
1 

 

 

 

MICOBIOTA ENDOFÍTICA DE BROMÉLIAS EM RESTINGAS E ANTAGONISMO 

DE Trichoderma spp. A Fusarium guttiforme 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

GUSTAVO DE ANDRADE BEZERRA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE 

DARCY RIBEIRO 

 
 

CAMPOS DOS GOYTACAZES – RJ 
JULHO – 2017

 



2 

 

 

 

 MICOBIOTA ENDOFÍTICA DE BROMÉLIAS EM RESTINGAS E ANTAGONISMO 

DE Trichoderma spp. A Fusarium guttiforme 

 

 

 

 

 

 

GUSTAVO DE ANDRADE BEZERRA  

 

 

 

 

“Dissertação apresentada ao Centro de 
Ciências e Tecnologias Agropecuárias da 
Universidade Estadual do Norte Fluminense 
Darcy Ribeiro, como parte das exigências 
para obtenção do título de Mestre em 
Produção Vegetal. ” 

 
 
 
 
 
 
 

 

Orientador: Prof. DSc. Silvaldo Felipe da Silveira  
 
 

 
 
 
 
 
 

CAMPOS DOS GOYTACAZES – RJ 
JULHO – 2017  

  



3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 

 

 

 

MICOBIOTA ENDOFÍTICA DE BROMÉLIAS EM RESTINGAS E ANTAGONISMO 

DE Trichoderma spp. A Fusarium guttiforme 

 

 

 

 

 

GUSTAVO DE ANDRADE BEZERRA  

 

 

“Dissertação apresentada ao Centro de 
Ciências e Tecnologias Agropecuárias da 
Universidade Estadual do Norte Fluminense 
Darcy Ribeiro, como parte das exigências 
para obtenção do título de Mestre em 
Produção Vegetal. ” 

 
 

Aprovada em 20 de julho de 2017. 
 
 

Comissão Examinadora: 
 
 
 

Prof. Marcelo Vivas (D. Sc., Genética e Melhoramento de Plantas) – UENF 
 
 
 

Vicente Mussi-Dias (D. Sc., Produção Vegetal) - UENF 
 
 
 

Prof. Vicente Martins Gomes (D. Sc., Produção Vegetal) - IFF 
 
 
 
 
 
 

Prof. Silvaldo Felipe da Silveira (D. Sc., Fitopatologia) – UENF 
(Orientador) 

 
 
 



5 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A Deus,  

Aos meus pais  

A minha avó 

Aos meus irmãos  

Ao meu sobrinho 

Aos meus amigos  

 

DEDICO 

 
 
 
 

 

 



6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AGRADECIMENTOS 

 

 

 
A Deus. A minha família pelo apoio e incentivo de sempre. 
 
Ao Programa de Pós-Graduação em Produção Vegetal da UENF pela 
oportunidade.  
 
A FAPERJ pela bolsa concedida para realização deste trabalho.  
 
Ao Prof. Dr. Silvaldo Felipe da Silveira pela orientação.  
 
Ao técnico. Dr. Vicente Mussi-Dias pelo carinho, apoio, companheirismo e 
importantes contribuições para a realização deste trabalho.  
 
Aos meus queridos amigos Bia, Tathianne, Janielli e ao Pedro em especial pela 
ajuda sem medidas nos procedimentos de analises moleculares dos fungos, por 
estarem sempre dispostos a ajudar, e por colaborarem na execução deste trabalho.  
 

Aos professores do Programa de Pós-Graduação em Produção Vegetal pela 
contribuição em minha formação acadêmica.  
 
Ao laboratório de Genética e Melhoramento Vegetal (LMGV), no nome da Pós-
doutoranda Fernanda, pela ajuda sem medidas com os protocolos de análise 
molecular de fungos.  
 
Aos colegas de laboratório, pelo apoio, incentivo e momentos de descontração. 
 
Aos amigos que fiz no decorrer da luta pela obtenção deste título. Aos meus 
amigos, de minha terra natal, agradeço o apoio incomparável. 
 
Ao meu primeiro contato familiar campista: Mônica, Leide e Alex, um apoio 
essencial.  
 
Ao Ruan Gonçalves, de forma especial, por me apoiar, incentivar, não me fazer 
desistir nas horas mais difíceis, por me aturar com assuntos que não lhe cabia 



7 

 

 

 

conhecimento, por vibrar junto comigo nas minhas conquistas, por me dar uma 
família e um alicerce de forma irreparável na minha vida.  
 
Ao pai (Tércio Luis), mãe (Nélia), que a vida me deu de presente nessa jornada e 
que vibraram junto comigo em cada passo e conquista nessa fase.  
 
Aos demais, agradeço.   
 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SUMÁRIO 

 

 

 RESUMO............................................................................................. x 

 ABSTRACT.......................................................................................... xiii 

1.  INTRODUÇÃO..................................................................................... 1 

2. OBJETIVOS.......................................................................................... 4 

2.1 Objetivo geral........................................................................................ 4 

2.2 Objetivos específicos............................................................................ 4 

3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA................................................................. 5 

3.1 Ecossistema Restinga........................................................................... 5 

3.2 Bromeleaceas....................................................................................... 7 

3.3 Fungos endofíticos e suas potencialidades.......................................... 9 

3.4 Caracterização molecular de fungos..................................................... 12 

3.5 Filogenética molecular.......................................................................... 13 

4 Trabalhos............................................................................................. 16 

4.1 Fungos endofíticos em bromélias do Parque Nacional de 

Restingas de Jurubatiba, RJ.............................................................. 16 

 Resumo................................................................................................. 16 

 Abstract................................................................................................. 17 

1 Introdução............................................................................................. 19 

2 Material e Métodos................................................................................ 21 

2.1 Área de Coleta....................................................................................... 21 

2.2 Coleta de Material Botânico................................................................... 22 

2.3 Isolamento e preservação dos fungos................................................... 23 

2.4 Identificação e caracterização dos fungos ............................................ 24 



9 

 

 

 

2.5 Análise dos dados ................................................................................ 24 

3 Resultados e Discussão........................................................................ 24 

3.1 Caracterização dos grupos de isolados endofíticos obtidos das 

bromélias............................................................................................... 27 

3.1.1 Gênero Aspergillus................................................................................ 28 

3.1.2 Gênero Bipolaris.................................................................................... 29 

3.1.3 Gênero Curvularia................................................................................. 31 

3.1.4 Gênero Monília...................................................................................... 32 

3.1.5 Gênero Penicillium................................................................................ 33 

3.1.6 Gênero Pestalotiopsis........................................................................... 35 

3.1.7 Gênero Nigrospora................................................................................ 37 

3.1.8 Gênero Trichoderma............................................................................. 38 

 Considerações finais............................................................................. 42 

 Referências bibliográficas..................................................................... 44 

4.2 Identificação e seleção de espécies de Trichoderma spp. 

endofíticos de bromélias como agentes de biocontrole.................. 50 

 Resumo................................................................................................. 50 

 Abstract................................................................................................. 51 

1 Introdução............................................................................................. 52 

2 Material e métodos................................................................................ 54 

2.1 Origem dos isolados de fungos............................................................. 54 

2.2 Extração de DNA e sequenciamento para identificação de isolados de 

Trichoderma spp................................................................................... 54 

2.3 Análise filogenética............................................................................... 57 

2.4 Antagonismo por cultivo pareado.......................................................... 57 

2.5 Ação inibitória de metabólitos voláteis, não-voláteis e 

termoestabilidade de não-voláteis......................................................... 58 

2.6 Teste de biocontrole in vivo.................................................................. 59 

2.7 Análises estatísticas.............................................................................. 60 

3 Resultados e Discussão........................................................................ 60 

3.1 Identificação de espécies de Trichoderma spp...................................... 60 

3.2 Avaliação do antagonismo em cultura pareada..................................... 62 



10 

 

 

 

3.3 Avaliação do efeito inibitório de metabólitos voláteis, não-voláteis e 

não-voláteis termoestáveis produzidos por isolados de Trichoderma 

spp......................................................................................................... 64 

3.4 Biocontrole in vivo de F. gutifforme em frutos de abacaxi...................... 66 

 Considerações finais............................................................................. 68 

 Referências Bibliográficas..................................................................... 69 

 Resumos geral das considerações finais............................................... 74 

 Referências bibliográficas..................................................................... 76 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESUMO 

 

 

 

Bezerra, Gustavo de Andrade, M.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense 
Darcy Ribeiro. Julho de 2017. Título " MICOBIOTA ENDOFÍTICA DE BROMÉLIAS 
EM RESTINGAS E ANTAGONISMO DE Trichoderma spp. A Fusarium 
guttiforme” Orientador: Prof. Silvaldo Felipe da Silveira. 
 
Restingas é um ecossistema do bioma Mata Atlântica que compreende grande 

parte do litoral brasileiro e praticamente nada se conhece sobre a diversidade de 

fungos ou das doenças ocasionadas por estes em plantas presentes na mesma, 

durante o seu estabelecimento no habitat, as plantas desenvolvem a capacidade 

de interagir com diferentes espécies de seres vivos, dentre eles os fungos. Fungos 

endofíticos fazem parte dessa diversidade em interação com bromélias e 

microrganismos que vivem nas plantas durante pelo menos uma parte do seu ciclo 

de vida sem causar qualquer manifestação visível da doença. Exposto isso, o 

presente trabalho objetivou identificar e descrever a diversidade de fungos 

endofíticos cultiváveis associados a Bromeliaceae no ecossistema da restinga de 

Jurubatiba, estado do Rio de Janeiro, identificar e selecionar espécies endofíticas 

de Trichoderma spp. como agentes de biocontrole. Amostras de folhas de plantas 

sadias foram coletadas para o isolamento de fungos endofíticos de 2 espécies de 

bromélias habitantes da restinga: Aechmea nudicaulis (espécie 1) e Bromelia 

antiacantha (espécie 2).  As plantas foram coletadas de forma aleatória, 

percorrendo-se toda a faixa de restinga de sul a norte (30 pontos de coleta – 3 

folhas da primeira espécie e 10 pontos de coleta da segunda espécie). Após a 

amostragem das folhas, em laboratório, com auxílio de um furador de rolha (1,3 cm 

de diâmetro) retirou-se 6 fragmentos do terço médio da base da bainha foliar, os 
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quais foram imersos em álcool 70% (1 min.), hipoclorito de sódio 1,5% (1 min.), 

álcool 70% (30 segs.) para retirar o excesso de hipoclorito e, tríplice lavagem em 

água destilada estéril. Os fungos isolados foram mantidos pelos métodos de 

Castellani e em tubos com meio inclinado. A observação das características 

morfológicas e culturais dos isolados foram feitas através de lâminas ao 

microscópio óptico, em colônias crescidas em BDA ou em microcultura. A 

caracterização morfológica das colônias foi por comparação entre as 

características distintas de cada isolado e dados da literatura. Procedeu-se a 

fotodocumentação dos fungos em microscópico óptico modelo Nikon i80, onde foi 

possível obter as medidas de estruturas. Os gêneros fúngicos identificados foram: 

Aspergillus sp., Bipolaris sp., Curvularia sp., Monilia sp., Nigrospora sp., Penicillium 

sp., Pestalotiopsis sp., e Trichoderma sp. Bipolaris sp., Curvularia sp. e Monilia sp. 

apresentaram um padrão de dominância entre as duas bromélias. Em Aechmea 

nudicaulis foram exclusivos os gêneros Bipolaris sp. e Curvularia sp., enquanto em 

Bromelia antiacantha, o gênero Monilia sp. foi exclusivo. Os demais gêneros 

identificados apresentaram um padrão de similaridade entre as plantas, com 

diferentes frequências dos isolados encontrados. Os isolados de todos os fungos 

obtidos foram depositados na Clínica Fitossanitária da UENF e 5 isolados de 

Trichoderma spp. foram selecionados para continuar os estudos de biocontrole 

contra Fusarium gutifforme patogênico a abacaxi. Foram realizadas Extração de 

DNA e sequenciamento para identificação dos isolados de Trichoderma spp e pela 

analise filogenética, foi possível agrupar os isolados na seção Longibrachiatum. Em 

seguida foram realizados testes de antiobose in vitro para seleção de possíveis 

antagonistas, além de testes in vivo em frutos de abacaxi para avaliar a capacidade 

inibitórias de crescimento e proliferação de F. gutifforme. Segundo a analise 

filogenética com base no gene ITS, os isolados de Trichoderma spp (CF/UENF440, 

CF/UENF441, CF/UENF442, CF/UENF443, CF/UENF444), pertencem a um novo 

clado, provavelmente de novas espécies e, com isso, devem ser realizados 

sequenciamentos nos outros genes para confirmação de espécies. Para os testes 

de antagonismo em culturas pareadas para inibir crescimento de F. gutifforme, o 

isolado CF/UENF440, se mostrou como um potencial agente de controle in vitro. 

Na avaliação do efeito inibitório por metabólitos voláteis, os isolados CF/UENF441, 

CF/UENF442, CF/UENF443, CF/UENF444 não apresentaram diferença significa 

na inibição de crescimento de Fusarium; na avaliação dos metabólitos não-voláteis 
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e não-voláteis termoestáveis, destaca o isolado CF/UENF440 como potencial 

inibidor de crescimento de F. gutifforme, resultado esse, se equiparando ao teste 

de antagonismo por pareamento de culturas. Na avaliação do biocontrole in vivo 

em frutos de abacaxi, os isolados do antagonista não apresentaram efeito sobre o 

agente patogênico F. gutifforme.   

 
Palavras-chave: Bioprospecção, biotecnologia, interação, controle biológico, 
antagonismo 
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ABSTRACT 

 

 

 

Bezerra, Gustavo de Andrade, M.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense 
Darcy Ribeiro. July, 2017. Title "Mycobiota endophytic in bromelias of restingas 
and  National Park of Jurubatiba, RJ and antagonism of Trichoderma spp. the 
Fusarium gutifforme” Advisor: Prof. Silvaldo Felipe da Silveira. 
 

