminatus DQ093648
 Coprinellus radians FJ462761

 fungo endofítico de ramo81(3)
 Coprinellus radians FJ582637

 Coprinelus verrucispermus AY521250
 Coprinellus curtus AY461834
 Coprinellus curtus AY461824

 Coprinellus congregatus FM878013
 Coprinellus heterothrix FM878018

 Coprinellus pellucidus FM878023

 Agarica les

 Phanerochaete chrysorhiza AY219359
 Phanerochaete hiulca AY219342

 Phanerochaete laevis AY219348
 Phanerochaete calotricha EU047803

 Phanerochaete laevis AY219347
 Phanerochaete arizonica AY219350

 Phanerochaete carnosa AY219354
 Phanerochaete velutina AY219351

 fungo endofítico de ramo 2.2(2)
 Phanerochaete australis AY219374
 Phanerochaete australis AY219373

 Phanerochaete avellanea AY219355
 Phanerochaete chrysosporium AF475147
 Phanerochaete chrysosporium AF475146

 Corticia les

Agaricomice tos

 Guignardia citricarpa FJ824767 a
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Figura 2.9 – Árvore filogenética construída pelo método de Neighbor-joining com base na região ITS1-5,8S-ITS2 do 

rDNA de 2 basidiomicetos  e de acessos obtidos do  GenBank. O ascomiceto Guignardia citricarpa  
(FJ824767)  foi utilizado como grupo externo. Os valores de bootstrap (n=1000 repetições) maiores que 
50 e a escala da distância genética estão indicados. Os isolados avaliados nesse estudo estão indicados 
com o triângulo 
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 Chrysoporthe cubensis DQ368776
 fungo endofítico de folha28(3)

 Crysoporthe cubensis DQ368775
 Endothia gyrosa AF368324
 Endothia gyrosa AF368326

 fungo endofítico de folha 30.1(2)
 Endothia gyrosa AF368325
 Chrysoporthe austroafricana DQ246618
 Chrysoporthe austroafricana DQ246617
 Cryphonectria macrospora EF026116
 Cryphonectria macrospora 94031513
 Cryphonectria macrospora EF02611

 fungo endofítico de ramo 80.1(1)
 fungo endofítico de folha 2.15(2)
 fungo endofítico de ramo 56(4)
 fungo endofítico de ramo 55(4)
 fungo endofítico de folha 56.1(4)
 fungo endofítico de ramo 43(3)
 fungo endofítico de ramo 40.1(1)

 fungo endofítico de ramo 59.4(1)
 Cytospora rhizophorae DQ996040

 fungo endofítico de ramo 12.1(2)
 fungo endofítico de ramo 56(4)

 fungo endofítico de ramo 1.5(2)
 Valsa ambiens EF447370
 Cytospora cincta EF447361
 Valsa ceratosperma EF447410
 Cytospora rhizophorae EU301057

 fungo endofítico de ramo 2.3(3)
 fungo endofítico de ramo 1(3)
 fungo endofítico de ramo 46(3)

 Endothia viridistroma AF452120
 Endothia viridistroma AF452119

 fungo endofítico de ramo 13.9(2)
 fungo endofítico de folha 49.4(1)

Diaportha les

 fungo endofítico de ramo 20.1(1)
 Gelasinospora tetrasperma AY681178
 Gelasinospora tetrasperma GQ922543

 fungo endofítico de ramo 77(3)
 Neurospora discreta GU327632

 Podospora didyma AY999127
 Podospora appendiculata AY999126

 Podospora austroamericana AY999124
 Podospora anserina GU327641
 Podospora anserina GU327640

Sordaria les

 Pseudallescheria angusta AY228114
 Pseudallescheria ellipsoidea AY878940

 Pseudallescheria minutispora AJ888424
 Pseudallescheria boydii AY21368

 fungo endofítico de folha 17.8(2)
 Pseudallescheria boydii GU566282

Microasca les

 Cylindrocladium perseae AF307352
 Cylindrocladium gracile AF261737

 Cylindrocladium heptaseptatum AF231967
 fungo endofítico de folha 83(4)
 fungo endofítico de ramo 4(3)

 Cylindrocladium spathulatum AF307348
 fungo endofítico de ramo 3.3(1)
 fungo endofítico de ramo 5(3)

 Cylindrocladium spathulatum AF307350
 fungo endofítico de folha 21.4(1)

Hipocrea les

 fungo endofítico de ramo 3.11(2)
 fungo endofítico de folha 12(3)

 Eutypa lata EU835167
 fungo endofítico de folha 76(4)

 Eutypa lata EU835166
 Eutypa lata EU835165

 Eutypa leptoplaca FJ746669
 Eutypa spinosa EF155486

Xila ria les

 fungo endofítico de ramo 62.8(1)
 fungo endofítico de ramo 61.1(1)

 fungo endofítico de folha 11(3)
 fungo endofítico de folha 73(4)
 fungo endofítico de folha 80(4)

 Pestalotiopsis clavispora GU797416
 Pestalotiopsis clavispora GU595048

 fungo endofítico de ramo 5.4(1)
 Pestalotiopsis acaciae AB482207

 fungo endofítico de folha 77(4)
 Pestalotiopsis theae EF423551
 Pestalotiopsis theae EF423553
 Pestalotiopsis theae AY163167

 Pestalotiopsis adusta DQ789377
 fungo endofítico de ramo 56.3(1)

Xila ria les

 Nigrospora sphaerica FJ478134
 Nigrospora sphaerica GQ258792
 fungo endofítico de folha 13.1(2)

 Nigrospora oryzae GU797415
 Nigrospora oryzae EU529993

T richosphaeria les

 fungo endofítico de folha 44.2(1)
 Periconia igniaria EU367468

 fungo endofítico de folha 12.18(2)
 Periconia macrospinosa AJ246159
 Periconia macrospinosa FJ536209

Microasca les

Sordariomice tos

 Coprinellus disseminatus AY787669
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Figura 2.10 – Árvore filogenética construída pelo método de Neighbor-joining com base na região ITS1-5,8S-ITS2 

do rDNA de 39 fungos endofíticos da classe Sordariomicetos e de acessos obtidos do  GenBank. O 
basidiomiceto Coprinellus disseminatus (AY787)  foi utilizado como grupo externo. Os valores de 
bootstrap (n=1000 repetições) maiores que 50 e a escala da distância genética estão indicados. Os 
isolados avaliados nesse estudo estão indicados com o losango  
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 fungo endofítico de folha 15(3)
 fungo endofítico de ramo 63(4)
  fungo endofítico de folha 3.43(2)
 fungo endofítico de ramo 3.15(2)

 Neofusicoccum ribis GQ845092
 Neofusicoccum ribis GQ999855

 fungo endofítico de ramo 64(4)
 Neofusicoccum ribis GU797389

 fungo endofítico de ramo 6(3)
 Neofusicoccum australe FJ150697

 Neofusicoccum vitifusiforme EF638785
 Neofusicoccum mangiferae EU675680
 fungo endofítico de ramo 29.6(3)

 fungo endofítico de ramo 29.6(3)
 fungo endofítico de folha 85(3)

 Botryosphaeria dothidea GU723469
 Botryosphaeria corticola AY268420
 Botryosphaeria corticola AY268421

 Coniothyrium concentricum EU520165
 Lasiodiplodia crassispora EF622086
 Lasiodiplodia crassispora DQ103551
 Botryosphaeria obtusa AF452556

 Lasiodiplodia gonubiensis EU301036
 Lasiodiplodia pseudotheobromae FJ904913

 fungo endofítico de ramo 8(3)
 fungo endofítico de ramo 3.2(1)
 fungo endofítico de ramo 41(3)

 Botryosphaeria rhodina EU012372
 Botryosphaeria rhodina GU797388

Botryosphae ria le s

 Cladosporium cladosporioides FJ717686
 Cladosporium cladosporioides GU566222
 Cladosporium cladosporioides EU497957
 Cladosporium bruhnei EF679339
 Cladosporium bruhnei EF679337

Ca pnodia le s

 Phaeoramularia weigelicola EF535657
 Phaeoramularia weigelicola EF535656
 Phaeoramularia manihotis AF284385
 Phaeoramularia calotropidis AY303969

 fungo endofítico de folha 103(2)
 Phaeoramularia saururi AF222836

Ascomice to mitospórico

 fungo endofítico de folha 75.1(1)
 Neosartorya fischeri EU926976
 Neosartorya fischeri FJ624264
 Neosartorya fischeri AF176661

Eurotia le s

 Scolecobasidium variabile DQ307334
 Scolecobasidium cateniphorum DQ307331
 Scolecobasidium humicola DQ307332

 fungo endofítico de folha 12.19(2)
 Scolecobasidium sp. EU714392

Ascomiceto mitospórico

 Nigrospora sp. EU714382
  fungo endofítico de folha 101(3)

 Arthothelium spectabile AF138814
T richospha eria le s

 fungo endofítico de folha 26(3)
 Coniothyrium fuckelii EF540754
 Coniothyrium minitans AJ293811
 Coniothyrium minitans AM922207

 fungo endofítico de folha 54.1(1)
 fungo endofítico de folha 10.28(2)

 Massarina sp. DQ863675
 Amorosia littoralis AM292047

 fungo endofítico de folha 10.27(2)
 Massarina arundinariae AB524787

 fungo endofítico de folha 25(3)
 fungo endofítico de folha 104(4)
 Massarina igniaria EU715629

 Ascomycota sp. EU680558
 Massarina eburnea AF383959

Ple ospora le s

 Massarina rubi AF383964
 Pichia acaciae EU343866

 Pichia guilliermondii EF222226
 fungo endofítico de ramo 3.7(2)
 fungo endofítico de folha 15.23(2)
 fungo endofítico de ramo 2.4(2)

 Pichia guilliermondii FJ969194
 Pichia guilliermondii FJ662408

Saca romiceta les

 Leptosphaeria sp. AY336132
 Leptosphaeria sp. FN394721

 fungo endofítico de folha 52(3)
Ple ospora le s

 fungo endofítico de ramo 40(4)
 Epicoccum nigrum EN FJ424242
 Epicoccum nigrum FJ424261
 Epicoccum nigrum FJ424241

Dothide omice to mitospórico

 Phaeosphaeriopsi phacidiomorpha FJ462742
 Phaeosphaeriopsis amblyspora AY188993
 Phaeosphaeriopsis agavensis AF250828

Ple ospora le s

 fungo endofítico de folha 20(3)
 Leptosphaeria microscopica AF455486
 Leptosphaeria microscopica AF455494
 Coniothyrium minitans AJ293810

Ple ospora le s

 Pleosporales sp. EF060849
 fungo endofítico de folha 44.2(1)

 Phaeosphaeriopsis musae GQ169764
 fungo endofítico de folha 91.4(1)

 Phaeoseptoria musae AF439469
 Phaeosphaeriopsis musae DQ885894
 Phaeoseptoria musae GQ179756

Ascomicota  mitospórico

 fungo endofítico de folha 25.1(3)
 Alternaria solani EU617718
 Alternaria alternata GU797364
 Alternaria alternata GU797144

 fungo endofítico de ramo 59(4)
 Alternaria alternata GU566303

 fungo endofítico de folha 12.2(2)
 Alternaria alternata GU797363

Ple ospora les

 fungo endofítico de ramo 3.20(2)
 Curvularia sp. EU714387
 Curvularia sp. GQ184733
 Curvularia affinis AF071335

Ple ospora le s

Ascomicota

 Coprinellus radians FJ582637
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Figura 2.11 – Árvore filogenética construída pelo método de Neighbor-joining com base na região ITS1-5,8S-ITS2 

do rDNA de 33 ascomicetos e de acessos obtidos do  GenBank. O basidiomiceto Coprinellus radians 
(FJ582637)  foi utilizado como grupo externo. Os valores de bootstrap (n=1000 repetições) maiores 
que 50 e a escala da distância genética estão indicados. Os isolados avaliados nesse estudo estão 
indicados com o triângulo 
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 fungo endofítico de folha 108(4)
 fungo endofítico de folha 30.3(2)
 fungo endofítico de folha 22(3)

 Aspergillus awamori EF151436
 Aspergillus awamori DQ196199

 fungo endofítico de ramo 17.5(3)
 fungo endofítico de folha 82(4)
 fungo endofítico de ramo 9(4)

 Aspergillus awamori EU821299
 fungo endofítico de folha 30.2(2)

 Aspergillus niger GU325668
 fungo endofítico de ramo 8(4)

 Aspergillus niger GU325681
 fungo endofítico de folha 56(3)

 Aspergillus anthodesmis FJ491662
 Aspergillus aculeatus EF661221
 Aspergillus aculeatus GU595032
 Aspergillus aculeatus DQ480347

 fungo endofítico de folha 14.5(2)
 Aspergillus oryzae GU966496
 Aspergillus oryzae GU385811
 Aspergillus oryzae GU120193

 fungo endofítico de folha 50(3)
 Aspergillus sp. GQ120968

 fungo endofítico de folha 55(3)
 Penicillium glabrum GU734815
 Penicillium glabrum FJ717688
 fungo endofítico de folha 3.12(2)
 fungo endofítico de ramo 60(4)
 Penicillium aurantiogriseum GU566234
 Penicillium aethiopicum AY371635

 fungo endofítico de folha 54(3)
 Penicillium aethiopicum AY373896

 Penicillium minioluteum GU566240
 Penicillium minioluteum EU833222

 Penicillium aculeatum GU564262
 fungo endofítico de ramo 76(3)

 Penicillium minioluteum AF380354
 fungo endofítico de ramo 62(4)

 Penicillium minioluteum FJ160269
 fungo endofítico de ramo 24(4)

 Penicillium minioluteum FJ160268
 Diaporthe phaseolorum GU595036
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Figura 2.12 – Árvore filogenética construída pelo método de Neighbor-joining com base na região ITS1-5,8S-ITS2 

do rDNA de 17 isolados da ordem Eurotiales e de acessos obtidos do  GenBank. O ascomiceto 
Diaporthe phaseolorum (GU595036) foi utilizado como grupo externo. Os valores de bootstrap 
(n=1000 repetições) maiores que 50 e a escala da distância genética estão indicados. Os isolados 
avaliados nesse estudo estão indicados com o losango  

 

 

2.2.2.4 Diversidade, riqueza e rarefação da comunidade endofítica  

 

 A determinação da diversidade, riqueza e rarefação da comunidade fúngica associada às 

três espécies de plantas dos manguezais de Bertioga e Cananéia foi realizada por meio do 

programa DOTUR, que utilizou as sequências da região ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA dos isolados 

para calcular o índice de diversidade de Shannon-Wienner (H’), o índice de riqueza de Chao1 e a 

rarefação. Essas análises foram realizadas com as sequências de 344 isolados, agrupadas de 

acordo com os fatores de variação avaliados (órgão vegetal, estação do ano, espécie de planta e 

local de isolamento).  
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As curvas de rarefação (Figura 2.13) construídas para os diferentes grupos de sequências 

(tratamentos) revelaram que a amostragem adotada no presente trabalho foi suficiente para 

representar a comunidade fúngica em nível de gênero. Isso porque, considerando as sequências 

dos fungos presentes nos diferentes tratamentos, foi possível observar que as curvas de rarefação 

(para 95% e 97% de similaridade) começam a estabilizar. Visando evitar interpretações 

equivocadas, as conclusões acerca da diversidade e riqueza da comunidade fúngica associada aos 

manguezais foram baseadas apenas nos valores obtidos para as similaridades de 95% e 97%.  