Restingas is an ecosystem of the Atlantic Forest biome that comprises a large part 

of the Brazilian coast and practically nothing is known about the diversity of fungi or 

the diseases caused by these in plants present in the same, during their 

establishment in the habitat, the plants develop the capacity of interact with different 

species of living beings, among them fungi. Endophytic fungi are part of this diversity 

in interaction with bromeliads and microorganisms that live in plants for at least part 

of their life cycle without causing any visible manifestation of the disease. The 

present work aimed to identify and describe the diversity of endophytic fungi 

associated with Bromeliaceae in the restinga ecosystem of Jurubatiba, state of Rio 

de Janeiro, to identify and select endophytic species of Trichoderma spp. as 

biocontrol agents. Samples of leaves of healthy plants were collected for the 

isolation of endophytic fungi from two species of bromeliads living in the restinga: 

Aechmea nudicaulis (species 1) and Bromelia antiacantha (species 2). The plants 

were collected in a random way, traversing the entire sandbank range from south to 

north (30 collection points - 3 leaves of the first species and 10 collection points of 

the second species). After sampling the leaves, in the laboratory, 6 fragments of the 

middle third of the base of the leaf sheath were removed using a corkscrew (1.3 cm 

diameter), which were immersed in 70% alcohol (1 min. ), sodium hypochlorite 1.5% 
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(1 min.), 70% alcohol (30 secs.) to remove excess hypochlorite and triple wash in 

sterile distilled water. The isolated fungi were maintained by the Castellani methods 

and in tubes with inclined medium. The observations of the morphological and 

cultural characteristics of the isolates were made through slides under optical 

microscope, in colonies grown in BDA or microculture. The morphological 

characterization of the colonies was by comparison between the distinct 

characteristics of each isolate and data from the literature. The photodocumentation 

of the fungi was performed in Nikon i80 optical microscope, where it was possible 

to obtain the measurements of structures. The fungal genera identified were: 

Aspergillus sp., Bipolaris sp., Curvularia sp., Monilia sp., Nigrospora sp., Penicillium 

sp., Pestalotiopsis sp., and Trichoderma sp. Bipolaris sp., Curvularia sp. and Monilia 

sp. presented a pattern of dominance between the two bromeliads. in Aechmea 

nudicaulis the genera Bipolaris sp. and Curvularia sp., while in Bromelia 

antiacantha, the genus Monilia sp. was exclusive. The other genres identified had a 

pattern of similarity between plants, with different frequencies of the isolates found. 

The isolates of all the fungi obtained were deposited in the Phytosanitary Clinic of 

UENF and 5 isolates of Trichoderma spp. were selected to continue the biocontrol 

studies against Fusarium gutifforme pathogenic to pineapple. DNA extraction and 

sequencing were performed to identify the isolates of Trichoderma spp and by 

phylogenetic analysis, it was possible to group the isolates in the Longibrachiatum 

section. Then in vitro antiobose tests were performed to select possible antagonists, 

as well as in vivo tests on pineapple fruits to evaluate the inhibitory capacity for 

growth and proliferation of F. gutifforme. According to the phylogenetic analysis 

based on the ITS gene, the isolates of Trichoderma spp (CF / UENF440, CF / 

UENF441, CF / UENF442, CF / UENF443, CF / UENF444) belong to a new clade, 

probably of new species and, sequencing of the other genes for species 

confirmation. For the antagonistic tests in paired cultures to inhibit F. gutifforme 

growth, CF / UENF440 isolate was shown to be a potential in vitro control agent. In 

the evaluation of the inhibitory effect by volatile metabolites, the isolates CF / 

UENF441, CF / UENF442, CF / UENF443, CF / UENF444 showed no significant 

difference in inhibition of Fusarium growth; in the evaluation of the non-volatile and 

non-volatile thermostable metabolites, highlights the CF / UENF440 isolate as a 

potential growth inhibitor of F. gutifforme, which is equivalent to the antagonism test 
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by crop pairing. In the evaluation of in vivo biocontrol in pineapple fruits, the isolates 

of the antagonist had no effect on the pathogenic agent F. gutifforme. 

 
Keywords: Bioprospecting, biotechnology, interaction, biological control, 
antagonismo 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

As restingas como ecossistemas da Mata Atlântica compõem um mosaico 

de formações vegetais, florística e estruturalmente diferenciadas, variando desde 

fitofisionomia rasteira e herbácea próximas ao mar, passando por formações 

arbustivas, até florestais à medida em que se afasta do litoral (CONAMA, 2008). 

Frequentemente, essas formações encontram-se próximas umas das outras, não 

obstante associadas a áreas topograficamente diferenciadas. O relevo varia desde 

depressões, que apresentam afloramento do lençol freático com períodos, 

intensidade e frequência de inundação variados, até ambientes não inundáveis 

devido a topografia mais elevada, como dunas e cristas de cordões arenosos 

(Martins et al., 2008).  

No Brasil, principalmente nas regiões sul e sudeste, as restingas tem sido 

alvo de estudos mais sistematizados, sobretudo levantamentos florísticos e 

estruturais (Assumpção e Nascimento, 2000), que evidenciam a importância desse 

ecossistema para a biodiversidade. Tal característica reside no fato das espécies 

que ocorrem nas restingas serem, na sua maioria, formas adaptadas de espécies 

vegetais oriundas da mata tropical chuvosa e que se estruturam em comunidades 

através de processos de interação positiva entre elas (Scarano et al., 2001). 

Durante o seu estabelecimento no habitat, as plantas desenvolvem a 

capacidade de interagir com diferentes espécies de seres vivos, dentre elas os 

fungos. Levantamentos de fungos causadores de doenças de plantas ou não 

patogênicos, são importantes para se prever epidemias em plantas cultivadas, 
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origem genética de fitopatógenos e seus variantes, bem como na exploração do 

potencial biotecnológico de qualquer espécie fúngica associada ou não às plantas 

em habitats naturais, cujas particularidades e singularidades ecofisiológicas, 

podem possibilitar a detecção de constituintes ou associações que venham a ser 

de interesse direto do homem (Neto et al., 2003). 

Em ecossistemas de restinga pouco se conhecem sobre a diversidade de 

fungos ou das doenças ocasionadas por estes em plantas (Mussi-Dias et al., 2016; 

Freire et al., 2016a), o que vem sendo sugerido ultimamente como fonte inesgotável 

de biodiversidade para fungos endofíticos (Mussi-Dias e Freire, 2013) pela riqueza, 

frequência e disponibilidade dessa flora nas explorações realizadas na região norte 

fluminense (Freire et al., 2016b; Freire et al., 2017).  

As espécies vegetais já catalogadas em restingas são da ordem de 2000 

até o momento (FLORA DO BRASIL, 2017) pertencentes a mãos de 160 famílias 

botânicas. Este número tende a crescer em função da criação de diversas unidades 

de conservação, tanto federais, estaduais quanto particulares, associadas a 

estudos de diversidade.   

 Destas espécies, as bromeliáceas se destacam por serem plantas 

tipicamente tropicais que consiste em mais de 56 gêneros e cerca de 3,5 mil 

espécies (Nunes, 2003). A sua abundancia em ambientes de Mata Atlântica que é 

considerado um dos centros de maior diversidade para a família é alta, cuja 

estimativa gira em torno de 40% das espécies e 73% dos gêneros descritos, tendo 

nas restinga brasileiras cerca de 116 espécies distribuídas em 18 gêneros (FLORA 

DO BRASIL, 2017).  

Alguns fungos podem ser considerados patogênicos para as bromeliáceas, 

causando doenças como a fusariose, a mancha-negra-do-fruto, a podridão-do-olho, 

podridões-de-raízes e podridões em frutos e em mudas, causadas Fusarium, 

Phytophthora, Thielaviopsis paradoxa e outros, especialmente para a cultura do 

abacaxi (Ananas comosus) (Matos, 2000). Outras doenças relatadas para a família, 

incluem a antracnose e manchas foliares, causadas por Colletotrichum sp. e 

Exserohilum rostratum, respectivamente (Chase, 1992). 

A presença de fungos endofíticos coexistindo em bromeliáceas ainda é 

incipiente e não se sabe a relação entre endofitismo e parasitismo nessa interação. 

Os fungos endofíticos estão associados intimamente com as espécies vegetais e, 

embora alguns possuam associação restrita com grupos específicos de vegetais, 
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outros são encontrados em diferentes espécies de plantas, sem uma seleção 

aparente (Bacon e Hinton, 2002). Esses organismos podem viver endofiticamente 

em diferentes partes das plantas, como raízes, ramos, folhas, sementes, frutos, 

tubérculos e mesmo em flores, colonizando os espaços intercelulares, vasos do 

xilema ou colonização intracelular (Mundt e Hinkle, 1976; Hallmann et al., 1997; 

Sturz et al., 1999; Garbeva et al., 2001). Desempenham variadas e estreitas 

relações ecológicas com seus hospedeiros, sem provocar sintomas de doença. 

(Araújo et al., 2002). 

Os endófitos da parte aérea só recentemente têm despertado o interesse 

da comunidade científica, especialmente por seu potencial na produção de 

metabólitos de interesse econômico, incluindo àqueles produzidos pelas suas 

respectivas plantas hospedeiras (Souza et al., 2004). Assim, estudos nessa área 

são de grande importância devido à carência de informações para elucidar a base 

biológica da interação endofófito-planta. Além disso, os fungos endofíticos podem 

ser potencialmente vantajosos do ponto de vista econômico para exploração no 

biocontrole de pragas e de fitopatógenos, na produção de metabólitos de interesse 

médico-farmacológico, na promoção de crescimento vegetal, como vetores para a 

introdução de genes em plantas e na fixação biológica de nitrogênio (Chen et al., 

1995; Liu et al., 1995; Sturz et al., 1997; Reinhold-hurek e Hurek, 1998; Sturz e 

Nowak, 2000), dentre outras aplicações. 

Dessa forma, o estudo da biodiversidade de fungos associados às 

bromeliáceas de restinga compõe, é inédito e de interesse científico, quer seja para 

descrição de novas espécies de fungos e/ou para exploração do seu potencial 

biotecnológico. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

 

2.1 GERAL 

 

Conhecer a diversidade de fungos endofíticos associados a duas espécies 

de Bromélias (Aechmea nudicaulis e Bromelia antiacantha) distribuídas ao longo 

da costa do Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba, estado do Rio de Janeiro 

(PNR-RJ). 

 

2.2 ESPECÍFICOS 

 

• Isolar, identificar e manuter fungos endofíticos isolados de folhas de 

bromélias da restinga do PNRJ-RJ; 

• Quantificar e verificar a frequência dos isolados obtidos; 

• Identificar fungos com potencial de biocontrole de doenças de plantas e 

avaliá-los quanto à eficiência in vitro e in vivo. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 

3.1 Ecossistema Restinga  

 

O termo restinga geralmente é utilizado para caracterizar as planícies 

costeiras ou planícies litorâneas arenosas (Carrasco, 2003; Tessler e Goya, 2005; 

Souza et al., 2008), e com base na resolução 303 de 13 de maio de 2002 do 

Ministério do Meio Ambiente, é o depósito arenoso paralelo à linha da costa, de 

forma geralmente alongada, produzido por processos de sedimentação, onde se 

encontram diferentes comunidades que recebem influência marinha, também 

consideradas comunidades edáficas por dependerem mais da natureza do 

substrato do que do clima. A cobertura vegetal nas restingas ocorre em mosaico, 

sendo encontrada em praias, em cordões arenosos, nas dunas e em depressões, 

apresentando, de acordo com o estágio sucessional, estrato herbáceo, arbustivo e 

arbóreo, este último mais interiorizado e distante da beira mar. Entretanto, em 

ecologia, o termo restinga é utilizado para se referir a todos os tipos de vegetação 

estabelecidos nestas planícies costeiras quaternárias (Souza et al., 2008), com 

pouca riqueza de espécies, baixa produtividade e pequena complexidade, se 

comparadas a outras formações florestais (Scarano, 2002). 

Mesmo assim, as variações nas formações vegetais das restingas devem-

se à diversidade de origem, topografia e condições ambientais das planícies 

arenosas que propiciam a formação de muitos hábitats e, consequentemente, a 

existência de uma flora rica e variada (Sugiyama, 1998; Lopes 2007), 

apresentando, de maneira geral, aumento na complexidade da vegetação no 
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sentido oceano-continente (Mantovani, 2000; Lopes, 2007) e a Floresta Atlântica é 

a principal fonte de espécies ocorrentes nas restingas das regiões Sul e Sudeste 

brasileiras (Scherer et al., 2005). 

Por estarem estabelecidas sobre solos arenosos, altamente lixiviados e 

pobres em nutrientes, essas formações vegetacionais são muito frágeis e passíveis 

de perturbações, o que dificulta a recuperação de áreas degradadas (Araújo e 

Lacerda, 1987) e a obtenção de dados mais conclusivos que, segundo Rodrigues 

(2000), são escassos.  

Regiões como estas estão submetidas às condições ambientais extremas, 

caracterizadas por altas temperaturas, ventos constantes, elevada salinidade e 

deficiência em nutrientes (Scarano et al., 2001; Scarano, 2002). Variações 

fisionômicas são observadas desde a região pós-praia até as áreas mais interiores 

da planície costeira (Veloso et al., 1991; Oliveira-Filho e Carvalho, 1993). As 

formações herbáceas, arbustivas e florestais constituem as principais fisionomias 

de restinga, baseadas na estrutura da vegetação (Silva e Britez, 2005). Sua 

diversidade biológica é proveniente do Cerrado, da Caatinga e de outros 

ecossistemas da Mata Atlântica, e representada por espécies aclimatadas à faixa 

litorânea. A riqueza florística e a diversidade funcional das restingas aumentam 

gradativamente das dunas em direção às formações florestais mais distantes do 

mar (Araújo, 2000). 

As comunidades de restinga dependem das condições edáficas e exercem 

uma importante ação sobre a estabilização do substrato nesse ambiente 

(Assumpção e Nascimento, 2000). Apesar dessa dependência, os principais 

estudos sobre os padrões de diversidade ao longo dos 5.000 km de extensão de 

restinga no litoral brasileiro (Holzer et al., 2004) focam, principalmente, nos 

levantamentos florísticos e fitossociológicos (Almeida Jr. et al., 2011). 

Em restingas há uma riqueza de espécies levantadas no Rio de Janeiro e 

Espírito Santo (Pereira e Araújo, 2000). As famílias Fabaceae, Myrtaceae e 

Rubiaceae são citadas entre as principais famílias dos ecossistemas brasileiros 

(Souza & Lorenzi, 2005; Tonhasca-Junior, 2005) e a representatividade florística 

dessas famílias nas Restingas também é mencionada (Pereira e Assis, 2000; 

Pereira e Araújo, 2000; Assis et al., 2004). As famílias Orchidaceae e Bromeliaceae 

são características das regiões neotropicais (Tonhasca-Junior, 2005), ocorrendo no 

território com elevada riqueza de espécies. Dessa forma, analisando levantamentos 
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em toda a costa brasileira, Assis et al. (2004) propuseram que as famílias 

Myrtaceae, Rubiaceae, Orchidaceae e Bromeliaceae, ao se destacarem no que 

tange à riqueza de espécies, podem ser consideradas como as principais famílias 

das restingas brasileiras. 

 

3.2 Bromeliáceas 

 

A família Bromeliaceae pertence à ordem Poales, que abrange cerca de um 

terço das monocotiledôneas, num universo de aproximadamente 20.000 espécies 

de plantas, apresentando grande variabilidade de formas, sendo em geral, segundo 

Rizzini (1997) e Benzing (2000), plantas bem características quanto à floração. 

Essas características são conferidas às bromélias por estarem em diferentes 

habitats e, especialmente, pela natureza do substrato que influencia no aspecto da 

planta, podendo variar amplamente em tamanho, coloração das folhas e morfologia 

das flores. 

As bromélias podem ser classificadas como epífitas, terrestres ou rupícolas 

(Pauletti, 2002) e compreendem aproximadamente 3.300 espécies distribuídas em 

58 gêneros (Luther, 2010). Está dividida nas subfamílias Brocchinioideae, 

Bromelioideae, Hechtioideae, Lindmanioideae, Navioideae, Pitcairnioideae, 

Puyoideae e Tillandsioideae (Givnish et al., 2011), sendo essencialmente 

neotropical, com exceção de uma espécie que ocorre na costa oeste da África 

(Pitcairnia feliciana (A. Chev.) Harms & Mildbr.) (Smith e Downs, 1974). E de acordo 

com Benzing (2000), quase todas as Pitcarnioideae são terrestres, algumas 

Bromelioideae são epífitas e a maioria das Tillandsioideae é epífita. O fato de mais 

da metade das espécies de bromélias serem epífitas obrigatórias ou facultativas 

ressalta a relevância de seu papel biológico, à medida que essas plantas criam no 

interior das florestas nichos ecológicos em diversos patamares, bem acima do solo. 

Soma-se a isso o grande contingente de espécies rupícolas que tornam habitáveis 

as superfícies rochosas totalmente expostas e desprovidas de solo. 

Essas plantas apresentam, em geral, inflorescência vistosa e folhas 

distribuídas em roseta, cujo papel eco fisiológico é de grande importância tanto para 

sua nutrição, como na constituição de um microambiente onde habitam diversos 

animais, como formigas, sapos, aracnídeos e serpentes (Reitz, 1983).  



24 

 

 

 

As bromélias também desenvolveram complexas interações com outros 

vegetais, animais e microrganismos que são parciais ou totalmente dependentes 

do micro-habitat aquático formado em seus tanques. Essas interações são muito 

importantes para que os indivíduos se alimentem, encontrem abrigo, se acasalem 

e cuidem de sua prole (Del-Claro, 2012).  

Dessa maneira, podemos dividir as associações coevolutivas entre 

invertebrados e bromélias em três tipos, dos quais podem ser encontrados 

especialistas associados somente às bromélias, e os generalistas que ocupam 

habitats similares (Frank et al., 2004), que são: a) animais e organismos que se 

alimentam da bromélia consumindo suas folhas, néctar, peças florais, frutos, 

sementes ou pólen; b) organismos aquáticos que utilizam o tanque durante seus 

estágios imaturos, e; c) organismos terrestres para os quais as bromélias fornecem 

refúgio, umidade, local para reprodução e potenciais presas. 

 A quase totalidade dos representantes desta família é classificada como 

organismos fitotélmicos (plantas formadoras de rosetas). Nas cisternas ou tanques, 

formados pelo imbricamento das folhas destes indivíduos, é comum o acúmulo de 

água (fitotelmata), e matéria orgânica em decomposição, que serve de alimento 

para uma variedade de outros organismos incluindo protistas, invertebrados e 

vertebrados que utilizam a água contida no tanque das bromélias para 

forrageamento, reprodução e refúgio contra predadores (Dias et al., 2000; Kitching, 

2000; Vosgueritchian e Buzato, 2006; Ulissêa et al., 2007). 

As bromélias desenvolveram, por isso, complexas interações com outros 

vegetais, animais e microrganismos que são parciais ou totalmente dependentes 

do microhabitat aquático formado em suas rosetas foliares, sem contar uma gama 

impressionante de polinizadores, consumidores de frutos e dispersores de 

sementes que também dependem das bromélias (Kaehler et al., 2005). Sendo 

assim, a riqueza e abundância de espécies de bromélia em um determinado bioma 

podem ser utilizadas para estimar o status de conservação do ambiente e a 

capacidade de suporte da biodiversidade (Leme e Marigo, 1983). 

As bromélias se beneficiam das associações simbiônticas por assimilar 

nutrientes da decomposição da matéria orgânica e dos excrementos e/ou morte 

dos animais que ela abriga (Benzing, 2000) e, provavelmente dos benefícios 

proporcionados pelas interações com os microrganismos, dentre eles os fungos 

endofíticos. 
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3.3 Fungos endofíticos e suas potencialidades 

 

Desde a descoberta dos organismos endofíticos em 1904 por Darnel, vários 

pesquisadores os definiram de diferentes formas (Strobel e Daise, 2003). 

Entretanto, De Bary em 1866 foi quem primeiro delineou a diferença existente 

destes microrganismos com patógenos de plantas (Azevedo, 1999). Desse modo 

supõe-se que diversas interações entre vegetais e seus endofíticos foram 

aprimoradas e estabelecidas ao longo dos anos de evolução conjunta, incluindo 

relações de especificidade entre estes organismos e suas plantas hospedeiras (Tan 

e Zou, 2001; Strobel, 2003). 

Os endófitos são microrganismos que vivem nas plantas durante pelo menos 

uma parte do seu ciclo de vida sem causar qualquer manifestação visível da doença 

(Bacon e White, 2000). "Endofitismo" é, portanto, um custo-benefício da associação 

única planta-micróbio definido por "localização" ("função" ou não) que é 

transitoriamente assintomática, discreta, e estabelecida inteiramente no interior dos 

tecidos vegetais do hospedeiro vivo (Kusari e Spiteller, 2012). 

As bromélias, assim, servem como reservatório para inúmeros 

microrganismos endofíticos, que se diferenciam dos fitopatogênicos por não 

causarem doenças aparente e, distinguem-se também, dos fungos epifíticos que 

vivem na superfície dos órgãos e tecidos vegetais (Azevedo, 1998; Souza et al., 

2004). Esta associação é considerada mutualística, onde os fungos endofíticos 

obtêm nutrientes e proteção das plantas hospedeiras, enquanto estas são 

provavelmente beneficiadas pelos seus metabólitos protegendo-as contra a 

herbivoria e ao ataque por fungos, bactérias e outros organismos patógenos. Vários 

endofíticos podem, ainda, auxiliar na fixação do nitrogênio, produção de 

fitohormônios, armazenamento de nutrientes e água, aumentando assim, a 

tolerância da planta hospedeira a ambientes inóspitos (Nejad e Johnson, 2000; 

Araújo et al., 2001; Omacine et al., 2001; Redman et al., 2002). 

Há relatos que a interação entre plantas e fungos endofíticos teve início há 

centenas de milhares de anos, quando os vegetais surgiram no planeta, e existem 

evidências que confirmam esta associação em fragmentos miceliais destes 

microrganismos em tecidos fossilizados (Gunatilaka, 2005). Desse modo, supõe-se 

que as interações entre vegetais e seus endofíticos foram aprimoradas e 

estabelecidas ao longo dos anos, incluindo relações de especificidade entre estes 
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micro-organismos e suas plantas hospedeiras (Tan e Zou, 2001; Strobel, 2003). A 

interação fungos endofíticos - planta hospedeira é tradicionalmente considerada 

uma relação mutualística, na qual o vegetal fornece nutrição ao endófito e este 

provê alguma forma de proteção e melhorias à planta (Stone et al., 2000; Castillo 

et al., 2007; Backmane et al., 2008). Os micro-organismos endofíticos se encontram 

na região do vegetal definida como endosfera, onde se estabelecem protegidos 

com vantagens competitivas sobre os micro-organismos presentes na rizosfera e 

filosfera. Na endosfera, os endófitos são favorecidos por condições ideais de 

nutriente, pH e umidade (Selosse et al., 2004; Gunatilaka, 2005; Kogel et al., 2006; 

Backmann et al., 2008; Linakoski et al., 2011), provavelmente, por meio dessa 

interação mutualística, ocorre influência na composição e sucessão da comunidade 

vegetal, bem como na ciclagem de nutrientes (Davvitt et al., 2010). 

Além disso, os endófitos frequentemente induzem alterações morfológicas, 

fisiológicas e bioquímicas em seus hospedeiros, o que pode afetar o desempenho 

da planta sob diferentes estresses bióticos ou abióticos, tais como déficit hídrico, 

elevada salinidade, alta concentração de metais no solo, resistência a ataques de 

insetos e herbívoros, tolerância à dessecação, proteção contra patógenos e, ainda, 

estimular o crescimento do vegetal (Rakotoniriana et al., 2007; Bayat et al., 2009). 

A penetração desses fungos através do tecido vegetal ocorre por aberturas 

naturais, como estômatos e hidatódios, por meio de ferimentos e também pelas 

raízes, onde podem existir aberturas decorrentes da emergência de raízes laterais 

ou abrasões decorrentes do próprio crescimento ao penetrar no solo (Azevedo, 

1998; Peixoto Neto et al., 2002). Além disso, podem penetrar por aberturas 

causadas por insetos e, até mesmo, diretamente pela cutícula, por meio da 

formação de apressórios (Carroll, 1988; Azevedo, 1998). 

Todas as plantas, de maneira geral e em seu estado natural, possuem uma 

microbiota endofítica característica, importante para sua sanidade e manutenção 

(Azevedo, 1999). No entanto, quando se almeja detectar qualitativa ou 

quantitativamente esta biodiversidade, fatores como a idade da planta, o tecido ou 

órgão utilizado para estudo e os métodos de isolamento empregados podem 

interferir e devem ser considerados (Peixoto Neto et al., 2004; Hyde e Soytong, 

2008). 

Uma riqueza de fungos, a maioria deles pertencente ao Filo Ascomycota, 

tem sido detectada como endofítica (Hyde e Soytong, 2008). Uma flutuação 
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espacial e sazonal desses fungos em diversas espécies vegetais tem sido 

observada, podendo uma mesma espécie de fungo ocorrer ou não em determinada 

espécie vegetal, dependendo do local de cultivo, das condições ambientais e do 

estádio fenológico em que a planta se encontra (Gao et al., 2005; Mussi-Dias et al., 

2012). 

Dentre os diversos papéis benéficos desempenhados pelos fungos 

endofíticos na interação com seus hospedeiros, um dos principais é a proteção da 

planta contra doenças, por meio da competição com fitopatógenos por sítios de 

colonização, nutrientes e produção de antibióticos (Clarke et al., 2006; Ownley et 

al., 2010). Outra atividade já mencionada, que tem sido atribuída à essa interação, 

é a proteção das plantas contra o ataques por meio da produção de toxinas, como 

demonstrado na influência pela preferência e na performance de insetos herbívoros 

em reduzir danos às plantas (Crawford et al., 2010; Gange et al., 2012). 

Já com relação à capacidade de atuarem como agentes inibidores de outros 

micro-organismos, os fungos endofíticos tem sido utilizados como agentes de 

biocontrole, como uma alternativa ao controle químico, podendo ser utilizados de 

forma direta, como antagonistas, ou indireta por meio do emprego de seus 

metabólitos (Di Piero e Garda, 2008; Morandi e Bettiol, 2009). Assim, o controle 

biológico de fitopatógenos refere-se ao uso de organismos que reduzem a atividade 

ou a sobrevivência dos agentes causadoras de doenças em plantas (Ownley et al., 

2010) e, entre os mecanismos de biocontrole utilizados, podem ser destacados a 

antibiose, a competição por espaço, por ferro e outros nutrientes, o parasitismo e a 

indução de resistência no hospedeiro (Cao et al., 2009; Ownley et al., 2010). 

Em função disso, uma abordagem para explicar como um endófito evita a 

ativação das defesas do hospedeiro, garantindo sua auto-resistência antes de ser 

incapacitado pelos metabólitos tóxicos do hospedeiro, Van Der Lelie et al. (2009) 

propuseram uma hipótese de "antagonismo equilibrado". Com isso, o fungo 

conseguiria crescer dentro de seu hospedeiro sem causar manifestações visíveis 

de infecção. 

Considerando o fato de que os endófitos residem dentro das plantas e estão 

interagindo continuamente com elas, é provável que as mesmas também exerçam 

uma influência substancial nos processos metabólicos in situ dos endófitos.  

A bioprospecção de fungos endofíticos capazes de produzir metabólitos 

secundários bioativos desejados implica, tradicionalmente, no rastreio de uma 
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infinidade de endófitos diferentes isolados a partir de uma única planta hospedeira 

para identificar aquele "competente" para a característica desejada (Strobel, 2003). 

Ao se empregar a abordagem clássica de isolamento, apenas alguns ou até mesmo 

nenhum dos endófitos obtido seja capaz de possuir o potencial desejado. Aqueles 

tidos como "incompetentes", nesse caso, são descartados sem mais investigação 

levando à perda de todo o conjunto de produtos naturais que eles, por ventura 

sejam capazes de produzir em condições adequadas, imitando seu habitat natural. 