 A Tabela 2.6 contém os valores encontrados para os índices de Shannon-Wienner e Chao1 

para os diferentes tratamentos. Os resultados mostraram que nas comparações entre a diversidade 

dos diferentes órgãos (ramo e folha), locais (Bertioga e Cananéia) e estações (verão e inverno) 

em nível de similaridade de 100% foram observadas diferenças significativas, sendo que nesse 

caso os valores de diversidade seguem a  seguinte ordem: ramo>folha; Cananéia>Bertioga e 

verão>inverno.  

 Os ramos além de possuírem maior frequência de colonização também apresentaram 

maior diversidade fúngica. No estudo de  Gazis e Chaverri (2010) foi encontrado também que 

partes inferiores das plantas apresentam maior diversidade de endófitos. Além disso, foi 

encontrada maior diversidade fúngica em Cananéia que é um manguezal com menor efeito 

antropogênico, isso indica a importância da preservação dos manguezais que podem fornecer 

novos compostos ativos por meio do metabolismo secundário de microrganismos que sobrevivem 

às condições adversas dos manguezais.   

 Os resultados mostraram que a estação do ano (verão e inverno) influencia a riqueza da 

comunidade de fungos associadas às plantas de manguezais, uma vez no verão foi observado 

maior índice de  riqueza, do que no inverno. Entretanto, não houve alteração na diversidade e na 

riqueza da comunidade fúngica comparando as três espécies de plantas entre si e locais 

impactado e não impactado de Bertioga. Indicando que o derramamento de petróleo pode não ter 

influenciado na diversidade de fungos, ou houve tempo suficiente para que a comunidade fúngica 

seja restabelecida.  Entretanto no estudo de Hyde (2004)  houve perda da diversidade fúngica do 

manguezal poluído com petróleo quando comparado ao manguezal sadio.  

 No presente trabalho a frequência de isolamento, diversidade e riqueza foram maiores no 

verão indicando que a alta umidade e temperatura favorecem a maior infecção da planta por 

endófitos permitindo também o isolamento de um maior número de espécies fúngicas. Estudos 
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relatam que a infecção fúngica endofítica é aumentada no verão, mas as mesmas espécies 

fúngicas colonizam a planta hospedeira, não alterando dessa forma a diversidade   

(SURYANARAYANAN; KUMARESAN; JOHNSON, 1998; SURYANARAYANAN; 

MURALI; VENKATESAN, 2002).   

 

Tabela 2.6  -  Índices de diversidade (Shannon-Wienner) e riqueza (Chao1) obtidos a partir da análise das sequências 
da região ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA de 344 isolados 

  

Similaridade considerada * 
Índices 

Grupo de 
sequências 100% 99% 97% 95% 

Ramo 4,69(0,14) 4,39(0,15) 4,00(0,15) 3,89(0,15) 
Folha 4,12(0,18) 3,81(0,21) 3,51(0,21) 3,22(0,22) 

Rhizophora 4,38(0,15) 4,17(0,17) 3,85(0,19) 3,59(0,21) 
Laguncularia 4,52(0,14) 4,33(0,15) 3,95(0,20) 3,68(0,18) 

Avicennia 4,35(0,17) 4,22(0,18) 3,75(0,21) 3,57(0,26) 
Ber   Impactado 4,33(0,16) 3,98(0,17) 3,54(0,22) 3,30(0,22) 

NãoImpactado 4,17(0,17) 3,85(0,20) 3,32(0,24) 3,08(0,25) 
Bertioga 4,75(0,12) 4,37(0,14) 3,65(0,17) 3,34(0,19) 
Cananéia 5,08(0,11) 4,62(0,13) 4,08(0,14) 3,69(0,14) 

Verão 5,03(0,11) 4,69(0,14) 4,22(0,16) 4,00(0,17) 

Diversidade 
(Shannon-
Wienner) 

Inverno 4.85(0,12) 4,54(0,14) 3,87(0,16) 3,65(0,15) 

Ramo 4498(328-812) 239(176-358) 127(100-185) 115(90-168) 
Folha 335(189-670) 186(104-272) 109(74-196) 94(53-131) 

Rhizophora 666(328-1469) 254(157-462) 170(105-324) 215(92-506) 
Laguncularia 642(346-1285) 318(175-575) 135(95-225) 92(68-251) 

Avicennia 391(216-785) 181(118-318) 154(90-320) 120(68-266) 
Impactado 752(347-1763) 146(99-250) 62(81-136) 67(48-121) 

NãoImpactado 372(197-783) 220(122-462) 109(63-238) 72(46-146) 
Bertioga 583(319-787) 287(194-469) 140(86-205) 103(68-156) 
Cananéia 766(521-1185) 320(239-462) 185(137-282) 143(101-243) 

Verão 1745(884-3610) 640(389-1127) 603(196-533) 204(138-342) 

Riqueza 
(Chao1) 

Inverno 599(423-897) 358(255-546) 164(119-262) 103(81-157) 
      

         * Valores para intervalo com 95% de confidência são apresentados entre parênteses  
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Figura 2.13 - Análise de rarefação de filotipos componentes das comunidades fúngicas isoladas dos órgãos: (a) ramo 

e (b) folha; em diferentes espécies: (c) -  Rhizophora mangle, (d)  - Laguncularia racemosa, (e) 
Avicennia nitida; nos  locais (f) Cananéia e (g) Bertioga, em diferentes estações  (h) – verão e (i) 
inverno, e em diferentes ambientes (j) impactado e (k) não impactado. As análises são baseadas em 
sequências parciais da região ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA dos isolados fúngicos. Foram consideradas 
100%, 99%, 97% e 95% de similaridades entre as sequências para determinar as rarefações  
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2.3 Conclusão 

 

 Os manguezais avaliados são colonizados por uma diversa comunidade de fungos 

endofíticos pertencentes a pelo menos cinco classes taxonômicas (Sordariomicetos, 

Eurotiomicetos, Dothideomicetos, Sacaromicetos e Agaricomicetos), sendo que os 

Sordariomicetos predominaram. Os gêneros mais frequentes nesse estudo foram Phomopsis, 

Trichoderma, Colletotrichum, Fusarium e Xylaria, sendo que Phomopsis foi o gênero dominante. 

Além disso, parte da comunidade fúngica avaliada não apresentou o seu gênero identificado, 

podendo tratar-se de novas espécies. Grande parte dos gêneros fúngicos avaliados não 

apresentaram especificidade com relação a planta hospedeira. Os ramos apresentaram maior 

frequência e diversidade fúngica quando comparados com as folhas. A frequência de colonização 

pode ser afetada pela estação do ano em que é realizada a coleta, e o efeito depende do 

manguezal considerado.  A análise da comunidade fúngica mostrou que a diversidade  entre 

diferentes tecidos vegetais, estações do ano e locais de isolamento é diferente. O manguezal de 

Cananéia, o qual possui menor efeito antropogênico, mostrou maior diversidade fúngica 

indicando a importância da preservação desse ecossistema que pode ser fonte de princípios ativos 

de grande interesse biotecnológico. A maioria dos gêneros encontrados são de fungos do solo 

indicando que esses estão bem adaptados às condições adversas dos manguezais.   
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3 TRANSFORMAÇÃO GENÉTICA DO FUNGO Diaphorte phaseolorum MEDIADA 
PELA Agrobacterium tumefaciens 
 

Resumo  

Nos  últimos anos a transformação genética de fungos mediada pela Agrobacterium 
tumefaciens tem sido empregada como um método importante para identificar genes 
interrompidos. Técnicas de mutagênese insercional aleatória têm sido consideradas ferramentas 
eficientes para investigar a função de genes fúngicos, principalmente com o crescente interesse 
nos estudos de genômica funcional. Estudos sobre o sistema Agrobacterium na transformação de 
fungos demonstram que o T-DNA se insere em sítios aleatórios no genoma do hospedeiro 
principalmente como cópia única. Dessa forma, a  agrotransformação vem sendo empregada para 
identificar genes relacionados com o potencial biotecnológico fúngico, obtendo informações da 
via  metabólica do mesmo. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivos: a) avaliar a 
atividade antimicrobiana da comunidade de fungos endofíticos de manguezais obtidos no 
presente trabalho (Capítulo 2) contra os patógenos humanos Staphylococcus aureus e Escherichia 
coli, e contra o fitopatógeno Xanthomonas axonopodis citri; b) estabelecer a metodologia de 
transformação genética pelo sistema Agrobacterium tumefaciens para o fungo endofítico 
Diaporthe phaseolorum; c) gerar e caracterizar uma biblioteca de transformantes de D. 
phaseolorum permitindo o estudo de genes relacionados com a via de biossíntese do antibiótico 
ácido 3-hidroxipropiônico produzido por meio do metabolismo secundário desse fungo. Os 
resultados mostraram que dentre as linhagens produtoras de antibiótico, 29,41% pertencem ao 
gênero Diaporthe, o qual apresentou maior frequência na comunidade fúngica avaliada. Para a 
agrotransformação de D. phaseolorum foram avaliadas dois tipos de membranas (náilon e papel 
de filtro), dois períodos de co-cultivo (24 e 48 horas) e duas concentrações de acetoseringona no 
meio de co-cultivo (200 e 400 µM), sendo que todas as condições testadas apresentaram a mesma 
eficiência de transformação. Os transformantes gerados apresentaram 100% de estabilidade 
mitótica. A integração do T-DNA foi identificada nos transformantes por meio das técnicas de 
PCR e Southern blot. Foi obtida uma biblioteca de 520 transformantes sendo que 31 
apresentaram ausência da atividade antimicrobiana contra o patógeno S. aureus. A análise das 
sequências que flanqueiam o T-DNA mediante TAIL-PCR mostraram que os genes 
interrompidos nos transformantes apresentaram similaridades com proteínas de domínios 
conservados envolvidos com diferentes funções como: translação de proteínas, homeostase do 
íon orgânico Mg2+, transporte intracelular, migração, adesão e proliferação celular. O uso da 
mutagênese insercional aleatória mediante Agrobacterium tumefaciens é uma ferramenta 
importante na identificação de genes relacionados com a biossíntese de metabólitos secundários 
de interesse biotecnológico. O presente estudo descreve pela primeira vez a transformação 
genética do gênero Diaporthe pelo sistema Agrobacterium tumefaciens. 

 
Palavras-chave: Diaporthe phaseolorum; Agrotransformação; Antibiótico; Endofítico; 

Microscopia; Mutagênese insercional aleatória 
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3 GENETIC TRANSFORMATION OF THE FUNGUS Diaporthe phaseolorum 
MEDIATED BY Agrobacterium tumefaciens 
 
 
Abstract           
 
 Recently, Agrobacterium tumefaciens-mediated fungal transformation has been used as 
an important tool to disclose disrupted genes. As a result of the increasing number of studies on 
functional genomics, insertional mutagenesis techniques are now considered efficient tools to 
investigate the function of fungal genes. Reports on Agrobacterium-mediated fungal 
transformation have demonstrated that the T-DNA is randomly inserted in the host genome, 
mostly as a single copy. The agro-transformation has also been employed to identify genes that 
are related to the biological potential of fungi and to obtain information about the metabolic 
pathway. This study aimed: a) to evaluate the antibiotic activity of mangrove endophytic fungi 
(Chapter 2) against the human pathogens Staphylococcus aureus and Escherichia coli, and 
against the phytopathogen Xanthomonas axonopodis citri ; b) to set up an A. tumefaciens-
mediated transformation system for the endophytic fungus Diaporthe phaseolorum; c) to generate 
and characterize a D. phaseolorum transformants library, in order to study genes related to the 
biosynthesis pathway of the antibiotic 3-hydroxipropionic acid, produced by the secondary 
metabolism of this fungus. The results revealed that 29.41% of the antibiotic producing strains 
belonged to the genus Diaporthe, which was the most frequently found in the assessed fungal 
community. Two different types of membranes (nylon and filter paper), co-cultivation periods 
(24 and 48 hours) and concentrations of acetosyringone in the co-cultivation plates (200 and 400 
µM) were employed to the agro-transformation of D. phaseolorum. All the tested conditions had 
the same transformation efficiency. The generated transformants presented 100% of mitotic 
stability. The T-DNA integration in the fungal genome was checked by PCR and Southern blot 
techniques. A library of 520 transformants was generated, in which 31 had no antibiotic activity 
against the pathogen S. aureus. The analysis of the T-DNA flanking sequences by TAIL-PCR 
showed that the disrupted genes in the transformants showed similarity to proteins from 
conserved domains that have different functions, such as: protein translation, Mg2+ homeostasis, 
intracellular transport, migration, adhesion and cellular proliferation. The use of Agrobacterium-
mediated transformation for insertional mutagenesis is an important tool in the search for genes 
related to the biosynthesis of secondary metabolites with biotechnological potential. This is the 
first study to describe the genetic transformation of the fungal genus Diaporthe using the A. 
tumefaciens system. 
 
Keywords: Diaporthe phaseolorum; Agrobacterium-mediated transformation; Antibiotic; 

Endophytic; Microscopy; Insertional mutagenesis 
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3.1 Introdução 

 

 Nos últimos anos, há interesse crescente nos estudos sobre a genômica funcional de 

fungos. Técnicas de mutagênese insercional aleatória e de mutagênese sítio-específica têm sido 

adaptadas e empregadas como uma ferramenta eficiente para investigar a função dos genes 

fúngicos. Além disso, o genoma de um número significativo de fungos tem sido sequenciados 

(http://www.genomesonline.org/) (WELD et al., 2006). A transformação mediada pela 

Agrobacterium tumefaciens tem sido utilizada como um método poderoso para identificar genes 

interrompidos, inclusive, tem sido preferida como o sistema de tranformação para muitos fungos 

(AMEY et al., 2002; BUNDOCK; HOOYKAAS, 1996; CAMPOY et al., 2003; FITZGERALD 

et al., 2003; MICHIELSE et al., 2005; MULLINS et al., 2001; RODRÍGUEZ-TOVAR et al., 

2005;). Grande parte dos trabalhos sobre o sistema Agrobacterium adaptados na transformação de 

fungos demonstra que o T-DNA se insere em sítios aleatórios, e que inserções únicas no genoma 

do hospedeiro são predominantes (COVERT et al., 2001; DE GROOT et al., 1998; MORIOKA et 

al., 2006). Nesse contexto, a agrotransformação vem sendo muito empregada para obter fenótipos 

mutantes e identificar os genes a estes relacionados, permitindo obter informações do fluxo 

metabólico de fungos de importância industrial (MEYER, 2007).  

 Os fungos são amplamente utilizados na biotecnologia como “fábricas celulares” para a 

produção de compostos ativos de aplicação principalmente farmacêutica e agronômica. Técnicas 

relacionadas à engenharia genética podem ser utilizadas visando o aumento da produtividade 

desses princípios ativos. Os antibióticos β-lactâmicos, incluindo penicilinas e cefalosporinas, 

foram o primeiro grupo que se beneficiou com os progressos realizados com técnicas moleculares 

para fungos filamentosos. O conhecimento crescente da biossíntese e genética molecular de 

antibióticos β-lactâmicos permitiu o aumento na produção do metabólito, bem como a engenharia 

de novas vias de biossíntese (BRAKHAGE; CARUSO, 2004; MEYER, 2007). 