Contudo, estratégias recentes de sequenciamento de genoma completo revelaram 

que o número de genes que codificam as enzimas biossintéticas em vários fungos 

e bactérias é, sem dúvida, maior que os metabolitos secundários conhecidos destes 

microrganismos (Kogel et al., 2006). Portanto, é convincente que os endófitos 

descartados possam realmente expressar apenas um subconjunto de seus genes 

biossintéticos sob condições de laboratório padrão in vitro, de modo que somente 

uma pequena porção de seu potencial biossintético real seja aproveitada. 

O grande reservatório de metabolitos naturais "crípticos" está, portanto, 

ainda inexplorado (Mussi-Dias e Freire, 2013). É possível que, em alguns casos, 

haja produção de compostos alvo desejados em quantidades abaixo do limite de 

detecção, às vezes acoplado a um grande "fundo metabólico" e condições de 

cultura discretas Gange et al., 2012). Por isso, é necessário compreender e 

desvendar a interação química ecológica dos fungos endofíticos para explorar 

plenamente seu potencial inesgotável de biossíntese de produtos naturais (Ownley 

et al., 2010) e, para isso, o conhecimento da biodiversidade desses organismos em 

seus respectivos hospedeiros vem a ser o ponto de partida nos estudos de 

bioprospecção fúngica. 

 

3.4 Caracterização molecular de fungos 

 

As técnicas clássicas utilizadas para a caracterização fenotípica, tais como 

características morfológicas ou bioquímicas, principalmente auxotrofia 

(incapacidade de um organismo de sintetizar um composto orgânico necessário ao 

seu próprio crescimento), apresentam restrições nos estudos populacionais e 

muitas vezes de sistemática quando se objetiva a análise da variabilidade genética 

em microrganismos. A análise de proteínas, por meio da eletroforese de isoenzimas 

que detecta diferentes alelos dos genes, dada a diferença de mobilidade 
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eletroforética, tem sido utilizada com sucesso no estudo da variabilidade genética 

de populações de nematoides, mas possui baixa estabilidade nos estudos com 

organismos menores como por exemplo os fungos (Alfenas et al., 1991; 

Leuchtmann et al., 1992; Leuchtmann, 1994; Zervakis et al., 1994). 

A possibilidade de se usar a técnica de eletroforese a fim de separar enzimas 

e proteínas totais extraídas de microrganismos, objetivando a identificação de 

fungos em nível de espécies ou mesmo subespécies, está hoje em desuso, sendo 

estes marcadores substituídos por outros baseados no DNA (ácido 

desoxirribonucléico). 

Estes marcadores têm sido utilizados com sucesso para identificar espécies 

de fungos ou linhagens intraespecíficas e raças fisiológicas (Metzenberg, 1991; 

Magnani et al., 2005; Nozaki et al., 2006; Tiago et al., 2011; Ismail et al., 2012; 

Rodrigues et al., 2014). As técnicas baseadas nestes marcadores representam 

diretamente a variação genética, não estando sujeitas às influências do ambiente, 

nem sofrendo variações em função do estágio de desenvolvimento do organismo 

ou do tipo de tecido utilizado (Puterka et al., 1993). 

  

3.5 Filogenética Molecular 

 

Após Charles Darwin propor o conceito de ancestralidade entre espécies, o 

conceito de filogenia foi proposto e é de Darwin o primeiro diagrama publicado 

representando similaridade entre espécies. Assim, as filogenias podem ser 

definidas como a indicação das relações de ancestralidade supostas para um 

conjunto de espécies (Miyaki et al., 2001). 

Desde os tempos de Darwin, a reconstrução da história evolutiva dos 

organismos e sua expressão em forma de árvore filogenética tem sido aspiração 

de muitos naturalistas. A proposta ideal seria a utilização de registros fósseis, 

porém os mesmo são fragmentados e incompletos, sendo utilizados métodos de 

comparação morfológica e fisiológica. (Nei e Kumar, 2000). 

A biologia molecular tem mudado essa situação drasticamente. Uma vez que 

todas as informações genéticas dos organismos estão em moléculas de ácido 

nucleicos, podem-se estudar as relações evolutivas utilizando-se o DNA. Tanto as 

sequências proteicas quanto de DNA são usadas para inferência filogenética, 

sendo as proteínas que abriram o caminho para essa metodologia com o 
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sequenciamento da insulina em 1955, seguido vinte anos depois do 

sequenciamento de DNA de um bacteriófago, ambos por Sanger (Brown et al, 1955; 

Sanger e Coulson, 1975). 

As técnicas moleculares possuem várias vantagens em relação à 

abordagem clássica: a primeira consiste no fato de o DNA ser formado de quatro 

nucleotídeos apenas, assim como proteínas consistem em 20 aminoácidos 

diferentes, de modo que podem ser utilizados para comparar grupos diversos de 

organismos; segundo, a evolução dessas moléculas segue um padrão mais ou 

menos regular, o que permite a utilização de modelos matemáticos para formular 

as mudanças e comparar organismos até pouco relacionados; e terceiro, os 

genomas consistem em sequências longas de nucleotídeos, que contém um 

número maior de informação filogenética em comparação aos caracteres 

morfológicos (Nei e Kumar, 2000). 

Filogenia molecular refere-se ao estudo das relações evolucionárias entre os 

organismos pelo uso dos dados moleculares, como sequências de ácidos nucleicos 

e proteínas, ou outros marcadores moleculares (Lima, 2003). A lógica da inferência 

filogenética para caracteres moleculares e morfológicos é idêntica, mas os dois têm 

propriedades, métodos e conceitos diferentes (Ridley, 2004). 

Em qualquer tipo de filogenia o sistemata deve estar como preocupação 

primordial a homologia (Russo, 2001), ou seja, em uma análise filogenética deve-

se sempre utilizar caracteres homólogos das espécies. A homologia é um caráter 

compartilhado por duas ou mais espécies que estava presente no ancestral comum 

a elas (Hennig, 1966). 

O termo homologia é utilizado erroneamente como sinônimo de similaridade. 

Esta última pode ser quantificada, enquanto que a outra trata de um termo 

qualitativo (Russo, 2001). Assim, em termos moleculares, a homologia não pode 

ser medida, e sim deve ser hipotetizada, já que concerne a uma história evolutiva 

do caráter em questão (dois caracteres são homólogos se suas partes idênticas ou 

semelhantes possuem origem comum). Dizer que caracteres apresentam 95% de 

homologia não está correto, e sim 95% de similaridade (Salemi e Vandamme, 

2003). 

Se um ancestral comum possui um estado diferente de um caráter, então 

esse caráter nas espécies descendentes evoluiu independentemente, o que é 

considerado uma homoplasia (Ridley, 2004). Para Hennig, a homologia deve ser 
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aceita na ausência de evidências do contrário, a “não homologia”. Como explica 

Schuh (2000), todas as similaridades são julgadas homólogas inicialmente, e a não 

homologia é detectada retrocedendo em direção ao mais recente ancestral; se a 

análise apoiar uma condição de sinapomorfia (conjunto dos caracteres que, 

surgindo ao longo da evolução, mantém-se em diversos grupos taxonômicos 

distintos), então é considerada uma homologia, se a condição derivada 

compartilhada teve origem independente, um evento de não homologia 

(homoplasia) foi descoberto. Vários fatores podem ser reponsáveis pelo surgimento 

das homoplasias. Nas evidências de DNA, podem surgir facilmente ao acaso, mas 

com caracteres morfológicos é pouco provável ser ao acaso. Nesse caso, a causa 

mais importante é a evolução convergente, quando a mesma pressão seletiva 

atuou em duas linhagens (Ridley, 2004). 

Em biologia molecular, dois nucleotídeos em sequências diferentes são 

homólogos se, e somente se, as duas sequências adquiriram esse estado 

diretamente de seu ancestral comum (Page e Holmes, 1998). Para a filogenia 

molecular, a homologia por si só não é suficiente, pois dois processos podem gerar 

genes homólogos: a duplicação e a divergência gênica. No caso de um evento de 

duplicação gênica, os genes são chamados parálogos. Se esses genes passarem 

a ter histórias evolutivas independentes a partir de um evento de especiação, eles 

são chamados ortólogos. Dessa forma, para o estudo de eventos de duplicação 

gênica em famílias de genes, cópias parálogas de uma única espécie devem ser 

escolhidas; já para reconstrução filogenética de grupos taxonômicos, os genes 

ortólogos devem ser preferidos (Russo, 2001). 

Quando duas sequências possuem características idênticas em um sítio, ou 

seja, o mesmo nucleotídeo ou aminoácido, estas não são necessariamente 

homólogas. Se esse caráter não foi adquirido de um ancestral comum, caracteriza-

se como uma homoplasia, que seria resultado de evolução convergente. As 

homologias podem ser muito difíceis de serem distinguidas das homoplasias, 

especialmente no nível molecular. Isso porque as sequências são compostas 

unicamente por poucos símbolos (os quatro nucleotídeos, por exemplo) em uma 

ordem variante ao longo da sequência (Page e Holmes, 1998). 
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4.TRABALHOS 

 

 

 

4.1 FUNGOS ENDOFÍTICOS EM BROMÉLIAS DO PARQUE NACIONAL DA 

RESTINGA DE JURUBATIBA, RJ 

 

 

RESUMO 

 

 

Ao longo da evolução, as plantas se adaptaram aos diferentes habitats terrestres e 

desenvolveram a capacidade de interagir com diferentes espécies de seres vivos, 

dentre os quais, destacam-se os fungos. Alguns destes, denominados endófitos, 

vivem colonizando internamente as plantas durante pelo menos uma parte do seu 

ciclo de vida, sem causar doenças. No entanto, induzem alterações morfológicas, 

fisiológicas e bioquímicas em seus hospedeiros, o que pode conferir as plantas 

vantagens adaptativas, afetando seu desempenho, sob diferentes estresses 

bióticos e abióticos. Fungos endofíticos de grande interesse biotecnológico ou 

científico têm sido isolados e estudados a partir de plantas em diferentes biomas 

naturais. Restingas compreendem grande parte do litoral brasileiro e neste tipo de 

bioma, praticamente nada se conhece sobre a diversidade de fungos endofíticos. 

Objetivou-se neste trabalho identificar e descrever a diversidade de fungos 

endofíticos cultiváveis associados a Bromeliaceae da restinga de Jurubatiba, 

estado do Rio de Janeiro. Duas coletas foram realizadas no Parque Nacional de 

Restingas de Jurubatiba (PNRJ), localizada na costa do estado de Rio de Janeiro. 
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Amostras de folhas do terço superior de plantas sadias para o isolamento de fungos 

endofíticos foram direcionadas as seguintes espécies de bromélias habitantes 

desta restinga: Aechmea nudicaulis (L.) (coleta 1) e Bromelia antiacantha (coleta 

2).  As plantas foram coletadas de forma aleatória, percorrendo-se toda a faixa de 

restinga, de sul ao norte, visando-se cobrir toda a sua faixa mais representativa. No 

laboratório, sob condições assépticas, efetuou-se procedimento de isolamento de 

fungos endofíticos, os quais foram cultivados em meio de BDA (batata-dextrose-

ágar) e mantidos pelos métodos de Castelani e em tubos com meio inclinado. 

Efetuou-se a caracterização morfológica das culturas em meio BDA e das 

estruturas reprodutivas dos fungos isolados, a partir de lâminas em lactofenol, sob 

microscópio óptico. Pode-se identificar os gêneros fúngicos: Aspergillus sp., 

Bipolaris sp., Curvularia sp., Monilia sp., Nigrospora sp., Penicillium sp., 

Pestalotiopsis sp., e Trichoderma sp.  Isolados de Bipolaris sp., Curvularia sp. e 

Monilia sp. foram encontrados nas duas espécies amostradas, embora em 

percentuais distintos, conforme a espécie/coleta. Na espécie A. nudicaulis foram 

encontrados também isolados de Bipolaris sp. e de Curvularia sp., os quais não 

foram encontrados em B. antiacantha. Nesta segunda espécie foi identificado um 

isolado de Monilia sp., cuja morfologia aparenta se tratar de espécie incomum, a 

ser identificada. Dentro de cada gênero, os isolados foram agrupados e 

caracterizados em subtipos e, com base em levantamento bibliográfico, os fungos 

endofíticos encontrados poderão ser estudados para diferentes fins e identificados 

em nível de espécie. 

 

Palavras-chave:  Micobiota endofítica cultivável, Bromeliaceae. 

 

ABSTRACT 

 

Throughout the evolution, the plants adapted to the different terrestrial habitats and 

developed the capacity to interact with different species of living beings, among 

which, the fungi stand out. Some of these, called endophytes, live by colonizing 

plants internally for at least part of their life cycle without causing disease. However, 

they induce morphological, physiological and biochemical changes in their hosts, 

which can confer adaptive advantages on plants, affecting their performance, under 

different biotic and abiotic stresses. Endophytic fungi of great biotech or scientific 
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interest have been isolated and studied from plants in different natural biomes. 

Restingas comprise a large part of the Brazilian coast and in this type of biome, 

practically nothing is known about the diversity of endophytic fungi. The objective of 

this work was to identify and describe the diversity of endophytic fungi associated 

with Bromeliaceae from the restinga of Jurubatiba, state of Rio de Janeiro. Two 

collections were carried out in the National Park of Restingas de Jurubatiba (PNRJ), 

located on the coast of the state of Rio de Janeiro. Samples of leaves of the upper 

third of healthy plants for the isolation of endophytic fungi were directed to the 

following bromeliad species inhabiting this restinga: Aechmea nudicaulis (L.) Griseb 

(collection 1) and Bromelia antiacantha Bertol (collection 2). The plants were 

collected in a random manner, covering the entire range of restinga, from south to 

north, aiming to cover all their most representative range. In the laboratory, under 

aseptic conditions, an endophytic fungi isolation procedure was carried out, which 

were cultivated in BDA (potato-dextrose-agar) medium and maintained by Castelani 

methods and tubes with inclined medium. The morphological characterization of the 

cultures in BDA medium and the reproductive structures of the isolated fungi were 

carried out from slides in lactophenol under an optical microscope. It is possible to 

identify the fungal genera: Aspergillus sp., Bipolaris sp., Curvularia sp., Monilia sp., 

Nigrospora sp., Penicillium sp., Pestalotiopsis sp., And Trichoderma sp. Isolates 

from Bipolaris sp., Curvularia sp. and Monilia sp. Were found in the two species 

sampled, although in different percentages, according to the species / collection. In 

the A. nudicaulis species, isolates of Bipolaris sp. and Curvularia sp., Which were 

not found in B. antiacantha. In this second species was identified an isolate of 

Monilia sp., Whose morphology appears to be an unusual species, to be identified. 