 Estudos de genômica em vários fungos revelam que o número previsto de genes 

relacionados à síntese de metabólitos secundários é maior do que o número de metabólitos 

encontrados em meio de fermentação padrão para uma determinada espécie fúngica 

(BERGMANN et al., 2007; BRAKHAGE et al., 2008). Isso indica que esses genes silenciosos 

podem ser induzidos, por meio da manipulação genética, visando a identificação de novos 

metabólitos ativos, como os observados em Aspergillus nidulans (BERGMANN et al., 2007).  

http://www.genomesonline.org/�
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 O gênero Phomopsis (Diaporthe) é uma fonte rica de metabólitos secundários com várias 

atividades farmacológicas incluindo: phomopsidinas inibidoras de microtúbulos (KOBAYASHI 

et al., 2003), phomoxantonas antimalárica e antituberculose (ISAKA et al., 2001), phomoxantona 

A e phomodol, antifúngicos (ELSAESSER et al., 2005; HORN et al., 1994), éter biraril herbicida 

(DAI et al., 2005), derivados de phomalactona inibidores da produção de citoquinas (WRIGLEY 

et al., 1999), phomopsichalasina antimicrobiana (HORN et al., 1995) e citochalasina H como 

reguladora do crescimento de plantas (WELLS et al., 1976). 

 Embora o gênero Phomopsis (Diaporthe) tenha grande aplicação biotecnológica, não há 

relatos na literatura sobre os mecanismos genéticos relacionados com a síntese de metabólitos 

secundários produzidos pelo mesmo. Além disso, também não existem trabalhos na literatura que 

descrevam um sistema de transformação genética para os fungos deste gênero. Dessa forma, o 

presente trabalho buscou estabelecer as condições para transformação genética do fungo 

Diaporthe phaseolorum pelo sistema A. tumefaciens para então tentar identificar possíveis genes 

relacionados com a biossíntese do antibiótico ácido 3-hidroxipropiônico (produzido pelo fungo 

em questão e identificado no Capítulo 4 deste trabalho) através da análise de transformantes 

deficientes para produção do antibiótico via TAIL-PCR. 

  

3.2 Desenvolvimento 

 

3.2.1 Material e métodos 

 

3.2.1.1 Linhagens patogênicas e condições de cultivo 

  

 Os patógenos humanos testados nesse estudo foram Staphylococcus aureus (gram-

positiva) e Escherichia coli (gram-negativa), sendo que o meio de cultivo utilizado para esses 

patógenos foi Luria Bertani (LB) (10 g de triptona, 10 g de cloreto de sódio, 5 g de extrato de 

levedura,  1000 mL de água destilada; pH 7,0). O fitopatógeno Xanthomonas axonopodis citri 

também foi avaliado utilizando o meio de cultivo NA (3 g de extrato de carne, 5 g de peptona, 

1000 mL de água destilada; pH 6,8) Essas bactérias pertencem ao banco de linhagens do 

Laboratório de Genética de Microrganismos “Prof. João Lúcio de Azevedo”, Departamento de 

Genética, Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, USP, Piracicaba, São Paulo.  
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3.2.1.2 Seleção de fungos endofíticos produtores de antibióticos 

 

 A seleção de fungos endofíticos produtores de antibióticos foi realizada por meio do teste 

em blocos de ágar (ICHIKAWA et al., 1971). Primeiramente, 344 fungos endofíticos foram 

crescidos em 15 mL de meio BDA sólido (Difco) por toda a superfície da placa durante 15 dias, 

na ausência de luz. No preparo das culturas bacterianas foram inoculadas colônias isoladas de 

patógenos humanos e do fitopatógeno respectivamente em 10 mL de meio de cultura LB e NA 

(Difco), os quais foram incubados durante 18 horas a 37º C sob agitação constante de 100 rpm. 

No dia do teste foram semeados 100 µL da suspensão de cada bactéria com DO660nm  de 0,01 em 

10 mL dos respectivos meios de cultura sólido próprio de cada patógeno descrito no item 3.2.1.1. 

Com o auxílio de um furador de rolha de 5 mm, blocos de ágar foram removidos de placas 

contendo cultura fúngica e transferidos com o micélio voltado para cima para as placas onde as 

bactérias patogênicas tinham sido previamente inoculadas. As placas foram incubadas em 

geladeira durante 20 min, para permitir a difusão dos metabólitos para o meio de cultura das 

bactérias. Em seguida, as placas foram incubadas a 37º C durante 24 horas. Após esse período, a 

atividade antimicrobiana foi determinada pela avaliação do diâmetro do halo de inibição 

observado ao redor dos blocos de ágar contendo o fungo. O controle consistiu da inoculação do 

disco de BDA sem o micélio de fungos.  

 

3.2.1.3 Transformação genética mediada por Agrobacterium tumefaciens  

 

3.2.1.3.1 Isolado transformado 

 

A linhagem 41.1(1), identificada como Diaporthe phaseolorum, é um endófito de folha de 

Laguncularia racemosa presente no local não impactado de Bertioga no verão. A classificação 

taxonômica dessa linhagem foi realizada por métodos moleculares e encontra-se descrita no 

Capítulo 2 desse trabalho. 
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3.2.1.3.2 Otimização do protocolo de agrotransformação 

 

 O protocolo descrito por de Groot et al. (1998) para fungos filamentosos foi adotado como 

base para avaliar as condições mais adequadas de transformação do fungo D. phaseolorum. 

Foram realizados testes para avaliar o melhor tipo de membrana (papel de filtro  

8 µm de porosidade e nitrocelulose 0,45 µm de porosidade), o melhor tempo de co-cultivo (24 ou 

48 horas), e a concentração de acetoseringona no meio de indução (200 µM e 400 µM). A análise 

estatística dos resultados obtidos foi realizada com o auxílio do programa SAS - Copyright (c) 

1989-1996 by SAS Institute Inc., Cary, NC, USA. Foram avaliados nove tratamentos, sendo que 

cada tratamento era composto pela combinação dos três parâmetros avaliados. O delineamento 

utilizado foi o inteiramente casualizado, com cinco repetições, onde cada placa constituía uma 

repetição. Micélio de D. phaseolorum foi utilizado como inóculo fúngico, sendo cultivado em 

meio BDA (Difco) a 28º C durante 7 dias de crescimento. Esse micélio foi inoculado na 

membrana 8 horas antes do co-cultivo com a Agrobacterium tumefaciens. 

 

3.2.1.3.3 Linhagem de Agrobacterium tumefaciens, vetor de transformação e condições de 

cultivo  

  

 A transformação genética do fungo D. phaseolorum linhagem 41.1(1) foi realizada 

segundo o protocolo descrito por de Groot et al. (1998) empregando as modificações 

determinadas no item anterior (3.2.1.3.2). A linhagem de A. tumefaciens utilizada nesse trabalho 

é a EHA105, a qual carrega o plasmídio pFAT-gfp (Figura 3.1). Ela foi cedida gentilmente pela 

Dra. Léia Cecília de Lima Fávaro (Laboratório de Genética de Microrganismos, Departamento de 

Genética, Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, USP). Essa linhagem foi recuperada 

do estoque em glicerol, cultivada durante 72 horas a 28º C em meio YEP (WALKERPEACH; 

VELTEN, 1994) sólido suplementado com espectinomicina (200 µg.mL-1) e rifampicina (100 

µg.mL-1). Uma colônia isolada foi transferida para frasco de vidro contendo 30 mL de meio YEP 

líquido suplementado com espectinomicina (200 µg.mL-1) e rifampicina (100 µg.mL-1), incubada 

a 28º C por 24 horas sob agitação (180 rpm). A suspensão de células da agrobactéria foi diluída 

para um densidade óptica (DO) a 660 nm de 0,15 em meio de indução (10 mM de K2HPO4, 

10mM KH2PO4, 2,5 mM de NaCl, 2,0 mM de MgSO4, 0,7 mM de CaCl2, 9 µM de FeSO4, 4 mM 
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de (NH4)2SO4, 40 mM de MES, 0,5% (v/v) de glicerol e 10 mM de glucose; pH 5,3) na presença 

ou na ausência de acetoseringona (AS) (Fluka) (200 M) em um volume final de 20 mL. As 

células foram incubadas à 28º C sob agitação (180rpm) até atingir a DO660nm de 0,7. O tempo 

para induzir a competência foi de aproximadamente 12 horas. Durante o crescimento da cultura 

bacteriana, micélios do fungo D. phaseolorum linhagem 41.1(1) foram inoculados em papel filtro 

inseridos previamente em meio de indução. Em seguida, suspensões de agrobactéria (DO660nm = 

0,7), com AS (200 M), foram inoculadas (100 L) sobre a membrana de papel de filtro (8,0 m 

de porosidade e 90 mm de diâmetro, Quanty®, Germany) que estava posicionada sobre meio de 

indução sólido (10 mM de K2HPO4, 10 mM KH2PO4, 2,5 mM de NaCl, 2,0 mM de MgSO4,  

0,7 mM de CaCl2, 9 µM de FeSO4, 4 mM de (NH4)2SO4, 40 mM de MES, 0,5% (v/v) de glicerol, 

5 mM de glucose e 20 g de ágar; pH 5,3) contendo AS (200 M) ou não (controle negativo), 

junto com o inóculo do fungo crescido em 5 mm. As placas foram incubadas à 25º C durante 48 

horas. Após este período de co-cultivo, as membranas foram transferidas para placas contendo 

meio de cultivo BDA suplementado com 100 µg.mL-1 de higromicina B (Invitrogen Life 

Technologies) e 200 µg/mL de cefoxitina sódica (Eurofarma) e incubadas a 28º C por 15 dias. A 

cefoxitina sódica foi utilizada para eliminar a bactéria e a higromicina B para selecionar os 

transformantes. As placas foram avaliadas 5, 10, 15 e 30 dias após a transferência das 

membranas. As colônias resistentes a higromicina B foram contadas e repicadas para placas de 

Petri contendo meio de cultivo seletivo BDA suplementado com 100 µg.mL-1 de higromicina B, 

para posterior purificação e armazenamento. A reprodutibilidade desse protocolo de 

transformação foi avaliada realizando dois experimentos independentes.  
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Figura 3.1 - Mapa do vetor de agrotransformação de fungos pFAT-gfp, desenvolvido por Fitzgerald et al. (2003). 
(RB) borda direita do T-DNA; (LB) borda esquerda do T-DNA; (hph) gene de resistência a higromicina 
B de E. coli; (trpC 3’) sinal de terminação transcricional do gene trpC de A. nidulans; (An p-gdp) 
promotor do gene gliceraldeído-3-fosfato de A. nidulans; (Gc p-gpd) promotor do gene gpd de G. 
cingulata; (Gc gpd 3’) sinal de terminação transcricional do gene gpd de G. cingulata; (SpR) gene de 
resistência a espectinomicina; (RK2 oriV) origem de replicação vegetativa RK2; (RK2 oriT) origem de 
transferência RK2; (322 ori) origem de replicação de pBR322; (trfA) gene de replicação trfA de RK2; 
(gfp) gene da proteína verde fluorescente pGreen Lantern (Life Technologies). Fonte: Fitzgerald et al. 
(2003) 

 

3.2.1.3.4 Teste de sensibilidade a higromicina B  

 

O fungo D. phaseolorum linhagem 41.1(1) foi inoculado em placas de Petri com meio 

BDA (Batata Dextrose Ágar, Merck) contendo diferentes concentrações (0; 6,25; 12,5; 25; 50; 

100; 200 e 400 µg.mL-1) de higromicina B (Invitrogem, Brasil) para determinar a CIM 

(concentração inibitória mínima). As linhagens foram incubadas a 28º C por 7 dias. A 

concentração de higromicina escolhida foi a que inibiu totalmente o crescimento fúngico 

utilizada posteriormente para a transformação. 

 

3.2.1.3.5 Purificação e Estoque de Fungos 

 

 A purificação dos transformantes foi realizada por meio de diluição em série e semeadura 

em meio de cultura BDA. Com o auxílio de alça metálica esterilizada foram coletados micélios 

da colônia e transferidos para tubo de 2 mL contento 1 mL de solução de salina (8,5 g de NaCl 

em 1 L de água), após, o tubo foi intensamente agitado utilizando-se agitador (Vortex). Após a 

agitação a suspensão foi diluída até 10-5 e 10-6 e 100 L dessas diluições foram semeadas em 
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placas de Petri contendo meio BDA. As placas foram incubadas em estufa a 28º C para o 

crescimento e obtenção de colônias isoladas. As colônias isoladas foram armazenadas de acordo 

com o método Castellani (ARAÚJO et al., 2002), no qual os fungos foram crescidos em meio 

BDA, e então foram coletados discos de meio de cultura com micélios e colocados em frascos de 

10 mL contendo água esterilizada. Os frascos foram identificados e armazenados à temperatura 

ambiente. 

 

3.2.1.3.6 Confirmação da transformação por PCR (Polymerase Chain Reaction) 

  

 A confirmação da agrotransformação foi realizada mediante amplificação do gene gfp por 

PCR (Polymerase Chain Reaction). O DNA genômico de 8 transformantes escolhidos 

aleatoriamente e da linhagem selvagem 41.1(1) de Diaporthe phaseolorum foi extraído conforme 

protocolo descrito por Raeder e Broda (1985). A amplificação do gene gfp foi realizada com os 

primers glGFP5 (5’-GCCGGAATTCATGAGCAAGGGCGAGGAACTGTTC-3’) e glGFP3  

(5’-GCCGAGCTCAGATCTCACTTGTACAGCTCGTCCATGCC-3’) (FITZGERALD et al., 

2003). As amplificações foram realizadas em termociclador (Peltier Thermal Cycler 200, MJ 

Research), programado para realizar uma desnaturação inicial a 94º C por 5 min, seguido de 32 

ciclos de 94º C por 30 s, 60º C por 30 s e 72º C por 30 s, após os ciclos, uma extensão final a 72º 

C por 7 min. Cada reação de amplificação foi realizada em um volume final de 50 L, contendo 

Tampão 1x (50 mM de KCl, 20 mM de Tris-HCl; pH 8,4), 3,7 mM de MgCl2, 1 mM de dNTP, 

0,05 U.L-1 de Taq DNA polimerase (Invitrogen), 0,4 M de cada iniciador e 3 ng de DNA. O 

fragmento amplificado (700 pb) foi observado por eletroforese em gel de agarose 1,4% a 3 

V.cm1, juntamente com o marcador de peso molecular DNA Ladder 100pb (Fermentas). Após a 

eletroforese o gel foi corado em solução de brometo de etídio (1 mg.mL-1) e fotodocumentado. 

 

3.2.1.3.7 Análise da estabilidade mitótica dos transformantes 

 

A análise da estabilidade mitótica foi realizada com 20 transformantes (4, 8, 9, 12, 14, 20, 

28, 30, 35, 40, 47, 49, 50, 57, 60, 64, 70, 78, 80, 83) escolhidos de forma aleatória. Colônias 

monospóricas (monoconidiais) dos transformantes foram crescidas durante 5 dias a 28º C em 

meio BDA suplementado com 100 µg.mL-1 de higromicina B. Os transformantes foram repicados 
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durante cinco gerações consecutivas em meio BDA sem adição do agente seletivo (higromicina 

B). Após as repicagens sucessivas, fragmentos de micélio provenientes das colônias da última 

passagem foram semeados em meio BDA (Difco) suplementado com higromicina B  

(100 µg.mL-1) e incubados a 28º C durante 5 dias. Foi avaliado o número de transformantes 

estáveis que mantiveram o fenótipo higromicina resistente e também a expressão de fluorescência 

da proteína verde fluorescente (GFP) sob microscópio óptico de epifluorescência (Zeiss 

Axiophot-2) sob filtro FITC (459-490 nm). 

 

3.2.1.3.8 Análise dos transformantes por Southern blot 

 

A análise por Southern blot foi realizada para confirmar a inserção do T-DNA no genoma 

dos transformantes e determinar o número cópias inseridas. O DNA genômico de 2 

transformantes (733 e 570) e da linhagem selvagem 41.1(1) foram clivados com a enzima de 

restrição EcoRI (Invitrogen, Life Technologies) a 10 U.L-1. A região do T-DNA do vetor pFAT-

gfp apresenta dois sítios de reconhecimento para essa endonuclease, ambos localizados no cassete 

de expressão do gene de resistência a higromicina B (FITZGERALD et al., 2003). A utilização 

do gene gfp como sonda na análise de Southern blot, na ausência de sítios de reconhecimento 

para a  enzima EcoRI no cassete de expressão desse gene, resulta na origem de uma única banda 

de 15 kb a partir da digestão do DNA do vetor pFAT-gfp e uma ou mais bandas de tamanhos 

variados, dependendo do local da inserção e do número de cópias inseridas. 

 O DNA genômico dos transformantes e da linhagem selvagem foi extraído de acordo 

com o protocolo descrito por Raeder e Broda (1985). A restrição foi feita em um volume total de  

250 L, contendo 10 g de DNA, 25 L de tampão React@ 3 10X e 40 U da enzima EcoRI. A 

reação foi incubada a 37o C durante 12 horas. Para concentrar a amostra, foi feita uma 

precipitação adicionando-se 25 L de acetato de amônio (7,8 M) e 625 L de álcool absoluto. 

Após incubação a -20o C por 12 horas, o material foi centrifugado (14.000 rpm por 40 min a  

4º C). O sobrenadante foi descartado e foi adicionado 700 L de álcool 70%. As amostras foram 

centrifugadas por mais 10 min (14.000 rpm, 4º C). O sobrenadante foi descartado e o precipitado 

seco a 37º C. Após a secagem, o DNA foi ressuspenso em 32 L de TE e 8 L de sacarose 40%. 

O DNA foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1%, contendo 1% de brometo de etídio 

(p/v) (1 mg.mL-1). Foi utilizado como marcador de peso molecular 40 L do DNA Ladder 1kb 
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(0,2 µg.µL-1) (Fermentas). A eletroforese foi realizada a 3 V.cm-1 de modo a obter uma corrida 

lenta.  

Após a eletroforese o gel foi submetido a depurinização em solução depurinizante HCl 

0,25 M (10 mL de HCl em 490 mL de água ultrapura) por 10 min. Após este período o gel foi 

lavado com água destilada e transferido para 500 mL de solução desnaturante (NaOH 0,5 M; 

NaCl 1,5 M) por 30 min. O gel foi lavado com água destilada e em seguida neutralizado através 

da incubação por 15 min em 250 mL de solução neutralizadora (Tris-HCl 0,5 M; NaCl 1,5 M; 

EDTA 0,001 M; pH 7,2), com agitação branda à temperatura ambiente. Este procedimento foi 

repetido. A transferência do DNA contido no gel para a membrana de náilon (HYBOND-N – 

AMERSHAM) foi feita por 12 horas em um aparato de transferência tradicional, utilizando-se a 

solução de transferência SSC 20X (NaCl 3 M; citrato de sódio 0,3 M; pH 7,0). A membrana foi 

seca por 2 horas em forno a 80º C. 

 

3.2.1.3.9 Extração do plasmídio pFAT-gfp, preparo da sonda e hibridação molecular 

 

Células de Escherichia coli transformadas com o vetor pFAT-gfp foram inoculadas em    

5 mL de meio LB líquido com espectinomicina 200 µg.mL-1 e incubadas a 37º C, 200 rpm, por 12 

horas. Posteriormente, foi extraído o plasmídio com uso do kit Mobio (Ultra Clean 6 minute mini 

plasmid prep kit) conforme orientações do fabricante. O plasmídio de 18,4 kb foi submetido a 

eletroforese em gel de agarose 1,4% a 3 V.cm-1. Após a eletroforese o gel foi corado em solução 

de brometo de etídio (1 mg.mL-1)e fotodocumentado. 

Um fragmento de DNA de 700 pb apresentando sequência do gene gfp  foi utilizado como 

sonda na hibridação. Este fragmento foi obtido por PCR com os iniciadores glGFP5  

(5’-GCCGGAATTCATGAGCAAGGGCGAGGAACTGTTC-3’) e glGFP3 

 (5’-GCCGAGCTCAGATCTCACTTGTACAGCTCGTCCATGCC-3’). A marcação da sonda e 

a hibridação foram realizadas de acordo com as instruções do kit Gene ImagesTM AlkPhos 

DirectTM Labelling and Detection System (GE Healthcare). 
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3.2.1.4 Clonagem e sequenciamento das regiões que flanqueiam o T-DNA 

 

 A técnica TAIL-PCR (Thermal Asymmetic Interlaced Polymerase Chain Reaction) foi 

utilizada para identificar as regiões que flanqueiam a inserção do T-DNA de A. tumefaciens no 

genoma dos fungos transformados. Esse método consiste de três reações de amplificações 

consecutivas, mediante o uso de primers específicos para as sequências das bordas do T-DNA 

conjuntamente com um primer arbitrário e degenerado (AD). Foram construídos primers 

específicos para as sequências das bordas esquerda e direita do T-DNA do vetor pFAT-gfp. Os 

primers da borda esquerda foram: LB1-1 (5’-GTCAGCTCCGGCACCTTATCCTTG-3’), LB2-

2(5’CCTCGTTACATCAGCTCGCAGCTAC-3’) e LB3-1 

(5’CGTCCGCATGTGTTATTAAGTTGTC-3’), já os primers da borda direita foram os 

seguintes: RB1 (5’AAGATGGGCAGTCTTTCAGAAGGG-3), RB2-2 (5’-

ATCGCAAAGTGAAGTCTTGCTGCC-3’) e RB3-2 (5’-

CCAAACGTAAAACGGCTTGTCCCGC-3’). 

 A extração do DNA genômico dos transformantes seguiu o protocolo estabelecido por 

Raeder e Broda (1985). A amplificação por TAIL-PCR seguiu as condições descritas por Mullins 

et al. (2001). Os primers degenerados (AD1, AD2 e AD3) utilizados e os componentes das 

reações de PCR apresentaram as mesmas condições propostas por Liu et al. (1995). Os produtos 

das reações terciárias foram purificados do gel de agarose, clonados em plasmídio pGEM-T Easy 

(Promega, Brasil) e transformados em células de E. coli HD5α. Para a amplificação do inserto 

foram utilizados primers universais M13 na reação de PCR de colônia. As reações de 

amplificação foram realizada em um volume final de 50 L, contendo Tampão 1x (50 mM de 

KCl, 20 mM de Tris-HCl; pH 8,4), 3,7 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTP, 0,05 U.L-1 de Taq 

DNA polimerase (Invitrogen), 0,2 M de cada primer. As amplificações foram realizadas em 

termociclador (Peltier Thermal Cycler 200, MJ Research), programado para realizar uma 

desnaturação inicial a 94º C por 4 min, seguido de 30 ciclos de 94º C por 1 min, 60º C por 1min e 

72º C por 2 min, após os ciclos, uma extensão final a 72º C por 10 min. Os fragmentos 

amplificados foram purificados (Ultra CleanTM PCR Clean-Up Kit, MOBIO Laboratories) e 

enviados para o Centro de Estudos do Genoma Humano, São Paulo. A região do T-DNA foi 

removida e as sequências flanqueadoras restantes foram analisadas por meio da ferramenta 

BLASTx contra a base de dados do GenBank.  
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 3.3 Resultados e discussões  

 

3.3.1 Avaliação da atividade antimicrobiana dos fungos endofíticos de manguezais do 

estado de São Paulo  

 

 No ensaio de antagonismo, a partir da análise de 344 fungos endofíticos foi possível 

identificar 18 linhagens produtoras de antibióticos (Tabela 3.1, Figura 3.1), por meio do método 

de blocos de ágar (ICHIKAWA et al., 1971). Três linhagens apresentaram atividade 

antimicrobiana contra o patógeno humano gram positivo S. aureus, quatro isolados produzem 

antibióticos contra o patógeno gram negativo E. coli, e onze linhagens foram ativas ao 

fitopatógeno X. axonopodis citri. Dentre as linhagens produtoras de antibiótico, 29,41% 

pertencem ao gênero Diaporthe, o qual apresentou alta frequência na comunidade fúngica 

avaliada (Capítulo 2). Esse gênero tem sido descrito como grande produtor de metabólitos 

secundários com inúmeras atividades farmacológicas (BILLS et a., 1992; CHEN et al., 2003; 

DETTARAKUL et al., 2003; PITTAYAKHAJONWUT, 2006) entre elas a antimicrobiana 

(AGUSTA; OHASHI; SHIBUYA, 2006; BRADY et al., 2000; HUANG et al., 2008; LIN et al., 

2005). O fungo D. phaseolorum linhagem 41.1(1) apresentou o maior halo de inibição no teste de 

antibiose (Tabela 3.1), com capacidade de limitar o crescimento do patógeno humano S. aureus, e 

por isso foi selecionado para transformação genética mediante A. tumefaciens. A bactéria S. 

aureus vem apresentando resistência aos antibióticos utilizados na prática clínica, inclusive ao 

antibiótico vancomicina o qual apresenta espectro de ação à esse patógeno. Isso vem ocorrendo 

devido ao uso indiscriminado de antibióticos favorecendo o aparecimento de linhagens cada vez 

mais resistentes.  
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Tabela 3.1 - Fungos endofíticos de manguezais produtores de antibióticos  

Isolado Identificação Isolamento Órgão 
Patógeno inibido 

(concentração do extrato) 

Tamanho 
do halo 
(mm) * 

40.1(1) Diaporthales Bertioga/verão Ramo/L Staphylococcus aureus 1,5 
39.1(1) Diaporthe phaseolorum Bertioga/verão Ramo/R Staphylococcus aureus 1,5 

41.1(1) Diaporthe phaseolorum Bertioga/verão Folha/L Staphylococcus aureus 4,0 

99(3) Gibberella moniliformis Bertioga/inverno Folha/L Escherichia coli 3,0 

89(3) Hypocrea virens Bertioga/inverno Folha/A Escherichia coli 3,0 

36(3) Colletotrichum gloeosporioides Bertioga/inverno Folha/R Escherichia coli 3,5 

60(4) Penicillium sp. Cananéia/verão Ramo/L Escherichia coli 3,5 

36(3) Diaporthe phaseolorum Bertioga/inverno Folha/R Xanthomonas axonopodis citri 1,0 

9.3(1) Gibberella moniliformis Bertioga/verão Ramo/R Xanthomonas axonopodis citri 2,0 

8(3) Lasiodiplodia rubropurpurea Bertioga/inverno Ramo/L Xanthomonas axonopodis citri 2,0 

29.6(3) Neofusicoccum vitifusiforme Bertioga/inverno Ramo/R Xanthomonas axonopodis citri 2,5 

101(3) Arthothelium spectabile Bertioga/inverno Folha/R Xanthomonas axonopodis citri 1,5 

50(3) Aspergillus sp. Bertioga/inverno Folha/A Xanthomonas axonopodis citri 2,5 

36(4) Xylaria allantoidea Cananéia/verão Ramo/R Xanthomonas axonopodis citri 2,0 

22(3) Aspergillus awamori Bertioga/inverno Folha/R Xanthomonas axonopodis citri 1,0 

82(4) Aspergillus awamori Cananéia/verão Folha/L Xanthomonas axonopodis citri 1,5 

54(4) Diaporthe sp. Cananéia/verão Ramo/L Xanthomonas axonopodis citri 1,0 

17.5(3) Aspergillus awamori Bertioga/inverno Ramo/A Xanthomonas axonopodis citri 2,0 
* Atividade antimicrobiana avaliada pela medida do tamanho do halo de inibição observado por meio da técnica bloco de ágar. Os 
valores são médias de três repetições 

 

 

 

 

 

 
Figura 3.1 – Ensaio de antagonismo das linhagens fúngicas por meio da técnica de bloco de ágar. As setas indicam 

os halos formados ao redor dos blocos de fungos endofíticos produtores de antibiótico efetivo contra a) 
Staphylococcus aureus, b) Escherichia coli e c) Xanthomonas axonopodis citri  

 

 

 

 

 

 

 

a b c 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5114&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
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3.3.2 Transformação genética do fungo endofítico D. phaseolorum 

 

3.3.2.1 Sensibilidade de D. phaseolorum linhagem 41.1(1) à higromicina B  

  

 Antes de iniciar os experimentos de transformação foi testada a resistência da linhagem 

41.1(1) ao antibiótico higromicina B em diferentes concentrações (6,25; 12,5; 25; 50; 100, 200 e 

400 g.mL-1). A concentração de 100 g.mL-1 do antibiótico inibiu totalmente (concentração 

mínima inibitória) o crescimento da linhagem, sendo assim, essa concentração foi adotada para a 

seleção dos transformantes nos ensaios de agrotransformação. 

 

3.3.2.2 Transformação genética de D. phaseolorum mediada por A. tumefaciens 

 

Inicialmente, as condições de transformação foram avaliadas em busca de maior 

eficiência de transformação, uma vez que não há relatos sobre o sistema de transformação para o 

o fungo D. phaseolorum. Foram obtidas colônias resistentes ao antibiótico higromicina após 5 a 

30 dias de crescimento em meio de cultivo seletivo (Figura 3.2). A presença de acetoseringona 

durante o cultivo da bactéria e no co-cultivo foi essencial para a formação de colônias 

transformadas, já que na ausência de acetoseringona não foi obtido nenhum transformante. A 

importância do uso desse composto fenólico se deve a indução de genes de virulência da 

Agrobacterium durante a transformação (GORFER et al., 2007; MATA et al., 2007; 

MICHIELSE et al., 2005;  MIKOSCH et al., 2001; ZHONG et al., 2007; WANG; LI, 2008). A 

acetoseringona inicia o processo de transferência e integração do T-DNA no genoma da célula 

hospedeira (SUGUI; CHANG; KNOW-CHUNG, 2005). Entretanto, para alguns fungos a 

acetoseringona não está relacionada com o aumento da eficiência da transformação (COMBIER 

et al., 2003; KARUNAKARAN et al., 2008; MICHIELSE et al., 2005; MULLINS et al., 2001). 

Embora a temperatura de 28º C seja ótima para o crescimento da A. tumefaciens, essa 

temperatura não é apropriada para a transferência de T-DNA (SUGUI; CHANG; KNOW-

CHUNG, 2005; WANG; LI, 2008). Tem sido proposto que a maquinaria de transferência do T-

DNA seja afetada pela temperatura. A temperatura que tem sido indicada pela literatura é a de 

25º C para o período de interação entre célula bacteriana e fúngica  (WANG; LI, 2008). Outro 

fator que influencia na frequência da transformação é a idade do material fúngico utilizado na 
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transformação. Culturas fúngicas mais velhas apresentam menor eficiência na transformação 

(MICHIELSE et al., 2005; SULLIVAN et al., 2002). Portanto no presente trabalho foi utilizado 

micélio novo com 8 horas de crescimento  para interagir com a A. tumefaciens.   