Within each genus, the isolates were grouped and characterized in subtypes and, 

based on a bibliographical survey, the endophytic fungi found could be studied for 

different purposes and identified at the species level, since they may be considered 

of scientific-biotechnological interest. Will require specific studies, with the continuity 

of the research. 

 

Keywords:  Endophitic fungi, Bromeliaceae 
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1. INTRODUÇÃO 
   

O Brasil possui 9.200 km de extensão de costa atlântica, sendo 5.000 km 

ocupados por ecossistema de restinga, ocorrendo desde o Rio Grande do Sul até 

o Amapá. Embora bastante extensa em comprimento, a largura da restinga varia 

de poucos metros a vários quilômetros, resultante de fenômenos relacionados à 

variação do nível do mar, às correntes marítimas, aos ventos fortes e aos processos 

de retenção de sedimentos (Rizzini, 1979). Esse ecossistema possui alta 

diversidade fitofisionômica, estando sob diversos tipos de influências bióticas e 

abióticas (Araújo et al., 2004; Menezes e Araújo, 2005), ora com predominância 

herbácea ou arbustiva, ora florestal, estabelecidas por influência no nível do lençol 

freático (Pereira, 2003). 

 Na diversidade vegetal das restinga, cujo quantitativo de famílias botânicas 

está em torno de 159, até o momento (Flora do Brasil, 2017), as Bromélias estão 

presentes nas mais diversas formações vegetais do ecossistema (Gomes e Silva, 

2013). Pertencentes à família Bromeliaceae, ordem Poales, este grupo abrange 

cerca de um terço das monocotiledôneas, num universo de aproximadamente 

20.000 espécies de plantas, representando grande variabilidade de formas, sendo 

em geral, plantas bem características quanto à sua floração. Essas características 

são conferidas às bromélias por possuírem diferentes habitats e, especialmente, 

porque a natureza do substrato influencia no aspecto da planta, que pode variar 

amplamente em tamanho e coloração das folhas, assim como na morfologia das 

flores (Schuttz et al., 2012).  

Em função dessas variações, as bromélias desenvolveram, complexas 

interações com outros vegetais, animais e microrganismos que são parciais ou 

totalmente dependentes do microhabitat aquático formado em suas rosetas 

foliares. Além disso, ocorre uma gama impressionante de polinizadores, 

consumidores de frutos e dispersores de sementes que também dependem das 

bromélias (Kaehler et al., 2005), cujas interações são extremamente importantes 

para que os indivíduos se alimentem, se abriguem e se desenvolvam por meio das 

relações mutualísticas, como, por exemplo, àquelas envolvendo microrganismos 

endofíticos (Del-Claro, 2012). 

Os fungos endofíticos, dessa forma, são aqueles que vivem no interior das 

plantas, habitando a parte aérea, tais como os caules, ramos e folhas, sem causar, 
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aparentemente, qualquer dano aos seus hospedeiros (Linakoski et al., 2011) 

distinguindo-se dos fitopatogênicos e dos epifíticos, que causam doenças e que 

vivem na superfície da parte aérea da planta, respectivamente.  

Esses organismos tornaram-se objeto de estudo de diversas pesquisas a fim 

de avaliar a ecologia, diversidade, fisiologia e adaptação da relação entre os 

parceiros (Rakotoniriana et al., 2007; Bayat et al., 2009). O interesse em investigar 

os fungos endofíticos reflete na natureza assintomática da interação com o 

hospedeiro, comparada ao mutualismo, porém, essa classificação é errônea devido 

a heterogeneidade dessas interações (Schulz et al., 2005), por ainda não serem 

bem compreendidas, uma vez que podem ser simbióticas, neutras ou antagônicas 

(neste caso, estudadas pela fitopatologia) (Bae at al, 2009). Nas interações 

simbióticas os microrganismos produzem ou induzem a produção de metabólitos 

primários e secundários que podem conferir diversas vantagens à planta, tais como: 

a diminuição da herbivoria e do ataque de insetos, o aumento da tolerância a 

estresses abióticos e o controle de outros microrganismos (Arnold et al., 2007; 

Akello et al., 2007; Redman et al., 2002; Bae et al., 2009). Dentre os metabólitos 

que podem ser induzidos pelos endófitos as fitoalexinas tem sido importantes pois 

são substâncias de baixo peso molecular que apresentam atividades 

antimicrobianas, produzidas pelas plantas ante a ação de microrganismos ou de 

agentes estressantes (Bayat et al., 2009). Da parte dos fungos podem-se citar a 

produção de micotoxinas e metabólitos secundários que podem causar doenças 

em humanos e outros animais (Hong et al., 2000; Rodrigues et al., 2003). 

Dentro da planta, os microrganismos endofíticos se encontram na região 

definida como endosfera, se estabelecendo protegidos com vantagens 

competitivas sobre os microrganismos presentes na rizosfera e filosfera. Além 

disso, na endosfera, os endófitos são favorecidos por condições ideais de nutriente, 

pH e umidade (Backmann et al., 2008; Linakoski et al., 2011).  

Normalmente, mais de uma espécie de fungo endofítico pode ser obtida dos 

mesmos tecidos de um único hospedeiro. Entretanto, a preferência pelo local de 

sua colonização pode ser um reflexo do conteúdo daquele tecido específico, uma 

vez que diferentes tecidos e órgãos vegetais podem representar microhabitats 

distintos (Santos et al., 2003).  

Como as informações sobre fungos endofíticos em bromélias são escassas 

e muito menos àquelas relacionadas às espécies presentes no ecossistema de 
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restinga, nosso trabalho teve como objetivo isolar, identificar e realizar manutenção 

dos fungos endofíticos de duas espécies de bromélias comumente distribuída e 

encontrada em áreas da restinga do Parque Nacional de Restinga de Jurubatiba, 

RJ.  

 
2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

2.1 Área de coleta  

 

Duas coletas de folhas de bromélias foram realizadas no Parque Nacional 

de Restingas de Jurubatiba (PNRJ) (22°16'41 ''S; 41°39'41''W), localizado na costa 

norte do estado de Rio de Janeiro, Brasil (Figura 1). Segundo a classificação de 

Alvarez (2013), o clima predominante na região é do tipo tropical com inverno seco 

(Aw) com uma temperatura média anual entre 22 °C e 24 °C. A média anual de 

pluviosidade é de 1000 a 1300 mm. A área apresenta 14.922,39 hectares, 44 Km 

de costa e 18 lagoas costeiras, onde oss pontos de coletas foram gerados 

iniciando-se a partir do município de Macaé, passando por Carapebus e finalizando 

em Quissamã. Na coleta das amostras, foram obtidas as folhas de bromélias de 

vegetação de moitas em pleno sol, em uma faixa de vegetação após a faixa de 

areia que separa o mar do ecossistema aproximadamente de 2 em 2 km de 

distância umas das outras. Duas épocas para as coletas foram feitas, sendo a 

primeira em julho de 2015 e a segunda em outubro de 2015.   
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Figura 1. Localização do Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba, no litoral norte do estado do 
Rio de Janeiro, Brasil, de onde foram obtidas amostras de folhas de bromélias para isolamento de 
fungos endofíticos. (FONSECA et al., 2015). 

 

2.2 Coleta de material botânico 

 

Amostras de folhas sadias das bromélias Aechmea nudicaulis e Bromelia 

antiacantha, onde se encontraram maduras e em fase de floração, foram obtidas 

para o isolamento de fungos endofíticos. Foram amostras folhas maduras e sadias 

no terço superior da planta. Folhas manchadas, amarelecidas ou apresentando 

sinais ou sintomas de senescência foram descartadas. Obtiveram-se 3 

folhas/plantas em cerca de 30 pontos diferentes de coletas (moitas) para A. 

nudicaulis e 10 pontos de coleta para B. antiacantha (Figura 2). Cada folha foi 

acondicionada em sacola de papel, devidamente identificada e mantida em caixa 

térmica com temperatura aproximadamente de 18 ºC, até o processamento em 

laboratório. 



39 

 

 

 

 
Figura 2. Bromeleaceas coledas no PNRJ para isolamento de fungos endofíticos: (A) Aechmea 
nudicaulis; (B) Bromelia antiacantha.   
 

2.3 Isolamento e preservação dos fungos 

 

O isolamento foi realizado a partir das folhas que foram lavadas com 

detergente neutro, sob água corrente, para a retirada do excesso de impurezas e 

da flora epifítica residente. Posteriormente, o material foi colocado sobre papel 

toalha para a secagem do excesso de água. Com auxílio de um furador de rolha 

(1,3 cm de diâmetro) retiraram-se seis fragmentos do terço médio das folhas, os 

quais foram imersos em álcool 70% (1 min.), hipoclorito de sódio 1,5% (1 min.), 

álcool 70% (30 s) para retirar o excesso de hipoclorito e, tríplice lavagem em água 

destilada estéril (Mussi-Dias et al., 2012). Todo o procedimento foi realizado sob 

câmara asséptica. 

Os seis fragmentos, de cada folha, foram depositados em duas placas de 

Petri contendo meio de cultura “BDA” (batata, dextrose e ágar), acrescido de 0,2% 

de extrato de levedura e Chloranphenicol (0,05g/L em 10 ml de álcool) (Freire e 

Bezerra, 2001) modificado. As placas foram mantidas em câmaras de crescimento 

do tipo “BOD” a 28 ºC, com fotoperíodo de 12 horas até o crescimento das colônias 

fúngicas. Quando necessário, de cada colônia crescida, foram feitas repicagens 

para outras placas contendo meio de cultivo para purificação dos isolados. Após 

isolamento de cada isolado, os fungos foram mantidos pelos métodos de Castellani 

e em tubos com meio inclinado (Alfenas e Mafia, 2007). 
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2.4 Identificação e caracterização dos fungos 

 

As observações das características morfológicas e culturais de cada isolado 

foram realizadas através de lâminas, ao microscópio óptico, confeccionadas a partir 

das estruturas reprodutivas obtidas das colônias crescidas em BDA ou em 

microcultura  

 A identificação dos fungos ao nível gênero foi baseada em chaves 

dicotômicas distintas para cada grupo taxonômico (Hanlin, 1996; Barnett e Hunter, 

1998; Seifert et al., 2011). Posteriormente, procedeu-se a fotodocumentação das 

lâminas em microscópico óptico (modelo Nikon i80) das estruturas dos fungos, com 

auxílio do software “Imaging Software Nis-Elements”. 

 As colônias de isolados obtidos e identificados como sendo de mesmo 

genêro foram cultivadas em placas de petri e agrupadas de acordo com as 

semelhanças visuais de forma, crescimento, coloração e produção de corpos de 

frutificação ou conidiomas. 

 

2.5 Análise dos dados 

  

Foi realizado avaliação da frequência (percentuais) dos isolados 

encontrados conforme gênero provável identificado e para cada gênero, com base 

na identificação morfológica previamente descrita.  

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 Das duas coletas realizadas no PNRJ, foram isolados representantes de 8 

gêneros fúngicos, oriundos de 166 colônias, a partir de 206 fragmentos de folhas 

assintomáticas de bromeleaceae. Destas, cerca de 30 colônias oriundas de 

fragmentos assintomáticos foram consideradas como “fungos não-identificados” 

por não esporularem em meio de cultura. 

 Houve uma frequência diferenciada de isolados por espécie de 

bromeleaceae. Na espécie Aechmea nudicaulis, o gênero mais abundante foi 

Trichoderma (29,51%) e na espécie Bromelia antiacantha, Pestalotiopsis sp. 

(44,64%) (Figura 3). 
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 Houve uma maior frequência de fungos na espécie 1, devido ao maior 

número de coletas na espécie. Na coleta 1, referente a espécie 1, 64% dos fungos 

isolados apresentaram estruturas reprodutivas em BDA e 36% foram de fungos que 

não esporularam in vitro. 

Na coleta 2, referente a espécie 2, 88% das culturas obtidas apresentaram 

estruturas reprodutivas e 12% não esporularam in vitro. Com isso, indaga-se que 

alguns dos fungos endofíticos possuem especificidade ao nicro e podem não 

esporular em meios de cultura ricos como o BDA. Além disso, observou-se que 

alguns isolados tendem a perder a viabilidade muito rapidamente, quando 

cultivados in vitro. Estudos testando outros meios de cultura ou técnicas de indução 

de esporulação são necessários para identificação morfológica destas culturas. Por 

causa da diversidade de fungos endofíticos encontrados em plantas, a maioria dos 

estudos tem focado mais na composição de espécies de fungos e seus padrões de 

distribuição do que nas relações e funções exercidas pelos endófitos em seus 

hospedeiros (Arnold et al., 2003).  

Arnold, et al (2003), conta que a composição de fungos associada a uma 

mesma espécie vegetal não se altera muito quando as amostragens são realizadas 

em locais de coleta distantes. Entretanto, a frequência relativa das espécies de 

fungos, mesmo entre plantas de mesma espécie, pode variar bastante de acordo 

com o regime de chuvas de cada local, o método de isolamento dos endófitos a 

partir do hospedeiro e a idade dos órgãos vegetais utilizados.  

  



42 

 

 

 

  

 

Figura 3 – Gêneros de fungos endofíticos obtidos de bromeleáceas do Parque Nacional da 
Restingas de Jurubatiba, RJ.  