 Três parâmetros de co-cultivo foram avaliados quanto à eficiência de transformação. A 

análise de variância (ANOVA) para os fatores de variação: tempo de co-cultivo (24 e 48 horas), 

concentração de acetoseringona (200 e 400 µM) e tipo de membrana (nitrocelulose e papel de 

filtro), foi realizada a partir dos dados de frequência fúngica e os resultados estão listados na 

Tabela 3.2. Há muitos relatos sobre a descrição dos diferentes fatores sendo determinantes na 

eficiência de agrotransformação (CARDOZA et al., 2006; DE GROOT et al., 1998; LI et al., 

2005; MICHIELSE et al., 2005; VIJN; GOVERS, 2003; ZEILINGER, 2004; ZHONG et al., 

2007). De maneira geral, todas as condições testadas foram capazes de dar origem a colônias 

transformadas e com a mesma eficiência de transformação. 

 Muitos trabalhos indicam que a duração do período de co-cultivo interfere na eficiência da 

agrotransformação. O co-cultivo por 48 horas é utilizado em muitos fungos (DE GROOT et al., 

1998; KARUNAKARAN et al., 2008;  LEAL et al., 2004; MICHIELSE et al., 2005; MULLINS  

et al., 2001; RHO; KANG; LEE, 2001; ZHONG et al., 2007). Para alguns fungos, a extensão 

desse período gera maior número de transformantes (COMBIER et al., 2003; KARUNAKARAN, 

et al., 2008; ZHANG et al., 2008). Entretanto, o aumento da extensão do período de co-cultivo 

tem sido associado a integração múltipla de T-DNA (RHO; KANG; LEE, 2001). No presente 

trabalho a análise do período de co-cultivo de 24 e 48 horas apresentaram a mesma eficiência. 

Outro parâmetro investigado em muitos estudos é o tipo de membrana utilizado na 

transformação, tais como, celofane, nitrocelulose, náilon, e papel de filtro. As propriedades 

químicas das membranas e o diâmetro dos poros podem estar relacionados com a interação entre 

célula bacteriana e fúngica, interferindo desse modo na eficiência da agrotransformação (SUGUI; 

CHANG; KNOW-CHUNG, 2005; ZEILINGER, 2004). O aumento da concentração de 

acetoseringona, representa em muitos estudos, um efeito positivo sobre o número de 

transformantes recuperados (FANG et al., 2004; TSUJI et al., 2003). Entretanto,  no presente 

trabalho não houve diferença significativa no número de transformantes obtidos quando foram 

testados diferentes concentrações de acetoseringona e tipos de membranas. A eficiência das 

transformações obtidas no primeiro e segundo experimento  foi de 6,0 e 6,25 transformantes, 
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respectivamente. Esses valores não foram estatisticamente diferentes como mostrados na Tabela 

3.2. 

  

 
Figura 3.2 - Transformantes de D. phaseolorum crescendo em meio seletivo (placa à direita) contendo 100 µg.mL-1 

de higromicina B e placa controle sem acetoseringona (placa à esquerda) 
 

 

Tabela 3.2 - ANOVA para os fatores tempo de co-cultivo (24 e 48 horas), membrana (papel de filtro e nitrocelulos) e 
concentração de acetoseringona (200 e 400 µM) 

Fator de variação GL SQ QM F P > F 

Repetição 4 0,05652210 0,01413053 1,59 0,2054 ns 

Tempo  de co-cultivo 1 0,00141254 0,00141254 016 0,6935 ns 

Membrana  1 0,00002753 0,00002753 0,00 0,9561 ns 

Temperatura*membrana 1 0,02024531 0,02024531 2,27 0,1429 ns 

Acetoseringona 1 0,00993129 0,00993129 1,11 0,3000 ns 

Interação temperatura*acetoseringona 1 0,06372215 0.,06372215 7,15 0,0123 ns 

Interação membrana*acetoseringona 1 0,03574833 0,03574833 4,01 0,0549 ns 

Interação temperatura*membrana*acetoseringona 1 0,03169777 0,03169777 3,56 0,0696 ns 

ns - indica que não existe diferença significativa entre os valores de F encontrados e os valores da tabela F (PEARSON; 
HARTLEY, 1966) a 1 % de probabilidade  

 

 As condições mais rápidas e baratas foram adequadas para a transformação de Diaporthe 

phaseolorum, sendo que os experimentos de transformação subsequentes foram realizados 

adotando-se o papel de filtro como membrana, a menor concentração de AS (200µM), e 24 horas 

de co-cultivo. Considerando as condições de transformação previamente determinadas foram 

obtidos 520 transformantes do endófito D. phaseolorum resistentes  ao antibiótico higromicina B. 

Essas condições de agrotransformação podem ser utilizadas em estudos que buscam identificar 

genes envolvidos com o potencial biotecnológico do fungo D. phaseolorum.  
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3.3.2.3 Análises dos transformantes relacionadas à estabilidade mitótica e expressão de GFP 

 

 Após 5 gerações sucessivas em meio não seletivo, ausência de higromicina B, micélio 

resultante da última passagem foi cultivado em placas com meio BDA suplementado com 

 100 µg.mL-1 de higromicina B. Dos transformantes avaliados, 100% mantiveram o fenótipo de 

resistência à higromicina B e emissão de fluorescência verde (observação em microscópio de 

epifluorescência sob filtro FITC – 459 a 490 nm). Essa análise dos transformantes mostrou que a 

integração do T-DNA no genoma do fungo D. phaseolorum é mitoticamente estável. A alta 

porcentagem de estabilidade mitótica têm sido reportada em trabalhos com diferentes espécies de 

fungos transformados via  Agrobacterium (GORFER et al., 2007; MARTINO et al., 2007; 

MICHIELSE et al., 2005; MIKOSCH et al., 2001; WANG; LI, 2008). 

 Os vinte transformantes que foram escolhidos de forma aleatória para o teste de 

estabilidade mitótica, também foram analisados por microscopia óptica de epifluorescência (sob 

filtro FITC – 459 a 490 nm) (Figura 3.3). As análises confirmaram a expressão do gene GFP nas 

estruturas dos transformantes e a ausência da emissão de fluorescência verde no micélio da 

linhagem selvagem.  A expressão de GFP foi observada na parede das hifas, e no citoplasma 

podendo representar núcleos (Figura 3.3), como já descrito na literatura em outros fungos 

(MULLER et al.,2006; RODRIGUEZ-TOVAR et al., 2005).  
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Figura 3.3 - Análise de microscopia óptica de epifluorescência sob filtro FITC (459-490nm). (A) Micélio da 
linhagem selvagem de Diaporthe phaseolorum 41.1(1) não emite fluorescência sob luz ultravioleta. 
(B) Micélio da linhagem transformada 25 emite fluorescência. Forte fluorescência pode ser observada 
em toda a parede das hifas (foto à esquerda) e citoplasma (foto à direita) 

 

3.3.2.4 Confirmação da transformação por PCR (Polymerase Chain Reaction) 

  

 Amplificação por PCR foi utilizada para confirmar a presença do gene gfp do plasmídio 

pFAT-gfp. Para essa análise foram selecionados de forma aleatória oito transformantes 

resistentes a higromicina B e mitoticamente estáveis. Com o uso do par de iniciadores glGFP5 e 

glGFP3 foi amplificado um fragmento de aproximadamente 700 pb, correspondente ao gene gfp, 

a partir do DNA genômico dos transformantes e do vetor pFAT-gfp, entretanto ausente na 

linhagem selvagem 41.1(1) de D. phaseolorum (Figura 3.4). 
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Figura 3.4 – Produtos de amplificação do gene gfp utilizando os iniciadores glGFP5 e glGFP3. A linhagem selvagem 

41.1(1) não apresentou amplificação da banda de 700 pb correspondente ao gene gfp. O vetor pFAT-
gfp foi utilizado como controle positivo. DNA amplificado dos transformantes escolhidos de forma 
aleatória confirma a presença do gene gfp. As laterais do gel de agarose são constituídas pelo marcador 
de peso molecular DNA Ladder 1Kb (Fermentas) 

 

3.3.2.5 Análise dos transformantes por Southern blot 

  

A determinação do número de cópias inseridas do T-DNA foi avaliada por meio da 

técnica de Southern blot, utilizando como sonda um fragmento de 700 pb do gene gfp. Foram 

analisados dois transformantes que apresentaram a síntese de antibiótico interrompida (733 e 

570). A integração de cópia única de T-DNA geralmente é preferida, pois permite associar um 

fenótipo observado com a alteração em um loci único no genoma (KARUNAKARAN, et al., 

2008; MICHIELSE et al., 2005). A análise de Southern blot revelou que os dois transformantes 

avaliados apresentaram inserções de cópia única do T-DNA. A linhagem selvagem não mostrou 

nenhum sinal de hibridização, já o vetor pFAT-gfp apresentou fragmento hibridizado pela sonda 

do gene gfp representado por uma banda próxima de 15 kb (Figura 3.6).  
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Figura 3.6 - Hibridização de Southern blot de dois transformantes de D. phaseolorum. Cerca de 10 µg de DNA 
genômico dos isolados foi clivado com a enzima de restrição EcoRI, corrido em gel de agarose 0,8%, 
transferido para membrana de náilon e hibridizado com fragmento de 700 pb  do gene gfp. Analisando o 
gel da direita para a esquerda a primeira mostra representa o vetor pFAT-gfp; segunda amostra 
representa a linhagem selvagem de D. phaseolorum 41.1(1); as duas últimas amostras representam 
linhagens transformadas (733 e 570) 

 

 Há muitos relatos na literatura sobre a integração de cópia única de T-DNA em 

transformantes fúngicos obtidos via Agrobacterium tumefaciens (KARUNAKARAN et al., 2008; 

MEYER et al., 2003; MICHIELSE et al., 2005; MIKOSCH et al., 2001; SUGUI; CHANG; 

KNOW-CHUNG, 2005; ZHANG et al., 2008; WANG; LI, 2008), indicando que uma única cópia 

do gene de seleção, por exemplo à higromicina, é suficiente para conferir resistência ao micélio 

heterocariótico (MIKOSCH et al., 2001). A integração aleatória de cópia única de T-DNA é uma 

condição importante para os estudos sobre a identificação de genes interrompidos de importância 

biotecnológica como os que atuam na via de biossíntese de antibióticos. Os dados apresentados 

nesse trabalho sugerem que a agrotransformação é um método eficiente para conduzir a 

mutagênese insercional aleatória  do fungo D. phaseolorum em estudos de genômica funcional.  

 

3.3.3 Teste de antagonismo  

 

 Foi avaliada a atividade antimicrobiana de 520 transformantes gerados nos ensaios de 

agrotransformação, por meio da técnica de bloco de gelose, a fim de identificar os isolados que 

15 Kb 
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apresentaram a inserção do T-DNA em alguma sequência relacionada com a via de biossíntese de 

antibiótico. A síntese de antibiótico foi interrompida em 31 transformantes (Figura 3.5). 

 

 
Figura 3.5 - Ensaio de antagonismo com os agrotransformantes utilizando a técnica de bloco de ágar. Transformantes 

que tiveram a síntese de antibiótico interrompida estão indicados nas setas. A linhagem selvagem 
41.1(1) foi utilizada como controle positivo e bloco de ágar sem o fungo foi utilizada como controle 
negativo 

 

3.3.4 Análise das sequências flanqueadoras do T-DNA por TAIL-PCR 

 

 A técnica TAIL-PCR foi utilizada para identificar as sequências que flanqueiam os sítios 

de inserção do T-DNA em 31 transformantes que perderam a atividade antimicrobiana, a fim de 

identificar os genes que atuam na via de biossíntese do antibiótico ácido 3-hidroxipropiônico. 

Dentre os 31 transformantes não inibidores, 25 apresentaram produtos de amplificação por meio 

da técnica TAIL-PCR, entretanto apenas 15 transformantes apresentavam produtos de PCR 

únicos. Os produtos amplificados apresentavam de 250 a 2000 pb. Esses produtos de PCR de 

cópia única foram clonados, transformados e sequenciados para determinação das sequências que 

flanqueiam o T-DNA inserido no genoma dos agrotransformantes que perderam a atividade 

antimicrobiana.  

 A análise das sequências que flanqueiam o T-DNA dos mutantes de D. phaseolorum 

negativos para a síntese de antibiótico está descrita na Tabela 3.3.  
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 Tabela 3.3 - A análise das sequências que flanqueiam o T-DNA dos mutantes de D. phaseolorum negativos para a 
síntese de antibiótico 

Transformante BlastX Domínios conservados da proteína 

533 
Proteína hipotética NIH2624 (Aspergillus terreus); 

XP001212781; E value:9e-19, Ident.:56%. 
 

Domínio conservado TrkA envolvido no 
transporte de K+ 

490 
Flavonol 6-hidroxilase (Chrysosplenium americanum); 

AAU04696; E value: 0.60; Ident.: 84%. 

Super família 2OG-FeII Oxi catalisa a 
reações de L-prolina Procolageno + 2-
oxoglutarato + O2 

375 
Ceto redutase (bactéria de solo V167); 
ACX83621; E value: 0.47; Ident.: 36% 

 

Super família NADB Rossmann: domínio 
NADB é encontrado em muitas  
dehidrogenases como glicolisis, e muitas 
outras enzimas redox. 

623 
Sintase Antranilato (Aspergillus nidulans FGSC 

A4); CBF89063; E value: 3e-07; Ident.: 76%. 
 

Domínio conservado IGPS: Indol-3-
glicerol fosfato sintase: enzima da via de 
biossíntese de triptofano 

347 
Lipoxigenase (Capsicum annuum); CAQ58078; E value: 

0,80; Ident.: 45%. 

 

Super família PLAT: esse domínio facilita 
o acesso a membrana  

636 
α-kinase 2 (Taeniopygia guttata); XP_002186785; E 

value: 8.6; Ident.: 35%. 

 

Super família alfa-kinases: atua na 
translação de proteínas, homeostase de 
Mg2+, transporte intracelular, migração 
celular, adesão e proliferação 

423 

Proteína hipotética TTHERM_00763060 (Tetrahymena 
thermophila); XP_001025364; E value: 2.3; Ident.: 

35%. 

 
- 

 

 A análise de Southern blot mostrou que  os transformantes 733 e 570 apresentaram uma 

única cópia do T-DNA inserida no seu genoma indicando que a perda da atividade 

antimicrobiana pode estar relacionada com a inserção de T-DNA em genes relacionados com a 

síntese de antibióticos. Entretanto, as regiões que flanqueiam o T-DNA inserido nesses 

transformantes estão sendo seqüenciadas e serão avaliadas futuramente. As sequências avaliadas 

até o momento (Tabela 3.3) apresentaram similaridade com proteínas hipotéticas (transformante 

533 e 423) envolvidas com o transporte do íon inorgânico K+ e com função desconhecida 

respectivamente. Já as outras cinco linhagens avaliadas apresentaram similaridade com 

sequências de proteínas de domínios conservados envolvidos com inúmeras funções, tais como, 

translação de proteínas, homeostase do íon orgânico Mg2+, transporte intracelular, migração, 

adesão e proliferação celular. Entretanto, para que o fenótipo observado nesses transformantes 

seja associado com as sequências amplificadas por TAIL-PCR torna-se necessário avaliá-los via 

Southern blot para determinar se a inserção do T-DNA foi única. 
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3.4 Conclusão 

 

 O presente trabalho permitiu estabelecer um protocolo de transformação genética para o 

fungo D. phaseolorum pelo sistema A. tumefaciens tornando possível o uso dessa ferramenta para 

estudos de mutagênese insercional aleatória visando a identificação de genes de importância 

biotecnológica, como aqueles relacionados com a biossíntese de antibióticos. Análise mediante 

TAIL-PCR permitiu identificar proteínas de domínios conservados envolvidas com diferentes 

funções como, translação de proteínas, homeostase do íon orgânico Mg2+, transporte intracelular, 

migração, adesão e proliferação celular. Além disso, foi possível selecionar linhagens com 

potencial para a produção de  antibiótico, sendo que dentre as linhagens produtoras 29,41% 

pertencem ao gênero Diaporthe, o qual foi o gênero dominante na comunidade fúngica avaliada.  
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4 IDENTIFICAÇÃO DO ANTIBIÓTICO ÁCIDO 3-HIDROXIPROPIÔNICO 
PRODUZIDO PELO FUNGO ENDOFÍTICO Diaporthe phaseolorum POR MEIO DE 
TÉCNICAS ESPECTROSCÓPICAS DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR E 
ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

 
 

Resumo 

 
 Os fungos são conhecidos como uma rica fonte de princípios ativos provenientes do seu 
metabolismo secundário. Nos últimos anos, há interesse crescente nos estudos sobre a 
identificação de produtos de importância farmacêutica e agronômica produzidos por fungos 
endofíticos, uma vez que um grande número de estruturas químicas inéditas tem sido isolada a 
partir desses microrganismos. Fungos de ambiente marinho crescem em um habitat de condições 
únicas e extremas que podem contribuir para a ativação de vias metabólicas de síntese de 
compostos com novas estruturas. A produção destes metabólitos pode favorecer a adaptação do 
fungo no ecossistema marinho, pois pode permitir a sobrevivência do microrganismo no seu 
nicho ecológico. Assim, o presente trabalho teve como objetivos: a) identificar a estrutura 
química do antibiótico produzido pelo fungo endofítico Diaporthe phaseolorum linhagem 41.1(1) 
mediante técnicas espectroscópicas de Ressonância Magnética Nuclear e Espectrometria de 
Massas e b) modificar a estrutura química do antibiótico identificado por meio de reação química 
de esterificação de Fischer-Speier em meio ácido na presença de etanol para avaliar a relação da 
estrutura química e atividade biológica desse composto. Os resultados mostraram que o 
antibiótico ácido 3-hidroxipropiônico isolado, purificado e identificado nesse estudo, apresentou 
atividade frente a dois patógenos humanos Staphylococcus aureus e Salmonella tiphy. O produto 
final da reação química de esterificação do antibiótico ácido 3-hidroxipropiônico (3-
hidroxipropionato de etila) apresentou ausência de atividade antimicrobiana, indicando que o 
grupo hidroxila, removido na reação é importante na atividade farmacológica desse composto. 
Este é o primeiro relato sobre a atividade antimicrobiana do composto ácido 3-hidroxipropiônico. 
 

Palavra-chave: Fungo; Endofítico; Antibiótico; Ressonância Magnética Nuclear; Diaporthe 
phaseolorum; Esterificação de Fischer-Speier 
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4 IDENTIFICATION OF THE ANTIBIOTIC 3-HYDROXIPROPIONIC ACID 
PRODUCED BY THE ENDOPHYTIC FUNGUS Diaporthe phaseolorum BY 
ESPECTROSCOPICAL TECHNIQUES OF NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE AND 
MASS ESPECTROPHOTOMETRY 
 
 
Abstract 
 
 Fungi are considered a rich source of active compounds resulting from their secondary 
metabolism. Lately, there has been an increasing interest on studies regarding endophytic fungi 
molecules showing pharmaceutical and agronomic properties, since a vast number of new 
molecules have been isolated from these microorganisms. Fungi from marine environment grow 
in a habitat with unique conditions that can contribute to the activation of metabolic pathways of 
synthesis of different unknown molecules. The production of these compounds may support the 
adaptation and survival of the fungi in the marine ecosystem. This study aimed to: a) identify the 
antibiotic produced by the endophytic fungi Diaporthe phaseolorum strain 41.1(1), using the 
spectroscopic techniques of nuclear magnetic resonance and mass spectrometry; and (b) modify 
the chemical structure of the identified antibiotic by the chemical reaction of Fischer-Speier 
sterification in an acid medium with ethanol, in order to analyze the chemical structure and the 
biological activity of this compound. The results showed that the antibiotic 3-hydroxipropionic 
acid, which was purified and identified in this study, presented activity against two human 
pathogens, Staphylococcus aureus and Salmonella tiphy. The final product of the chemical 
reaction of sterification of the 3-hydroxipropionic acid (3-hydroxipropionate of etil) had no 
antibiotic activity, suggesting that the hydroxil group, which was removed in the chemical 
reaction, is important to the antibiotic activity of this molecule. This is the first report on the 
antibiotic activity of the 3-hydroxipropionic acid molecule. 
 
Keywords: Fungi; Endophytic; Antibiotic; Nuclear Magnetic Resonance; Diaporthe   

phaseolorum; Sterification of Fischer-Speier  
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4.1 Introdução 

 

 A produção de metabólitos secundários úteis para a indústria farmacêutica e agronômica é 

comum entre os fungos endofíticos (DAVIS et al., 2005; KUMAR et al., 2004; 

SURYANARAYANAN et al., 2009). O princípio ativo antitumoral taxol, descoberto 

inicialmente em plantas do gênero Taxus, pode ser produzido por muitos gêneros de fungos 

endofíticos como Alternaria, Fusarium, Monochaetia, Pestalotia, Pestalotiopsis, Pithomyces, e 

Taxomyces (ANANDA; SRIDHAR, 2002; STROBEL et al., 1996). 

 Desde 1970, mais de quinze mil produtos naturais com inúmeras atividades biológicas 

têm sido isolados de ambientes marinhos (WANG, 2006; ZHONG-SHAN et al., 2009). Há um 

interesse crescente sobre a identificação de produtos naturais de fungos marinhos, conhecidos por 

serem uma fonte rica de metabólitos bioativos de interesse biotecnológico, pois eles crescem em 

um habitat de condições únicas e extremas, podendo contribuir para a ativação de vias 

metabólicas de síntese de compostos com novas estruturas (SCHULZ et al., 2002; ZHONG-

SHAN et al., 2009). A produção desses metabólitos pode contribuir com a adaptação do fungo no 

ecossistema marinho, permitindo a sobrevivência do microrganismo no seu nicho ecológico 

(BILLS et al., 2008; FOX; HOWLETT, 2008). 

 Na busca por novos metabólitos secundários bioativos é relevante considerar que os 

compostos ativos que um fungo produz podem estar relacionados com o seu respectivo nicho 

ecológicos (GLOER, 1997), além de interações metabólicas com o seu ambiente que podem 

ampliar a síntese de metabólitos secundários (SCHULZ et al., 2002). Assim, os fungos 

endofíticos podem ser considerados como uma fonte de princípios ativos, que preenchem ambos 

os critérios, crescimento e desenvolvimento dentro da planta hospedeira, envolvendo uma 

contínua interação metabólica entre eles (GLOER, 1997). 

 Há uma necessidade crescente com relação à descoberta de novos compostos 

antimicrobianos, devido à resistência dos microrganismos patogênicos como consequência do uso 

abusivo e indiscriminado de antibióticos. Dentre os 20 medicamentos mais prescritos 

comumente, 6 são de origem fúngica (GLOER, 1997; SCHULZ et al., 2002). Estima-se, porém, 

que menos de 7% dos fungos existentes já foram descritos (HAWKSWORTH, 1991, 2001, 

2004). Dessa maneira, os fungos apresentam um enorme potencial na busca de novos produtos 

naturais. Das 300.000 espécies de plantas existentes poucas têm sido completamente estudadas 
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com relação à presença de endófitos. Consequentemente, torna-se grande a oportunidade de 

descobrir novos fungos endofíticos e compostos ativos, entre a diversidade de plantas hospedeiras 

em diferentes ecossistemas (STROBEL et al., 2004). A diversidade estrutural de compostos 

químicos provenientes de fungos endofíticos é grande, incluindo inúmeras atividades 

farmacológicas, tais como antitumoral, antioxidantes, antinflamatórias, antimicrobiana, dentre 

outras (ALY et al., 2008; OWEN; HUNDLEY, 2004; PITTAYAKHAJONWUT et al., 2006; 

ZHONG-SHAN et al., 2009). 

 Neste estudo foi isolado, purificado e identificado o antibiótico, ácido 3-

hidroxipropiônico, produzido pelo fungo endofítico D. phaseolorum linhagem 41.1(1). A 

estrutura do antibiótico foi elucidada por meio de técnicas espectroscópicas de Ressonância 

Magnética Nuclear e Espectrometria de Massas. A transformação genética dessa linhagem via 

Agrobacterium tumefaciens (Capítulo 3) foi realizada visando o estudo dos genes da via 

metabólica do antibiótico identificado.  

 

4.2 Desenvolvimento 

 

4.2.1 Material e métodos 

 

4.2.1.1 Linhagens patogênicas e condições de cultivo 

  

 Os patógenos que causam doenças em humanos testados neste estudo foram 

Staphylococcus aureus (gram-positiva) e Escherichia coli (gram-negativa). O meio de cultivo 

utilizado para o crescimento desses patógenos foi Luria Bertani. Além desses patógenos 

humanos, o fitopatógeno Xanthomonas axonopodis citri  também foi avaliado. Ele foi cultivado 

em meio NA (3g de extrato de carne, 5g de peptona, 1000 mL de água destilada; pH  6,8). Essas 

bactérias pertencem ao banco de linhagens do Laboratório de Genética de Microrganismos “Prof. 

João Lúcio de Azevedo”, Departamento de Genética, Escola Superior de Agricultura “Luiz de 

Queiroz”, USP, Piracicaba, São Paulo. Além disso, foi testado o antibiótico ácido 3-

hidroxipropiônico, purificado e identificado nesse estudo, frente aos patógenos humanos 

Salmonella tiphy e Staphylococcus aureus pertencentes ao banco de linhagens da Universidade 
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de Valência, Departamento de Farmacologia, Laboratório de Farmacognosia do professor Dr. 

Diego Miguel Cortes Martinez, Valência, Espanha.  

 

4.2.1.2 Avaliação do potencial biotecnológico do fungo endofítico D. phaseolorum 

 

 A seleção de fungos endofíticos produtores de antibióticos foi realizada por meio do teste 

em blocos de ágar (ICHIKAWA et al., 1971). Essa técnica foi descrita no Capítulo 3 (item 

3.2.1.2). 

 

4.2.1.3 Condições de cultivo para obtenção de extratos orgânicos fúngicos em pequena 

escala 

 

As linhagens que apresentaram atividade antimicrobiana no teste de antagonismo foram 

cultivadas em pequena escala, em meio líquido para obter o extrato bruto de metabólitos 

secundários. Os fungos endofíticos foram cultivados, primeiramente, em meio de cultura BDA 

(Difco) sólido, durante 7 dias a 28º C para confirmar a sua pureza. Posteriormente, foi realizada a 

inoculação de 3 discos de micélio (8 mm de diâmetro), provenientes de culturas crescidas em 

BDA, utilizando Erlenmeyers de 500 mL, contendo 200 mL de meio de cultura BD (caldo de 200 

g de batata e 20 g de dextrose em 1 L de água destilada; pH 6,0)  enriquecido com 2% de extrato 

de levedura, os quais foram incubados por um período de 15 dias à 27ºC, sob condições estáticas 

e na ausência de luz. Após o período de fermentação, o meio de cultura foi separado do micélio 

por filtração à vácuo. O filtrado foi submetido à partição líquido-líquido com o solvente orgânico 

diclorometano, por três vezes, numa proporção de (1:1) v/v (solvente orgânico/fase aquosa). 

Posteriormente, o extrato orgânico foi concentrado em evaporador rotativo e seco em nitrogênio 

líquido. A quantidade de extrato bruto foi mensurada. Para o controle negativo foi utilizado 

extrato proveniente do meio de cultivo sem inoculação de fungo endofítico. Esses extratos foram 

armazenados em geladeira, e posteriormente foram submetidos à análise de RMN de 1H no 

Laboratório de Ressonância Magnética Nuclear do Professor Dr. Antônio Gilberto Ferreira, 

Departamento de Química, Universidade Federal de São Carlos (UFSCar), São Carlos, São 

Paulo. 
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4.2.1.4 Avaliação da atividade antimicrobiana de extratos orgânicos 

 

 Após a obtenção do extrato bruto, foi realizado o teste de antibiose com os mesmos 

patógenos utilizados no teste de antagonismo para confirmar a presença de antibiótico na 

amostra. Em placas com o patógeno, previamente inoculado foram inseridos discos de papel de 

filtro esterilizados e, nestes foram aplicados 20 µL de extrato com uma concentração de 50 

mg.mL-1. Para o controle negativo foi inoculado somente os discos de papel contendo apenas o 

solvente dimetilsulfóxido (DMSO), utilizado para dissolver os extratos brutos. Já para controle 

positivo foram inoculadas alíquotas de 20 µL do antibiótico tetraciclina (Sigma) numa 

concentração de 10 mg/mL. As placas foram incubadas à 37º C, durante 18 horas. Este 

experimento foi realizado em triplicata, e os diâmetros dos halos de inibição foram mensurados. 

 

4.2.1.5 Cultivo em grande escala do fungo endofítico D. phaseolorum 

 

 A linhagem 41.1(1) identificada como D. phaseolorum foi selecionada para o cultivo em 

grande escala com o objetivo de isolar a substância bioativa em uma quantidade suficiente para 

realizar todos os experimentos necessários para a sua determinação química estrutural, e para os 

testes de antibiose confirmando se a mesma é a responsável pela atividade biológica do extrato 

bruto. Este experimento foi conduzido na Universidade de Valência, Departamento de 

Farmacologia, Laboratório de Farmacognosia, Valência, Espanha, sob a supervisão do Professor 

Dr. Diego Miguel Cortes Martinez, visando à identificação da estrutura química do antibiótico 

por meio de técnicas espectroscópicas como Ressonância Magnética Nuclear e Espectrometria de 

Massas.  

 O cultivo em escala ampliada segue a mesma metodologia do de pequena escala. Para 

tanto, foram inseridos 10 discos miceliais (6 mm de diâmetro) do fungo endofítico D. 

phaseolorum em frascos de Erlenmeyers de 1000 mL, contendo 500 mL de meio de cultura BD 

(caldo de batata), enriquecido com 2% de extrato de levedura. Os frascos de Erlenmeyers, 

perfazendo no total 6 L de meio de cultivo, foram incubados à 28º C, em condição estática, 

durante 14 dias na ausência de luz. Após o período de cultivo, o micélio foi separado do meio 

aquoso por filtração a vácuo. Os 6 L de meio de fermentação foram concentrados em evaporador 

rotativo, com temperatura de 40º C, até obter 1 L de meio de cultivo, o qual foi submetido três 
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vezes a partição líquido-líquido com os solventes orgânicos acetato de etila e diclorometano. A 

proporção de meio de cultivo e solvente orgânico foi de (1:1) v/v. Posteriormente, foi adicionada 

à fase orgânica o sulfato de sódio, para remoção da fase aquosa residual. Depois de filtrado, o 

extrato orgânico foi concentrado em evaporador rotativo e seco em nitrogênio líquido. A 

quantidade de extrato bruto foi mensurada. Tal procedimento foi realizado também com os 

transformantes, obtidos via Agrobacterium tumefaciens, 787, 374 e 423 para avaliar possíveis 

modificações na estrutura do antibiótico em relação à linhagem selvagem. Entretanto, no presente 

trabalho será mostrado somente o resultado sobre o antibiótico produzido pela linhagem 

selvagem, pois os extratos dos transformantes, ainda estão sendo avaliados no Departamento de 

Farmacologia da Universidade de Valência. Foi avaliada a atividade antimicrobiana do extrato 

obtido em grande escala utilizando a metodologia descrita no item 4.2.1.4.  