 

 Quanto aos fungos obtidos de bromélias neste estudo, não há relatos 

anteriores sobre a interação desses gêneros fúngicos com as espécies estudadas, 

visando elucidar o papel e a influência da micobiota endófita no estabelecimento e 

na ecologia dessas plantas neste habitat. As bromélias abrigam uma grande 

diversidade de organismos e, segundo Maki (2006), a estrutura de comunidades 

endofíticas variam em função do ambiente ao qual as plantas se encontram, bem 

como, das oscilações de fatores abióticos, tais como, temperatura e regime de 

chuvas. Contudo, a riqueza e a composição de fungos endófitos podem também 

estar relacionadas às estações do ano em que se realizam as coletas (Assunção, 

2010). 

Proferiu-se uma análise de dados agrupados dos isolados identificados e 

pode-se constatar que embora alguns isolados tenham sido exclusivamente 

encontrados em uma das duas espécies de bromélias, não se espera que estes 

sejam relacionadas a algumaespecificidade, o que somente poderá ser confirmado 

com ampliação dos estudos e novas coletas. Em Aechmea nudicaulis foram 

exclusivos os gêneros Bipolaris sp. e Curvularia sp., enquanto em Bromelia 

antiacantha, o gênero Monilia sp. foi exclusivo na análise. Os demais gêneros 

identificados (Aspergillus sp., Penicillium sp., Pestalotiopsis sp., Trichoderma sp., e 

Nigrospora sp.) foram encontrados em ambas bromélias, mas com diferentes 

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Aechmea nudicaulis (L.) Griseb.

Bromelia antiacantha Bertol

Nigrospora sp. Fungos não identificados Trichoderma sp.

Pestalotiopsis sp. Curvularia sp. Monilia sp.

Bipolaris sp. Penicillium sp. Aspergillus sp.
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frequências. Os demais isolados que foram caracterizados como “fungos não-

identificados”, apresentaram o mesmo padrão cultural no isolamento e esses 

fungos apresentaram-se constantes e bastante homogêneos (Figura 4). Na 

ausência de esporos, estudos de sequenciamento de genes ITS e outros deverão 

possibilitar a identificação destes isolados em nível de espécie. 

 

 

Figura 4 – Análise da similaridade e dominância dos gêneros fúngicos em espécies vegetais de 
bromeleaceae coletadas no Parque Nacional de Restingas de Jurubatiba, RJ.  

 

O estudo revelou que as bromélias A. nudicaulis e B. antiacantha 

apresentaram uma baixa diversidade de fungos endofíticos cultiváveis. Estas 

espécies botânicas apresentam cisternas maiores, que acumularam um maior 

volume de água e substratos vegetais propiciando assim, possivelmente condições 

favoráveis ao desenvolvimento de fungos conidiais endofíticos. Todavia, as 

limitações metodológicas, meios de cultura testados, bem como a forma e 

intensidade das amostragens efetuadas, restringiram possivelmente o isolamento 

de maior gama de fungos cultiváveis. 

 

3.1 Caracterização dos grupos de isolados endofíticos obtidos das bromélias 

  

Dos fungos endofíticos isolados das duas espécies de bromélias coletadas 

na restinga do PNRJ 08 gêneros ocorreram em maior frequência e, são 

caracterizados como seguem:    

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Aspergillus sp.

Penicillium sp.

Bipolaris sp.

Monilia sp.

Curvularia sp.

Pestalotiopsis sp.

Trichoderma sp.

Fungos não identificados

Nigrospora sp.

Aechmea nudicaulis (L.) Griseb. Bromelia antiacantha Bertol
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Gênero Aspergillus 

 

Dois tipos de Aspergillus ocorreram como endofíticos de bromélias neste 

estudo. Foram observadas colônias com conídios em massa pulverulenta de 

coloração negra, características da espécie do grupo Aspergillus niger e colônias 

com coloração esverdeada, típica de espécies do grupo Aspergillus flavus (Figura 

5). Fungos do gênero Aspergillus são constituídos por inúmeras espécies, sendo a 

maioria, fungos hialinos que não produzem pigmento melanínico nas suas hifas e 

conidióforos em cultura pura (Gibbons e Rokas, 2013). A característica 

microscópica que define este gênero é o seu conidióforo semelhante a um 

“aspergillum” ou asperge, um objeto utilizado pelo clero da Igreja Católica para 

aspergir água benta durante uma parte da liturgia (Bennet, 2010; Gibbons e Rokas, 

2013).  

 Este gênero compõe-se das principais espécies de microrganismos 

produtores de enzimas de interesse alimentício, com utilidades, tais como a 

clarificação de sucos de frutas (pectinases), fabricação de xaropes (amilases) e a 

produção do ácido cítrico. São também descritos como produtores de micotoxinas 

sendo, portanto, de interesse tanto econômico quanto médico (Sousa et al., 2004). 

Espécies de Aspergillus são comuns no solo e em matéria orgânica em 

decomposição, principalmente em regiões de clima quente (Ribeiro, 2009), 

podendo se sapróbias e cosmopolitas apresentam fácil disseminação, além de 

causarem deterioração em grãos e sementes (Cirio e Lima, 2003), afetando a 

produção agrícola. As aflatoxinas produzidas por algumas espécies desse gênero 

são altamente tóxicas e carcinogênicas para homens e animais (Sessegolo et al., 

2011). Em algumas espécies vegetais o isolamento de Aspergillus sp. como fungo 

endofítico em folhas já foi relatado, tais como em Ilex paraguariensis (Pimentel et 

al., 2006) e em Eremanthus erythropappus (Magalhães et al., 2008). 

 Muitas espécies de Aspergillus, tem sido relacionada à habilidade na 

solubilização de diferentes fontes de fosfato, associados à produção de ácidos 

orgânicos (Chuang et al., 2007) podendo constituir em alternativa para reduzir 

custos de produção e estabelecer a sustentabilidade do sistema agrícola (Vassilev 

et al., 2006).  

Entre as espécies desse gênero, A. niger tem sido bastante estudado por 

sua habilidade em produzir ácidos orgânicos, principalmente o ácido cítrico 
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(Bizukojc e Ledakowicz, 2004). Inúmeros mecanismos têm sido propostos, com 

relação à sua regulação e síntese, sendo a produção deste ácido influenciada pelo 

pH do meio, pelas fontes de carbono (C), nitrogênio (N), fósforo (P) e 

micronutrientes (Papagianni et al., 2005). 

A obtenção de isolados oriundos de novas fontes, ainda pouco exploradas, 

como é o caso de bromélias adaptadas às restingas pode contribuir na 

bioprospecção de espécies novas, ainda não descritas, bem como isolados 

promissores para serem utilizados em benefício do homem.   

 

 

Figura 5 - Aspergillus endofíticos obtidos de bromélias do Parque Nacional da Restinga de 
Jurubatiba, RJ. Colônias de Aspergillus niger (A) e Aspergillus flavus (B). Conidióforos, vesícula 
fiálides e conídios característicos de cada espécie (C e D), respectivamente. (10 µm e 20 µm) 

 

Gênero Bipolaris 

  

Dos isolamentos realizados a partir de folhas de bromélias só houve a 

ocorrência de um tipo de Bipolaris sp. (Figura 6). Não há relatos na literatura, até o 

momento, deste gênero como um endófito em bromeliáceas. 

Espécies de Bipolaris são taxonomicamente relacionadas a espécies de 

Drechslera, Exserohilum e Curvularia, grupo que abriga importantes patógenos de 
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plantas e saprófitos (Pratt, 2006). Em sua fase sexual, tanto Bipolaris spp. quanto 

Curvularia spp. são hoje tratados como teleomórfos de Cochliobollus (Manamgoda 

et al., 2012). 

O isolado de Bipolaris obtido apresentou colônias com aparência aveludada 

e conídios levemente curvos, fusiformes e elipsoidais, arredondados no ápice, e 

com conidióforos não ramificados. Há, no entanto, possibilidade de o fungo ser 

reclassificado, uma vez que inúmeras isoformas de Bipolaris são hoje consideradas 

Curvularia, com base em análise filogenética de sequências de DNA e, a distinção 

de Bipolaris e Curvularia como formas não parasíticas é imprecisa com base 

apenas na morfologia de conidióforos e conídios (Manangoda et al, 2012).  

Este fungo foi capaz de produzir pigmentos amarelo-alaranjados, em meio 

de cultura, que apresentam dois tipos de estruturas, a antraquinônica e os 

derivados de xantona. Espécies de Bipolaris sp. têm sido utilizadas na 

biorremediação da poluição por óleo cru no Kuwaiti, devido à sua capacidade de 

crescer e degradar o hidrocarboneto em meios com altas concentrações de NaCl 

(+10%) e em altas temperaturas (Obuekwe et al., 2005). Algumas espécies também 

têm sido estudas e apresentando bons resultados como micoherbicida para o 

controle ervas daninhas (Evidente et al., 2005).  

 

 

Figura 6 -  Bipolaris sp. endofítico obtido de bromélias do Parque Nacional da Restinga de 
Jurubatiba, RJ. Aspecto da colônia do fungo cultivado em meio de cultura (A). Conidióforo e conídios 
(B e C). Barras = 20 µm 

 

Estudos com extratos produzidos por Bipolaris tem sido realizado no controle 

do crescimento celular. De 186 extratos de fungos endofíticos, de diversos gêneros, 

isolados da planta Smallanthus sonchifolius, cerca de 12% apresentaram 

moderada ou alta atividade citotóxica contra células tumorais e foram considerados 
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promissoras fontes de compostos anticancerígenos. Dentre estes fungos, Bipolaris 

chamou a atenção, pois seu extrato foi capaz de inibir o crescimento celular (Gallo 

et al., 2009).  

 Espécies do complexo Bipolaris normalmente podem causar lesões foliares 

necróticas, provocando a morte dos tecidos em várias gramíneas, como por 

exemplo, a mancha de Bipolaris, importante doença foliar da cultura do milho 

(Trigiano et al., 2010). Estudos de patogenicidade com isolados endofíticos são 

recomendados. 

 

Gênero Curvularia 

  

Um único isolado Curvularia foi obtido a partir de folhas de A. nudicaulis. Este 

gênero é caracterizado como um fungo filamentoso dematiaceo (Figura 7). É 

considerado como saprófita do solo. As características da colónia se apresentam 

como sendo de crescimento rápido, preenchendo toda a placa em menos de uma 

semana, coloração inicialmente verde escura, tornando-se preto-acinzentada com 

reverso da placa preto e, textura lanosa (Lima, 2010). 

 Fungos do gênero Curvularia são frequentemente encontrados como 

sapróbios, fitopatogenos ou endófitos em diferentes substratos vegetais, (Ferreira, 

2010; Lima e Furtado, 2007). Como fitopatógenos causam manchas em culturas de 

grande importância como trigo, milho, arroz, sorgo, cevada, aveia e centeio 

(FERREIRA, 2010). Tem sido encontrado associado a manchas foliares e 

endofiticamente em diversas espécies de Heliconia (Lins e Coelho, 2004; Costa, 

2007; Sobrinho, 2008; Santos et al., 2009), como C. lunata isolada de H. chartacea 

cv. Sex Pink, bem como de folhas de Musa (Assunção, 2010) e de Vitis lambrusca 

(Lima, 2010). 
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Figura 7 - Colônia de Curvularia sp., endofítica de bromélias do Parque Nacional da Restinga de 
Jurubatiba, RJ. a) aspecto lanoso do micélio quando cultivado em placa de Petri contendo meio 
BDA; b e c) conídios e conidióforos Barras = 20 µm e 10 µm 

  
 Este gênero abriga mais de 40 espécies (Watanabe, 2010) e ainda não se 

conhece papel biotecnológico para estas espécies, embora C. geniculata tenha 

demonstrado atividade positiva na supressão de organismos patogênicos e 

Curvularia lunata na produção de enzimas do sistema lignolítico e biossurfactante 

(Chomcheon et al., 2010). 

 

Gênero Monilia. 

  

Em meio de cultura, o fungo cresce rápido produzindo conídios hialinos que 

variam conforme a temperatura e o hospedeiro. A coloração da colônia vai de 

branca a alaranjada com margem inteira, micélio aéreo inicialmente escasso e 

posteriormente zonado concêntrico. 

Das bromélias do PNRJ foi obtido um isolado de Monilia, a partir da espécie 

B. antiacantha (Figura 8). 
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Figura 8 - Colônia de Monilia sp. endofítica de bromélias do Parque Nacional da Restinga de 
Jurubatiba, RJ. (a) aspecto do crescimento em placa de Petri contendo meio BDA; b) conídios e 
conidióforo. Barra = 20 µm 

 

 

Gênero Penicillium 

 

O gênero Penicillium, isolado de folhas de bromélias, apresentou dois 

padrões quanto à morfologia das colônias, porém em análises microscópicas, não 

foram diferentes entre si. Em bromeleaceae, não há relatos de interações 

endofíticas envolvendo o fungo Penicillium, a não ser como fitopatógeno de frutos 

de abacaxi (Verzignassi et al, 2009). Todos os isolados obtidos apresentaram 

coloração esverdeada, característica da cultura em meio BDA.  

Os fungos do gênero Penicillium comporta inúmeras espécies e são 

filamentosos com hifas septadas e hialinas. As diferentes espécies apresentam um 

crescimento rápido em meio de cultura devendo ser incubadas à temperatura 

adequada ao local de origem ou da infecção. Em microscópico a estrutura geral do 

conidióforo é específica e identifica o gênero (Figura 9). O fungo Penicillium sp., é 

conhecido como o fungo dos bolores cuja coloração verde ou azul é uma 

característica específica deste gênero. 

Este fungo possui grande importância, sendo utilizado como organismo 

modelo em diversos estudos de pesquisa básica e pesquisa aplicada, por exemplo, 

controle biológico, secreção de metabólitos secundários, fonte de novos fármacos 

para indústria farmacêutica, fonte de enzimas de interesse industrial, entre outros 

(Wang et al., 2008). Tem sido frequentemente isolado como endofítico em tecidos 

de diversas plantas, sendo que o seu papel nesta condição está associado 

intrinsecamente ao hospedeiro e as condições ambientais envolvidas (Cao et al., 

2002).  