 

4.2.1.6 Determinação do sistema de solventes utilizado como fase móvel na coluna 

 

Foram avaliadas várias combinações de solventes, com o objetivo de encontrar o sistema 

que possibilita a melhor separação dos metabólitos fúngicos na coluna. As combinações de 

eluentes utilizadas foram às seguintes: hexano:acetato de etila (8:2 v/v), hexano:acetato de etila 

(5:5 v/v), hexano:acetato de etila (4:6 v/v), diclorometano:metanol (9:1 v/v), essa ordem aumenta 

a polaridade do sistema de solventes. Alíquotas de 3 µL do extrato da linhagem selvagem 41.1(1) 

foram aplicadas em placas de cromatografia de alumínio com gel de sílica, as quais foram 

inseridas em cubas contendo a fase móvel. Após a corrida, as placas foram evaporadas com o 

auxílio de um secador, e reveladas em luz ultravioleta com comprimento de onda de 254 nm, e 

com os reveladores químicos (ácido fosfomolíbdico e anisaldeído sulfúrico). Na revelação, as 

placas foram inseridas em estufas a 120ºC durante 5 minutos e, em seguida os valores de Rf 

(índice de retenção de um composto) foram calculados. Na coluna os compostos apresentam o 

mesmo comportamento que o observado na cromatografia de camada delgada utilizando o 

mesmo sistema de solventes. 
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4.2.1.7 Purificação do antibiótico em coluna 

 

O extrato bioativo obtido em grande escala foi purificado por cromatografia de coluna 

(sílica gel 60 - flash) com 4 cm de diâmetro e 130 cm de comprimento. O extrato bruto foi 

completamente dissolvido em solventes hexano:acetato de etila (8:2 v/v), o mesmo sistema de 

solventes utilizado como fase móvel da coluna, e inserido cuidadosamente pela parede da coluna, 

com o auxílio de uma pipeta Pasteur. Acima do extrato foi adicionado areia para evitar o retorno 

do extrato inserido na coluna. A coluna foi eluída em sistema de gradiente crescente de 

polaridade (hexano:acetato de etila (8:2 v/v), hexano:acetato de etila (7:3 v/v) e hexano:acetato 

de etila (5:5 v/v) garantindo a remoção de todos os metabótitos presentes na coluna. As frações 

obtidas na coluna foram avaliadas por cromatografia de camada delgada, sendo que as frações 

que apresentaram o mesmo Rf foram reunidas. Posteriormente, essas frações foram avaliadas com 

relação a sua atividade antimicrobiana e por Ressonância Magnética Nuclear de hidrogênio ( 

RMN de 1H). 

 Foi avaliado um segundo sistema de solvente para a fração ativa [171-180] mediante 

técnica de Cromatografia de Camada Delgada para obter uma melhor separação das substâncias, 

permitindo maior eficiência na separação do antibiótico presente na fração [171-180]. Os 

sistemas de solventes avaliados foram hexano:acetato de etila (8:2 v/v), diclorometano:metanol 

(98:2 v/v), diclorometano:metanol (95:5 v/v). Foram aplicados 139,74 mg da fração ativa [171-

180] na coluna de 1,5 cm de diâmetro e 70 cm de comprimento. A fase estacionária utilizada foi a 

sílica Flash. Já fase móvel foi constituída por diclorometano:metanol (CH2Cl2:MeOH) (98:2 v/v). 

 

4.2.1.8 Análises de Ressonância Magnética Nuclear 

 

 As amostras foram dissolvidas em 0,6 mL de clorofórmio deuterado e transferidas para o 

tubo de ressonância de 5mm de diâmetro. 

Os espectros de RMN unidimensionais (RMN de 1H e 13C) e bidimensionais (gHSQC) 

foram adquiridos em um equipamento Bruker DRX400 de 9,4 Tesla (500 MHz para a frequência 

do hidrogênio e 125 MHz para a do carbono), utilizando-se sondas de 5 mm com detecção direta 

(BBO) e com detecção inversa (BBI), equipadas com gradiente de campo no eixo z e a 

temperatura de 298 K. 
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4.2.1.9 Espectrometria de massas (EM) 

 

 A massa molecular da substância bioativa foi obtida por espectrometria de massas, 

utilizando o aparelho 1200 L - Quadrupole EM/EM - Varian. A massa molecular obtida por esta 

técnica confirmou os dados de RMN, os quais foram utilizados para determinação da estrutura 

química do antibiótico. 

 

4.2.1.10 Modificação da estrutura química do antibiótico 

 

 Depois de determinada a estrutura química do antibiótico, este foi submetido à reação 

química de esterificação de Fischer-Speier na presença de álcool em meio ácido (ácido clorídrico 

concentrado) com temperatura de 50oC (MCMURRY, 1997) para remoção do grupo hidroxila do 

ácido 3-hidroxipropiônico. Essa reação química foi realizada com o intuito de analisar a atividade 

biológica da hidroxila (OH) do grupo ácido (R-COOH) em relação ao grupo éster (R-COO-R) 

(grupo produzido pela reação de esterificação). O produto de reação (éster do ácido 3-

hidroxipropiônico) foi monitorado mediante cromatografia em camada delgada, pois o éster 

formado tem menor polaridade que o produto de partida (ácido), apresentando, dessa maneira, 

maior Rf. 

Após a reação de esterificação, o produto de reação foi concentrado em rotaevaporador 

rotativo para remoção do etanol e ácido clorídrico. Em seguida, foram adicionados 10 mL de 

água pura e de diclorometano para extração do produto de reação mediante partição 

líquido/líquido. Esse processo de extração foi repetido três vezes, utilizando diclorometano. 

Depois das lavagens foi adicionada à fase orgânica (diclorometano) o sulfato de sódio anidro, a 

fim de remover restos aquosos residuais. O produto de reação foi novamente evaporado, pesado e 

submetido à análises de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e RMN de 1H, sendo 

comparado com o produto de partida ácido 3-hidroxipropiônico. 

 

 

 



 132  

4.2.1.11 Avaliação da atividade antimicrobiana de extratos orgânicos 

 

 A avaliação da atividade antimicrobiana do ácido 3-hidroxipropiônico e do éster do ácido 

3-hidroxipropiônico foi realizada mediante teste de difusão em ágar utilizando diferentes massas 

desses compostos puros (0,025 mg, 0,050 mg, 0,10 mg, 0,25 mg, 0,50 mg, 1 mg, 2 mg e 4 mg) 

aplicadas em discos de papel de filtro inseridos em meio de cultivo previamente inoculado com  

os patógenos S. aureus e S. tiphy pertencentes ao banco de linhagens da Universidade de 

Valência, Departamento de Farmacologia, no Laboratório do Prof. Dr. Diego Cortes. Estes 

experimentos foram realizados em triplicatas, e os diâmetros dos halos de inibição mensurados. 

 

4.2.2 Resultados e discussão 

 

4.2.2.1 Avaliação da atividade antimicrobiana dos extratos brutos obtidos em pequena 

escala 

 

A avaliação da atividade antimicrobiana dos extratos das linhagens produtoras de 

antibióticos está representada na Tabela 4.1, mostrando que foram extraídos os antibióticos de 

todos os isolados selecionados no bioensaio mediante o teste bloco de ágar (Figura 4.1). Os halos 

de inibição resultantes da atividade dos extratos obtidos em pequena escala  estão representados 

na Figura 4.2. Posteriormente, todas as amostras foram submetidas à técnica de Ressonância 

Magnética Nuclear (RMN). 

 O gênero Diaporthe tem sido descrito como grande produtor de metabólitos secundários 

(AGUSTA; OHASHI; SHIBUYA, 2006; BILLS et al., 1992; BRADY et al., 2000; CHEN et al., 

2003; DETTARAKUL et al., 2003; HUANG et al., 2008; LIN et al., 2005; 

PITTAYAKHAJONWUT, 2006). Dessa forma, foi selecionada a linhagem 41.1(1) pertencente 

ao gênero Diaporthe para ser cultivada em grande escala, com o objetivo de isolar e determinar a 

estrutura química do antibiótico responsável pela atividade farmacológica. Essa linhagem foi 

transformada mediante A. tumefaciens visando o estudo dos genes da via de biossíntese do 

antibiótico ácido 3-hidroxipropiônico identificado nesse estudo (Capítulo 3). Além disso, a  
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linhagem 41.1(1) apresentou maior halo de inibição no teste de antibiose (Tabela 4.1), e apresenta 

atividade contra o patógeno Staphylococcus aureus de grande importância para a área médica. A 

bactéria Staphylococcus aureus vem apresentando resistência aos antibióticos utilizados na 

prática clínica, inclusive ao antibiótico vancomicina o qual apresenta espectro de ação à esse 

patógeno, isso vem ocorrendo devido ao uso indiscriminado de antibióticos favorecendo o 

aparecimento de linhagens cada vez mais resistentes.  
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Tabela 4.1 Fungos endofíticos de manguezais produtores de antibióticos  

Isolado Fungos endofíticos1  
Local de 

Isolamento 

Parte da 

planta 
Patógeno inibido2  

Halo em 

mm 

40.1(1) Diaporthales Bertioga/verão Ramo Staphylococcus aureus 1,53(1,54) 

39.1(1) Diaporthe phaseolorum Bertioga/verão Ramo Staphylococcus aureus 1,03(1,04) 

41.1(1) Diaporthe phaseolorum Bertioga/verão Folha Staphylococcus aureus 4,03(4,04) 
99(3) Gibberella moniliformis Bertioga/inverno Folha Escherichia coli 2,03(2,54) 
89(3) Hypocrea virens Bertioga/inverno Folha Escherichia coli 3,03(3,04) 

36(3) 
Colletotrichum 
gloeosporioides 

Bertioga/inverno Folha Escherichia coli 3,03(3,04) 

60(4) Penicillium sp. Cananéia/verão Ramo Escherichia coli 3,03(3,04) 

36(3) Diaporthe phaseolorum Bertioga/inverno Folha 
Xanthomonas axonopodis 

citri  
13(1,54) 

9.3(1) Gibberella moniliformis Bertioga/verão Ramo 
Xanthomonas axonopodis 

citri  
23(2,54) 

8(3) 
Lasiodiplodia 
rubropurpurea 

Bertioga/inverno Ramo 
Xanthomonas axonopodis 

citri  
23(24) 

29.6(3) Neofusicoccum vitifusiforme Bertioga/inverno Ramo 
Xanthomonas axonopodis 

citri  
2,53(2,54) 

101(3) Arthothelium spectabile Bertioga/inverno Folha 
Xanthomonas axonopodis 

citri  
1,53(2,04) 

50(3) Aspergillus sp. Bertioga/inverno Folha 
Xanthomonas axonopodis 

citri  
2,53(2,54) 

36(4) Xylaria allantoidea Cananéia/verão Ramo 
Xanthomonas axonopodis 

citri  
2,03(2,54) 

22(3) Aspergillus awamori Bertioga/inverno Folha 
Xanthomonas axonopodis 

citri  
1,03(1,54) 

82(4) Aspergillus awamori Cananéia/verão Folha 
Xanthomonas axonopodis 

citri  
1,53(2,04) 

54(4) Diaporthe sp. Cananéia/verão Ramo 
Xanthomonas axonopodis 

citri  
1,03(1,54) 

17.5(3) Aspergillus awamori Bertioga/inverno Ramo 
Xanthomonas axonopodis 

citri  
1,03(1,54) 

1Identificação taxonômica dos isolados fúngicos a partir da comparação das suas sequências de nucleotídeos com sequências 
conhecidas disponíveis no GenBank, via BLASTn, e agrupamento em filograma; 2A concentração de extrato foi ajustada para 
50mg.mL-1 com solvente DMSO, e alíquotas de 20µL foram aplicadas nos discos de papel de filtro inseridos sobre os seguintes 
patógenos previamente inoculados; 3Atividade antimicrobiana avaliada pela medida do tamanho do halo de inibição observado 
por meio da técnica bloco de ágar; 4Atividade antimicrobiana de extratos obtidos em pequena escala das linhagens fúngicas 
avaliadas. Os valores são médias das três repetições realizadas 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5114&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock�
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Figura 4.1 - Ensaio de antagonismo das linhagens fúngicas por meio da técnica de bloco de ágar. A setas indicam 
os halos formados ao redor dos blocos de fungos endofíticos produtores de antibiótico efetivo contra 
a) Staphylococcus aureus, b) Escherichia coli e c) Xanthomonas axonopodis citri  

 

 

 
 
Figura 4.2 - Atividade antimicrobiana dos extratos obtidos em pequena escala de isolados fúngicos produtores de 

antibiótico. A concentração de extrato foi ajustada para 50mg.mL-1, e alíquotas de 20 µL foram 
aplicadas nos discos de papel de filtro inseridos sobre os seguintes patógenos previamente inoculados: 
a) Escherichia coli b) Staphylococcus aureus e c) Xanthomonas axonopodis citri  

 

4.2.2.2 Purificação do antibiótico em coluna 

 

 O rendimento do processo de extração em grande escala do extrato bruto da linhagem 

41.1(1) foi de 1,0 g. A Cromatografia de Camada Delgada desse extrato ativo revelou várias 

manchas, indicando que a amostra apresentava vários compostos secundários. A proporção de 

solvente hexano:acetato de etila (8:2 v/v) mostrou a melhor separação dos metabólitos presentes 

no extrato bruto. Esse sistema de solventes foi utilizado como fase móvel para purificação do 

antibiótico em coluna. Foram obtidas 18 frações com diferentes perfis cromatográficos. As 

condições da coluna estão representadas na Tabela 4.2. 
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4.2.2.3 Avaliação da atividade antimicrobiana das frações obtidas da coluna  

 

 As frações ativas foram detectadas por meio de ensaio de antagonismo. Das 18 frações 

obtidas (item 4.2.2.2), 6 delas apresentaram atividade contra as bactérias patogênicas S. aureus e 

S. tiphy (Figura 4.3). As frações ativas biologicamente foram: [122-150], [151-160], [161-170], 

[171-180], [181-190] e [191-200]. A fração [171-180] apresentou menor conteúdo de impurezas 

que as demais frações de acordo com dados de RMN de 1H. Assim, foi realizada uma segunda 

coluna com essa fração [171-180] para purificar o antibiótico de acordo com o item 4.2.1.7. 

 
Tabela 4.2 -  Frações obtidas da coluna com o extrato bruto da linhagem 41.1(1) D. phaseolorum 
 

Fração 1Fase Móvel 2Massa 3Observação 

[1-80] Hexano/Acetato de etila (8:2 v/v) 8,30 mg RMN de 1H, S- 

[81-89] Hexano/Acetato de etila (8:2 v/v) 99,82 mg RMN de 1H, S- 

[90-93] Hexano/Acetato de etila (8:2 v/v) 0,66 mg RMN de 1H, S- 

[94-105] Hexano/Acetato de etila (8:2 v/v) 1,64 mg RMN de 1H, S- 

[106-110] Hexano/Acetato de etila (8:2 v/v) 0,73 mg RMN de 1H, S- 

[111-113] Hexano/Acetato de etila (8:2 v/v) 3,61 mg RMN de 1H, S- 

[114-115] Hexano/Acetato de etila (8:2 v/v) 1,36 mg RMN de 1H, S- 

[116-117] Hexano/Acetato de etila (8:2 v/v) 0,25 mg RMN de 1H, S- 

[118] Hexano/Acetato de etila (8:2 v/v) 0,62 mg RMN de 1H, S- 

[119] Hexano/Acetato de etila (8:2 v/v) 0,62 mg RMN de 1H, S- 

[121] Hexano/Acetato de etila (8:2 v/v) 1,32 mg RMN de 1H, S- 

[122-150] Hexano/Acetato de etila (8:2 v/v) 38,74 mg RMN de 1H, S+ 

[151-160] Hexano/Acetato de etila (8:2 v/v) 1,68 mg RMN de 1H, S+ 

[161-170] Hexano/Acetato de etila (8:2 v/v) 0,94 mg RMN de 1H, S+ 

[171-180] Hexano/Acetato de etila (8:2 v/v) 149,74 mg RMN de 1H e 13C, S+ 

[181-190] Hexano/Acetato de etila (8:2 v/v) 176,29 mg RMN de 1H, S+ 

[191-200] Hexano/Acetato de etila (7:3 v/v) 75,83 mg RMN de 1H, S+ 

[201-205] Hexano/Acetato de etila (5:5 v/v) 2,68 mg RMN de 1H, S- 
1Fase móvel utilizada na coluna para separação dos metabólitos secundários presentes na amostra; 2Massa das frações 
separadas pela coluna; 3 Avaliação da atividade antimicrobiana das frações: S+ (Frações que apresentaram atividade 
biológica frente aos patógenos S. aureus e S. tiphy), e S- (não apresentou atividade antimicrobiana frente aos patógenos S. 
aureus e S. tiphy. RMN de 1H - Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio e RMN de 13C – Ressonância Magnética 
Nuclear de Carbono-13 
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Figura 4.3 – Avaliação da atividade antimicrobiana das frações obtidas da coluna com o extrato bruto da linhagem 

41.1(1) de D. phaseolorum. A concentração das frações foi ajustada para 50 mg.mL-1, e alíquotas de 20 
µL foram aplicadas nos discos de papel de filtro inseridos sobre os seguintes patógenos previamente 
inoculados: a) S. aureus e b) S. tiphy 

 

4.2.2.4 Coluna com a fração [171-180] 

  

 A Tabela 4.3 mostra os dados da coluna com a fração ativa [171-180] realizada para a 

purificação do antibiótico (item 4.2.1.7). De acordo, com os dados de RMN de 1H a fração [6-44] 

apresentou-se pura (Figura 4.4 B). Devido a essa pureza, essa fração foi analisada por RMN de 
13C, Espectrometria de Massas e ensaio de antibiose com os patógenos humanos S. aureus e S. 

tiphy, confirmando a estrutura química e atividade antimicrobiana do composto puro. 

 

Tabela 4.3 - Frações obtidas da coluna com a fração [171-180] 
 

Fração Fase móvel1 Massa2 Observação3 

[1-5] CH2Cl2:MeOH (98:2 v/v) 10,2 mg RMN de 1H, S- 

[6-44] CH2Cl2:MeOH (98:2 v/v) 62,42 mg RMN de 1H e 13C, S+ 

[45-64] CH2Cl2:MeOH (98:2 v/v) 32,25 mg RMN de 1H, S+ 

[65-81] CH2Cl2:MeOH (98:2 v/v) 10,05 mg RMN de 1H, S+ 

[82-101] CH2Cl2:MeOH (98:2 v/v) 9,25 mg RMN de 1H, S+ 

[102-120] CH2Cl2:MeOH (98:2 v/v) 9,85 mg RMN de 1H, S- 

[121-150] CH2Cl2:MeOH (5:5 v/v) 10,5 mg RMN de 1H,S- 
1 Fase móvel utilizada na coluna para separação dos metabólitos secundários presentes na amostra; 2 Massa das frações separadas 
pela coluna; 3 Observações  sobre a atividade antimicrobiana das frações: S+ (Frações que apresentaram atividade aos patógenos 
S. aureus e S. tiphy), e S- (não apresentou atividade antimicrobiana aos patógenos S. aureus e S. tiphy),  RMN de 1H - 
Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio e RMN de 13C - Ressonância Magnética Nuclear de 13C 
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4.2.2.5 Análise da fração pura [6-44] por meio da técnica de Ressonância Magnética 

Nuclear 

 

 A estrutura química encontrada com atividade antimicrobiana foi o ácido 3-

hidroxipropiônico (3-HPA). Essa estrutura química foi determinada de acordo com dados 

espectroscópicos de RMN (500 MHz para 1H e 125 MHz para 13C). A amostra foi solubilizada 

em clorofórmio deuterado (CDCl3), o qual apresenta um deslocamento químico (no espectro) em 

7,26 ppm, que pode ser utilizado como referência para calibração. O espectro de RMN de 1H 

(Figura 4.4 B) apresentou dois sinais com multiplicidade de tripleto, ambos com constante de 

acoplamente J = 6,2 Hz (com a mesma intensidade). Estes sinais apresentaram deslocamentos 

químicos em 4,65 ppm e 3,00 ppm. Enquanto, que o espectro de RMN de 13C apresentou três 

sinais em 30,8, 69,8 e 171,7 ppm, sendo este último sinal, é refente a um carbono não ligado a 

hidrogênio (carbono-quaternário) (Figura 4.5). Os experimentos de 2Ds (duas dimensões) 

mostraram que os dois tripletos acoplam entre si (gCOSY-1H x 1H), e que os prótons de sinais 

4,65 e 3,00 ppm estão ligados aos carbonos com deslocamentos em 69,8 e 30,8 ppm, 

respectivamente (gHMQC-1H x 13C), que estão representados na Figura 4.6. Já o carbono com 

deslocamento químico em 171,7 ppm, é referente ao carbono carbonílico do grupo ácido 

(COOH). Esses dados foram comparados com os descritos na literatura para o composto ácido 3-

hidroxipropiônico (Schwarz et al., 2004), confirmando a estrutura determinada. 

 No trabalho de Schwarz et al., 2004 foi isolado o ácido 3-hidroxipropiônico do fungo 

endofítico P. phaseoli, o qual apresentou atividade nematicida contra Meloidogyne incognita. 

Entretanto, nenhum trabalho relatou até o momento, a atividade antimicrobiana do ácido 3-

hidroxipropiônico. Desta forma, o presente estudo demonstra pela primeira vez o efeito 

farmacológico desse princípio ativo. 

 O ácido 3-hidroxipropiônico pode ser obtido por meio de síntese química, entretanto o 

custo é muito alto para a indústria (JIANG; MENG; XIAN, 2009). Assim, uma fonte alternativa 

na obtenção deste composto químico seria por meio do metabolismo secundário de fungos, tais 

como: Phomopsis phaseoli, Melanconium betulinum, Byssochlamys sp., Geotrichum sp., e 

Trichoderma sp. (JIANG; MENG; XIAN, 2009). As bactérias também vêm sendo descritas como 

produtoras do ácido 3-hidroxipropiônico como: Chloroflexus aurantiacus, Acidianus brierleyi, 
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Acidianus ambivalens, Sulfolobus metallics, Metallosphaera sedula, Alcaligenes latus, Ralstonia 

eutropha, Pseudomonas oleovorans (JIANG; MENG; XIAN, 2009). A utilidade deste composto 

para a indústria está relacionada com a produção de polímeros biodegradáveis, e também pode 

ser substituto do ácido acrílico (SAUER et al., 2008). A produção microbiana de ácidos orgânicos 

vem se expandindo no mercado, sendo uma fonte de carbono renovável, representando dessa 

forma, um grande passo para o desenvolvimento de uma sociedade industrial sustentável 

(SAUER et al., 2008). 
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Figura 4.4 - Espectros de RMN de 1H, na frequência de 500 MHz, em clorofórmio deuterado (CDCl3). A) Fração 
[171-180] e B) composto puro ativo biologicamente contra os patógenos S. aureus e S. tiphy 
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Figura 4.5 - Espectro de RMN de 13C, na frequência de 125 MHz, em clorofórmio deuterado (CDCl3) apresentando 
deslocamento químico em 76 ppm 

 

 

Figura 4.6 – Espectro de gHMQC (2D) que mostrou que os hidrogênios em 4,65 e 3,00 ppm ligados aos seus 
respectivamente carbonos 69,8 e 30,8 ppm, Esses dados permitiram a identificação do ácido 3-
hidroxipropiônico 
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4.2.2.6 Espectrometria de massa (MS) 

 

 A espectrometria de massas por Electrospray é de fundamental importância na 

determinação da massa molecular de um composto químico, pois os espectros de massa de 

biomoléculas apresentam a predominância de íons moleculares, multiplamente carregados e 

muitas vezes com ausência de fragmentação, permitindo, desse modo, a determinação de massas 

moleculares (CLARKE et al., 2007; OLAH; MCLOUGHLIN; GILBERT, 1997; ZHANG et al., 

2000). O espectro de massas do composto (Figura 4.7) mostrou o íon base (aproximado) m/z 89 

[M-H]+ (100 % de intensidade), referente à perda do hidrogênio da hidroxila do grupo ácido. O 

pico do íon molecular, aproximadamente de m/z 91 [M+H]+ referente à massa molecular mais um 

hidrogênio, acrescentado no modo de ionização positivo, confirmando a estrutura determinada 

através de dados obtidos pela técnica de RMN para o princípio ativo, ácido 3-hidropropiônico. 

 
Figura 4.7 - Espectro de massas full-scan por Electrospray modo de ionização positivo do ácido 3-hidroxipropiônico 
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 A estrutura e a massa molecular do princípio ativo isolado neste trabalho, ácido 3-
hidroxipropiônico, estão representadas na Figura 4.8. 
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Figura 4.8 - Estrutura química do ácido 3-hidroxipropiônico 

 

4.2.2.7 Reação química de esterificação do antibiotico ácido 3-hidroxipropiônico 

 

Estudos sobre a relação estrutura química e atividade da molécula são importantes para 

identificar o grupo farmacofórico o qual corresponde a porção da molécula responsável pelo seu 

efeito farmacológico (El Aouad et al., 2009; González et al., 1996; Cabedo et al., 2006). Essa 

informação é importante, pois possibilita a alteração da molécula, a fim de melhorar 

características farmacocinéticas, sem que ocorra a perda da atividade biológica de um composto 

químico. A Figura 4.9 mostra a reação de esterificação do ácido 3-hidroxipropiônico com etanol. 

 

CH2

CH2 O

O

HO H + O CH2CH3H H+/ 50oC
CH2

CH2 O

O

HO CH2CH3 + H2O

Ácido 3-hidroxipropiônico Etanol 3-hidroxipropionato de etila (Éster)
 

Figura 4.9 - Reação química de esterificação de Fischer-Speier do princípio ativo ácido 3-hidroxipropiônico na 
presença de etanol em meio ácido. O produto (3-hidroxipropionato de etila) formado apresentou 
ausência de atividade antimicrobiana contra os patógenos humanos S. aureus e S. tiphy 
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A presença da formação do grupo éster no produto da reação foi confirmada pelo espectro 

de RMN (Figura 4.10 B) em comparação com o espectro do ácido 3-hidroxipropriônico 

apresentado na Figura 4.10 A. O espectro de RMN de 1H (Figura 4.10 B) do produto formado 

mostrou os dois sinais referentes aos hidrogênios H-3 e H-2, como tripletos, com deslocamentos 

químicos em 4,65 ppm e 3,00 ppm. Já os sinais observados em 4,15 ppm e 1,15 ppm 

correspondem, respectivamente aos hidrogênios pertencentes aos grupos CH2 e CH3 (grupo etila), 

provenientes da molécula de etanol mostrado na reação de esterificação (Figura 4.9). 
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Figura 4.10 - Espectros de RMN de 1H, na frequência de 500 MHz, em clorofórmio deuterado (CDCl3) apresentando 

deslocamento químico em 7.26 ppm (A) Antibiótico ácido 3-hidroxipropiônico e (B) Éster (3-
hidroxipropionato de etila), formado a partir da reação química de  esterificação de Fischer-Speier, o 
qual apresentou ausência de atividade antimicrobiana aos patógenos S. aureus e S. tiphy 
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Na Figura 4.11 estão mostrados os resultados do teste de antibiose com ácido 3-

hidroxipropiônico e com o 3-hidroxipropionato de etila. A ausência de atividade do 3-

hidroxipropionato de etila mostra que a hidroxila perdida na reação era responsável pela atividade 

biológica do mesmo. 

 

 

Figura 4.11 – Atividade antimicrobiana do composto puro ácido 3-hidroxipropiônico (halos ao redor dos discos de 
papel de filtro à direita das fotos) e produto da reação aplicado em papel de filtro inseridos à esquerda 
nas fotos. A massa dos compostos foram ajustadas para 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1,0 e 2,0 mg sendo 
aplicadas nos discos de papel de filtro inseridos sobre os seguintes patógenos previamente inoculados: 
a) S. aureus e b) S. tiphy 

 
 
Tabela 4.4 – Atividade antimicrobiana da fração [6-44] pura correspondente ao antibiótico ácido 3-hidroxipropiônico 
 

 
Halo de inibição (mm) Tetraciclina (+)  

Bactérias 1Fração: [6-44]  R1 R2 R3 Média Dose: (µg.mL-1) Halo Controle (-)

0,025mg 0 0 0 0,00 10 6 0 

0,05mg 0,5 0,5 0,5 0,50 10 6 0 

0,1mg 1 1 1 1,00 10 6 0 

0,2 mg 1,5 2 2 1,83 10 6 0 

0,5 mg 2,5 3 3 2,83 10 6 0 

1,0 mg 4 5 5 4,66 10 6 0 

 

Staphylococcus 
aureus 

2,0 mg 5,5 6 6 5,83 10 6 0 

0,025mg 0 0 0 0,00 10 6 0 

0,05mg 0,5 0,5 0,5 0,50 10 6 0 

0,1mg 1 1 1 1,00 10 6 0 

0,2 mg 2 2 2 2,00 10 6 0 

0,5 mg 3 3 3 3,00 10 6 0 

1,0 mg 4 5 5 4,66 10 6 0 

Salmonella 
tiphy 

2,0 mg 5 6 6 5,66 10 6 0 
1 Massa testada da fração pura aplicada em discos de papel de filtro inseridos sobre os patógenos S. aureus e S. tiphy. O controle 
positivo consistia da tetraciclina na concentração de 10 µg.mL-1. Já o controle negativo corresponde ao solvente dimetilsulfóxido 
(DMSO). Esse bioensaio foi conduzido com três repetições (R1, R2, e R3) 
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4.3 Conclusão 

 

 De acordo com os dados obtidos conclui-se que a estrutura química do antibiótico purificado 

em coluna corresponde ao ácido 3-hidroxipropiônico, o qual apresentou atividade antimicrobiana 

frente aos patógenos humanos Staphylococcus aureus e Salmonella tiphy. Ainda, pode-se 

concluir através da reação de esterificação que a atividade biológica da substância isolada esta 

relacionada com grupo ácido (R-CO-OH), ou seja com a hidroxila (OH) ligada a carbonila 

(C=O). 
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