 Espécies de Penicillium vem sendo citadas como endófitos produtores de 

metabólitos secundários bioativos e com potencial de aplicação na indústria 

farmacêutica e química, tais como esteroides produzidos por Penicillium sp., 

endófito de Melia azedarach (Marinho et al., 2009). Wang et al. (2008) descreveram 

a atividade de metabólitos secundários de Penicillium sp. isolado das folhas de 

Hopea hainanensis, relatando a ação destes contra Candida albicans, C. krusei e 

A. niger.  
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Figura 9 - Colônia de Penicillium endofíticas de bromélias do Parque Nacional da Restinga de 
Jurubatiba, RJ. (A, B) organização da colônia do fungo em placa de Petri contendo meio BDA; 
deposição do gênero Penicillium em microscópio óptico, com detalhe da organização dos conídios 
e conidióforo (C e D). Barras = 20 µm 
  

  

 Estudos relatam a grande frequência desse gênero habitando internamente 

tecidos de cana-de-açúcar, assim como a rizosfera (Stuart, 2006; Mendes, 2008; 

Fávaro, 2009; Romão, 2010), folhas e raízes de Musa acuminata (Cao et al., 2002), 

de folhas, raízes e frutos de Melia azedarach (Santos et al., 2003) e em café (Coffea 

arabica, C. congensis, C. dewevrei e C. liberica), os quais foram caracterizados 

como P. brevicompactum, P. brocae, P. cecidicola, P. citrinum, P. coffeae, P. 

crustosum, P. janthinellum, P. olsonii, P. oxalicum, P. sclerotiorum e P. steckii (Vega 

et al., 2008) 

 Narloch et al. (2002) estudaram o efeito dos fungos solubilizadores de fosfato 

Penicillium sp. e Aspergillus sp. associados em diferentes doses de fosfato na 
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produção da matéria seca e na absorção de fósforo pela cultura do rabanete. De 

acordo com os autores os isolados diferiram quanto capacidade de promover a 

produção de matéria seca, dependendo da dose de fósforo aplicada. Plantas 

submetidas à inoculação de Penicillium sp. com 17,5 mg kg-1 de P apresentaram 

produção de matéria seca equivalente às obtidas por plantas com até 70,0 mg de 

P por kg de solo, sem inoculação. 

 

Gênero Pestalotiopsis  

  

Culturas de Pestalotiopsis foram as mais abundantes a partir de B. 

antiacantha, mostrando frequência de 44,64% dos isolados identificados. Este 

gênero apresentou cerca de 6 (seis) grupos morfológicos distintos, com disposições 

regulares e irregulares de conidiomas (Figura 10).  

Apesar do reconhecimento da importância crescente do gênero 

Pestalotiopsis, a identificação de isolados em nível de espécie ainda é muito 

complexa. Características consideradas relevantes em chaves baseadas 

exclusivamente na morfologia nem sempre combinam com a posição taxonômica 

de isolados obtida por meio de dados de sequenciamento de DNA. Liu et al. (2010) 

conseguiram associar a característica morfológica, pigmentação das células 

medianas do conídio com relações filogenéticas inferidas por sequências de DNA 

de regiões ITS e do gene da β- tubulina. 
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Figura 10 – Pestalotiopsis sp. endofíticas de bromélias do Parque Nacional da Restinga de 
Jurubatiba, RJ. (A, B, C, D) Variações morfológicas de colônias de Pestalotiopsis sp. em meio BDA, 
em colônias com 7 dias de crescimento; (E – P) conídios apresentando 2 apêndices basais, 3 
apêndices basais, 4 apêndices basais e um apical Barras = 20 µm 

   
  

Espécies do gênero Pestalotiopsis podem ser encontradas como endofíticas, 

sapróbias e fitopatógenos (Kruschewsky, 2010). São de ocorrência comum em 

Anacardium occidentale (Kimati et al., 1997)., Eucalyptus spp., Ananas lucidus 

(Barguil et al, 2008), Caryota mitis (Pessoa et al., 2008), Licuala grandis, Rhapis 

excelsa, Heliconia rostrata, H. psittacorum, H. psittacorum cv. Golden Torch, 

Etlingera elatior, H. psittacorum, H. rostrata, Heliconia sp., H. bihai cv. Chocolate, 

H.latispatha, H. orthotricha cv. She, H. orthotricha cv. Total Eclipse, Vigna 

unguiculata (Rodrigues; Menezes, 2002; Sologuren; Juliatti, 2007; Castro, 2007; 

Kruschewsky, 2010). Pestalotiopsis microspora, P. maculans e Pestalotiopsis sp. 
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são endofíticas em raízes de Vellozia compacta (Rodrigues, 2010), folhas de Musa 

spp. (Assunçâo, 2010), Vitis labrusca (Lima, 2010) e Pinus taeda (Pimentel et al., 

2010). 

 Pestalotiopsis spp, podem ser um grupo de fungos com um grande potencial 

biotecnológico devido à produção de alguns metabólitos secundários, entre eles o 

taxol. Hao et al. (2007) avaliaram a produção de lacase por Pestalotiopsis alterando 

a composição do meio de cultivo, variando as fontes e concentrações de carbono 

e nitrogênio. A influência de diferentes indutores e inibidores da produção de lacase 

também foram examinados. Segundo os autores, Pestalotiopsis sp. é um produtor 

da enzima lacase, com grande potencial de uso industrial. O potencial sintético dos 

fungos é bastante conhecido, pois produzem enzimas que possuem larga aplicação 

industrial. Devido à capacidade de catalisar a oxidação de fenóis e outros 

compostos aromáticos, e por apresentarem baixa especificidade por substratos, as 

lacases têm sido utilizadas em diversos processos, como remoção de lignina de 

polpas kraft em indústrias de papel e celulose, remoção de xenobióticos de cursos 

d'água, análise de drogas, remoção de compostos fenólicos de vinho, clarificação 

de corantes e efluentes, entre muitos outros (Baldrian & Gabriel, 2002). 

 Espécies de Pestalotiopsis já foram descritas como endófitos em várias 

plantas, mas para poucas gimnospermas. Wei & Xu (2007) descreveram a 

ocorrência de cancro provocado por P. funerea em gimnospermas adultas de 

Cupressocyparis leylandii na Itália; Yang et al. (2011) isolaram P. photiniae da 

gimnosperma chinesa Podocarpus macrophyllus. Entretanto, alguns estudos 

demonstraram a presença de espécies de Pestalotiopsis como fitopatógenos. 

Gangadevi & Muthumary (2009) caracterizaram isolados de Pestalotiopsis capazes 

de causar apodrecimento das folhas e caules de Camellia sinensis no sul da Índia.  

 

 

Gênero Nigrospora 

  

O gênero Nigrospora, identificado neste trabalho, apresentou poucas 

variações morfoculturas, apresentando 4 diferenciações na disposição micelial em 

meio BDA (Figura 11). Com base nisso, o gênero Nigrospora encontrado nesse 

trabalho, não se pode subestimar a capacidade dos mesmos como patógenos em 
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algum momento ou fase de desenvolvimento da cultura, uma vez que ainda não há 

dados suficientes que comprove a sua estrita relação endofítica. 

A maioria das espécies de Nigrospora possui hábito sapróbio, no entanto, 

associam este fungo com a podridão das maçãs do algodoeiro (Gossypium spp.), 

a podridão no colmo do milho (Zea mays) e do arroz (Oryza sativa). Nigrospora 

oryzae foi isolada de folhas de H. bihai no DF (Costa, 2007), de Rosa hybrida 

(Salazar; Garcia, 2005), Annona squamosa (Silva, 2006), Leucaena leucocephala 

(Mendes et. al., 2009), Musa spp. (Assunção, 2010) e Vitis labrusca (Lima, 2010). 

 

 

Figura 11 – Nigrospora sp. endofíticas de bromélias do Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba, 
RJ. (A - D) Variações nas colônias de Nigrospora sp. isolados de bromélias e organização da colônia 
do fungo em placa de Petri contendo meio BDA; (E - H) deposição do gênero Nigrospora em 
microscópio óptico, com detalhe da organização dos conídios e conidióforo. Barras = 20 µm 

 

 

Gênero Trichoderma spp. 

 

Os caracteres biológicos do gênero Trichoderma sp. são saprófitas, muitas 

vezes no solo ou em madeira, algumas espécies relatadas como parasitas de 

outros fungos. Usado na produção de antibióticos, enzimas e agentes de controle 

biológico (Figura 12).  

Os isolados de Trichoderma sp. apresentaram pouca diferenciação cultural, 

embora diferiram quanto a aparência das colônias e seu desenvolvimento em meio 

de cultura. 
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 Fungos do gênero Trichoderma tem sido isolado de solos e também como 

endofítico, porém com menor frequência. Relações antagônicas entre endófitos e 

fitopatógenos, já foram verificadas em outros trabalhos. O antagonismo entre o 

fungo endofítico Trichoderma harzianum e o fungo fitopatogênico Alternaria 

alternata foi avaliado sob diferentes condições ambientais de temperatura e 

atividade de água por Sempere e Santamarina (2007). Na análise microscópica os 

autores verificaram que T. harzianum compete por espaço e nutrientes, realizando 

antagonismo com A. alternata e diminuindo seu crescimento, sendo um grande 

candidato ao biocontrole deste patógeno. Martins-Corder e Melo (1998), analisando 

a capacidade de isolados de Trichoderma spp. em controlar o fitopatógeno da 

berinjela Verticillium dahliae, verificaram que dentre os 47 isolados de Trichoderma 

spp. testados pelo antagonismo em placa, pelo menos 10 obtiveram alto índice de 

antagonismo, sendo que a maioria colonizou e produziu esporos em abundância 

sobre as colônias de V. dahliae, indicando grande capacidade de antagonismo.  

 Stolf (2006) avaliou o efeito de fungos endofíticos correspondente a um 

isolado de Trichoderma atroviride e uma cepa não patogênica de Fusarium 

oxysporum sobre o biocontrole de Radopholus similis e seu efeito sobre a 

promoção de crescimento em mudas de bananeira micropropagadas do cultivar 

“Williams”. O experimento foi avaliado seis semanas depois da inoculação com 

nematóides. Verificou-se que Trichoderma apresentou melhor biocontrole que 

Fusarium. Porém, tanto para Fusarium como para Trichoderma, o melhor efeito de 

biocontrole foi obtido com três re-inoculações, correspondendo a 69% e 80% de 

biocontrole respectivamente. Em relação às variáveis de crescimento observou-se 

que nenhum fungo afetou o crescimento das plantas. 

 

Algumas linhagens de Trichoderma são utilizadas no controle de 

fitopatógenos e na promoção de crescimento vegetal devido a sua versatilidade de 

ação, como parasitismo, antibiose e competição, além de atuarem como indutores 

de resistência das plantas contra doenças. Essas características tornam 

Trichoderma um dos fungos mais pesquisados em condições de laboratório, casa 

de vegetação, no Brasil, estufa em Portugal, e campo (Louzada et al., 2009; Hoyos-

Carvajal, Orduz, e Bissett, 2009). 

As espécies de Trichoderma são as mais utilizadas no controle de 

fitopatógenos por serem encontradas em uma vasta diversidade de ambientes, 
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devido à facilidade de serem cultivadas e observadas, ao rápido crescimento em 

um grande número de substratos e ao fato de não serem patogênicas para plantas 

superiores. Apresentam-se capazes de inibir fitopatógenos através de competição, 

parasitismo direto, produção de metabólitos secundários e micoparasitismo de 

estruturas de resistência de patógenos, como escleródios, esporos e 

clamidósporos, que em geral são difíceis de serem destruídos. Pesquisas mostram 

que isolados de Trichoderma reduzem a viabilidade de escleródios de Rhizoctonia 

solani. Dentre os antagonistas de fungos fitopatogênicos usados no biocontrole, 

cerca de 90% têm sido realizados com diferentes isolados pertencentes a este 

gênero (Benítez et al., 2004; Kunieda-Alonso, Alfenas e Maffia, 2005). 

A aplicação de Trichoderma tem proporcionado aumentos significativos na 

percentagem e na precocidade de germinação, no peso seco e na altura de plantas, 

além de estimular o desenvolvimento das raízes laterais (Contreras-Cornejo et al., 

2009). Eles são capazes de atuar como bioestimulantes do crescimento radicular, 

promovendo o desenvolvimento de raízes através de fitohormônios e assim, 

melhorar a assimilação de nutrientes, aumentando a resistência diante de fatores 

bióticos não favoráveis, além de degradar fontes de nutrientes que serão 

importantes para o desenvolvimento do vegetal (Harman et al., 2004). 

Filho et al. (2008), observaram produção de ácido indolacético (AIA) em 

isolados de Trichoderma spp.. De acordo com os resultados obtidos, nos isolados 

CEN 209 e CEN 500, a produção desse hormônio foi detectada em baixos níveis. 

No entanto, o isolado CEN 262 revelou níveis consideravelmente superiores em 

relação aos demais isolados estudados. A concentração elevada de AIA verificada 

nas análises do isolado CEN 262 foram compatíveis com os valores obtidos nos 

experimentos relativos ao desenvolvimento de miniestacas de eucalipto clonal, que 

atingiu aumento de 137%, 145% e 43% da parte aérea, raiz e altura das plantas, 

respectivamente, comparados à testemunha. Segundo os autores, outros fatores 

também podem estar envolvidos na promoção de crescimento como solubilização 

de nutrientes e controle de microrganismos deletérios de raízes. 

Hoyos-Carvajal et al. (2009), avaliaram a produção de metabólitos de 101 

isolados de Trichoderma spp. na Colômbia. Vinte por cento das cepas foram 

capazes de produzir formas solúveis de fosfato de rocha fosfática, 8% das amostras 

avaliadas mostraram capacidade de produzir sideróforos consistentes para 

converter ferro a formas solúveis, 60% produziram ácido indol-3-acético (IAA) ou 
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análogos a auxina. A produção destes metabólitos é uma característica de cepas 

específicas, assim, variou muito entre as espécies. Além disso, nem todas as 

substâncias produzidas se correlacionaram com o aumento do crescimento de 

mudas de feijão, sendo que, sete isolados aumentaram significativamente o 

crescimento das mudas. Portanto, o potencial biotecnológico dos isolados obtidos 

no presente estudo deverá ser investigado com a continuidade da pesquisa.  

 

 
 
Figura 12– Trichoderma sp. endofíticas de bromélias do Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba, 
RJ. (A – D) Colônia de Trichoderma isolados de bromélias e organização da colônia do fungo em 
placa de Petri contendo meio BDA; (E – H) deposição do gênero Trichoderma em microscópio 
óptico, com detalhe da organização dos conídios e conidióforo. Está faltando as barras = 20 µm 

 
 

Muitos fungos endófitos são considerados benéficos as plantas, pois, 

quando presentes em determinadas fases do ciclo de vida da planta contribuem 

para o aumento da tolerância a estresses abióticos e na promoção do crescimento, 

uma vez que microrganismos endófitos podem atuar inibindo os patógenos por 

competição por nutrientes, parasitismo direto e pela produção de metabólitos 

(Grigoletti Jr et al., 2000), estimulando a planta a produzir fitormônios, toxinas e 

substâncias promotoras de crescimento que estão relacionadas ao escape ou a 

resistência a fitopatógenos (Rosenblueth & Martínez-Romero, 2006; Azevedo & 

Araújo, 2007). 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

 

Foram possíveis o isolamento e a identificação de 164 isolados, pertencentes os 

gêneros: Aspergillus sp., Bipolaris sp., Curvularia sp, Monilia sp., Nigrospora sp., 

Penicillium sp., Pestalotiopsis sp., e Trichoderma sp. Houve diferenças nas 

frequências das colônias e isolados obtidos para os gêneros fúngicos dentre 

espécies e coletas. Na espécie A. nudicaulis foram exclusivos os gêneros Bipolaris 

sp. e Curvularia sp., enquanto que na espécie B. antiacantha, o gênero Monilia sp. 

Os demais gêneros foram encontrados em ambas hospedeiras estudadas, mas 

com diferentes frequências. 21% isolados que não produziram esporos em cultura 

pura, foram caracterizados, mas não-identificados em nível de gênero, o que 

requererá estudos adicionais, com marcadores moleculares. Todavia, acredita-se 

se tratar de um ou poucas espécies de um mesmo gênero, já as colônias obtidas 

foram homogêneas quanto ao padrão morfológico. Em associações com bromélias 

de restinga, ainda não há relato publicado sobre a interação desses fungos 

identificados e espécies de bromélias. A bibliografia aponta que dentre os fungos 

caracterizados, há possiblidade de se explorar seu potencial biotecnológico para 

diferentes fins, tais como: produção de metabólitos secundários e fármacos 

(Pestalogiopsis spp.), solubilização de fosfatos, como indutores de resistência a 

doenças e no controle biológico, na produção de enzimas de interesses industriais. 

Visto isso, com os isolados com potencial biotecnológico em cada gênero, espera-

se avançar na identificação específica dos isolados de interesse, mediante 

aprofundamento dos estudos morfológicos e com base em marcadores 

moleculares (DNA). 
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4.2 IDENTIFICAÇÃO E SELEÇÃO DE  Trichoderma spp. ENDOFÍTICOS DE 

BROMÉLIAS COMO AGENTES DE BIOCONTROLE  

 

 

 

RESUMO 

 

Uma das doenças fúngicas de grande importância que ataca a cultura do 

abacaxizeiro é a gomose, causado pelo fungo Fusarium guttiforme. A utilização do 

Trichoderma spp, que são fungos habitantes do solo e de ocorrência natural na 

forma endofítica em bromélias, ainda não foi estudada visando o biocontrole da 

gomose do abacaxizeiro. O trabalho objetivou identificar espécies de Trichoderma 

endofíticos de bromélias em Restinga e avaliar o antagonismo in vitro e in vivo a 

Fusarium guttiforme, agente etiológico da gomose do abacaxi. Foram avaliados 5 

isolados de Trichoderma mantidos na micoteca da Clínica Fitossanitária da 

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (CF/UENF440, 

CF/UENF441, CF/UENF442, CF/UENF443 CF/UENF444). Um isolado de F. 

guttiforme patogênico ao abacaxizeiro também foi obtido da mesma coleção. Para 

identificação específica dos isolados de Trichoderma, efetuou-se a extração do 

DNA e o sequenciamento dos genes ITS. Procedeu-se a análise filogenética e os 

isolados endofíticos de bromélias foram agrupados na seção Longibrachiatum e, 

com baixa homologia dentre as espécies conhecidas, podendo tratar-se, portanto, 

de nova espécie, o que ainda será confirmado com a obtenção de novas 

sequências de genes específicos. Foram realizados testes de antibiose in vitro para 

avaliação e seleção dos isolados antagonistas (antagonismo em cultivo pareado, 

efeito inibitório de compostos voláteis, não voláteis e não voláteis termoestáveis) e 
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avaliou-se o tratamento biológico de frutos de abacaxi com ferimentos, visando-se 

avaliar o biocontrole da gomose em pós-colheita.  O isolado CF/UENF440 se 

mostrou como um potencial agente de biocontrole in vitro de F. guttiforme, pois 

demonstrou forte antibiose em co-cultivo meio de cultura, tanto para compostos 

não-voláteis quanto para não-voláteis termoestáveis, diferindo significativamente 

dos demais isolados testados e do controle. Na avaliação do biocontrole in vivo em 

frutos de abacaxi com ferimentos, os isolados de Trichoderma testados não 

apresentaram significativo efeito protetor no biocontrole da gomose em frutos na 

pós-colheita. 

 

Palavras-chave: Antibiose, biocontrole.  

 

ABSTRACT 

 

One of the major fungal diseases of the pineapple crop is fusariosis disease, caused 

by the fungus Fusarium guttiforme. On this work, Trichoderma, naturally occurring 

as endophytic forms in Bromeliaceae, were characterized by molecular DNA 

sequencing (ITS) and were evaluated for in vitro and in vivo antagonism against one 

isolate of Fusarium gutifforme, the etiological agent of pineapple fusariosis. Five 

Trichoderma isolates maintained in the Phytosanitary Clinic of the State University 

of North Fluminense Darcy Ribeiro (CF/UENF440, CF/UENF441, CF/UENF442, 

CF/UENF443 CF/UENF444) were used, as weel as one F. guttiforme isolate, 

pathogenic to pineapple. The identification of Trichoderma spp. were performed by 

DNA sequencing and phylogenetic analysis of the ITS gene. The Trichoderma 

isolates from Bromeliaceae were robusted grouped in the Longibrachiatum section 

in a new putative species, which need to be confirmed by pending additional gene 

sequencing analyses. In vitro antibiosis tests were then carried out to select the F. 

guttiforme antagonist isolates (antagonism in matched culture, inhibitory effect of 

volatile, non-volatile and non-volatile thermostable compounds) and post harvest 

inoculation on wounded pineapple fruits pre-treated with Trichoderma isolates were 

performed. In the antibiosis tests in paired cultures the CF/UENF440 isolate was 

shown to be a potential for in vitro biocontrol of the pathogen, even for non-volatible 

and termo-stable compounds tests. For the evaluation of the inhibitory effect by 

volatile metabolites, no isolates CF/UENF441, CF/UENF442, CF/UENF443, 
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CF/UENF444 showed significant difference in inhibition of growth of the pathogen. 

In the evaluation of the in vivo biocontrol in pineapple fruits, the Trichoderma isolates 

had no effect in relation to controls. Additional studies by inoculation on seedlings 

and during flowering are needed to evaluate the bioprotection for control of 

pineapple fusariosis by in vitro selected Trichoderma isolates. 

 

Keywords: Antibiosis, biological control 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

 O abacaxi (Ananas comosus (L) Merril var. comosus Coppens e Leal) 

pertencente à família Bromeliaceae é originário da América do Sul e é frutífera de 

clima tropical e subtropical com grande importância econômica e social em mais de 

70 países (França-Santos et al., 2009). Um dos fatores que mais interferem na 

produtividade desta fruteira é a presença de microrganismos causadores de 

doença, como os fungos que afetam diretamente no desenvolvimento, na qualidade 

e na produtividade de frutos desta cultura (Granada et al., 2004).  No Brasil, a 

fusariose, doença causada pelo fungo Fusarium guttiforme Nirenberg e O‘Donnell 

(sin. Fusarium subglutinans f. sp ananas) é considerada como a doença chave do 

abacaxizeiro (Aquije et al., 2010), e a principal cultivar plantada é a Pérola e em 

seguida a Smooth Cayenne. Ambas suscetíveis à fusariose (Cunha et al., 1999). 

A incidência desta doença pode ser minimizada por meio de controles 

culturais como a utilização de material sadio, inspeção frequente do plantio, 

remoção de plantas infectadas e evitar produção em época favorável à incidência 

da doença (Ventura & Costa, 2002). O controle químico permite a produção em 

épocas favoráveis à doença, mas dentre todos os métodos existentes, o plantio de 

variedades resistentes ainda é o método mais econômico e eficiente para controlar 

esta doença (Cabral, 2003). 

De maneira geral o controle da fusariose se fundamenta na integração de 

diversas práticas culturais, entre elas a aplicação de defensivos agrícolas durante 

o desenvolvimento das inflorescências. A respeito das intervenções de controle, a 

fusariose continua causando perdas variáveis na produção de frutos e o biocontrole 

entra como uma estratégia para reduzir a agressividade do agente patogênico. 

Dentre os muitos agentes potenciais de biocontrole, o fungo Trichoderma sp. tem 
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sido um dos mais estudados, dado as suas características peculiares de 

antagonismo em condições naturais (Lohmann et al., 2007).  

 Conforme Luz (2001), os bioprotetores apresentam-se como uma tecnologia 

alternativa para o controle de fitopatógenos e os microrganismos que apresentam 

esta capacidade, em especial Trichoderma, poderão ter um importante impacto na 

redução do uso de fungicidas químicos, no alcance da agricultura sustentável e na 

proteção da natureza. 

 Os mecanismos de ação pelos quais Trichoderma pode atuar no controle 

biológico são: antibiose, competição, parasitismo e predação, podendo o 

antagonista agir por um ou mais mecanismos de interações. Inclusive, quando age 

por mais de um mecanismo, as chances do sucesso da capacidade de biocontrole 

são aumentadas (Bettiol, 2001). 

A antibiose é definida como a interação na qual um ou mais metabólitos 

produzidos por um organismo têm efeito danoso sobre o outro (Stadnik & Bettiol, 

2000) e, dentre os fungos que possuem informação genética para a produção de 

substâncias inibidoras e/ou antibióticas, destaca-se Trichoderma. As substâncias 

que podem ser sintetizadas são antibióticos e enzimas líticas capazes de inibir e 

destruir propágulos de fungos fitopatogênicos. Esses metabólitos podem ser 

voláteis e não voláteis (Harman, 2000). 

O antagonismo de espécies de Trichoderma, foi comprovado com o uso de 

T. viride sobre fungos fitopatogênicos em testes de culturas pareadas sobre 

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.), Cercospora musae Zimm e Asperisporium 

caricae (Speg) Maubl. Observou-se o domínio dos extratos e dos metabólitos sobre 

o crescimento micelial dos fungos fitopatogênicos, havendo inibição no 

desenvolvimento destes (Almeida, 2009). 

Em avaliações realizadas com o objetivo de comprovar a efetividade de 

Trichoderma no controle de Fusarium spp. os resultados são positivos. Como 

exemplos, trabalhos mostraram que três isolados de Trichoderma sp. apresentam-

se efetivos no controle de F. oxysporum f. sp. phaseoli, in vitro, quando inoculados 

48 horas antes e simultaneamente com o fitopatógeno e, in vivo, um isolado foi 

efetivo no controle do fitopatógeno (Pandolfo, 2007). Dentre dez isolados de 

Trichoderma avaliados quanto ao antagonismo em relação à F. oxysporum, três 

(CEN 289, CEN 288 e CEN290) apresentaram forte inibição do patógeno in vitro 

(Carvalho et al., 2008). 
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 Considerando-se a eficácia de Trichoderma no controle biológico de 

doenças de plantas e conhecendo seu efeito de parasita e capacidade de 

estabelecer competição com outros microrganismos, o presente trabalho objetivou 

identificar espécies de Trichoderma endofíticos a bromélias do ecossistema  

Restinga e avaliar o antagonismo in vitro e in vivo a Fusarium guttiforme, agente 

etiológico da gomose do abacaxi. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS  

 

2.1 Origem dos isolados de fungos  

 

Foram utilizados 5 isolados de Trichoderma da micoteca da Clínica 

Fitossanitária da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro 

(CF/UENF440, CF/UENF441, CF/UENF442, CF/UENF443 CF/UENF444). As 

culturas foram isoladas de folhas de bromélias (Aechmea nudicaulis), do Parque 

Nacional de Restingas de Jurubatiba (PNRJ), localizado no litoral norte do estado 

do Rio de Janeiro.  

O isolado de F. guttiforme patogênico à abacaxi também foi obtido da mesma 

coleção, sendo previamente armazenado em água destilada esterilizada (método 

Castellani). 

 

2.2 Extração de DNA e sequenciamento para identificação de isolados de 

Trichoderma spp. 

 

O DNA genômico dos fungos foi extraído por maceração da colônia do fungo 

utilizando-se protocolo de Santos et al. (2017). Após a maceração, a extração foi 

feita pelo kit de purificação de DNA genômico da Promega (WizardGenomic DNA 

Purification Kit) (Pinho et al. 2013). O DNA eluído foi armazenado a -20 °C até sua 

utilização. 

A qualidade da extração do DNA genômico foi verificada por meio da 

eletroforese em gel de agarose 1%. O gel consiste em 100 mL de solução TAE 1X 

e 1 g de agarose. Essa mistura foi dissolvida em forno micro-ondas e 

posteriormente resfriada para aplicação dos DNAs. Uma alíquota de 2 μL de cada 

amostra de DNA foi misturada a 3 μL de gelred e 3 μL de blue Juice e aplicados ao 
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gel de eletroforese em tampão TAE 1X. A corrida de eletroforese foi realizada a 80 

V por 1 hora. Em seguida, o gel foi visualizado sob luz ultravioleta em 

fotodocumentador. Foi utilizado marcador Kasvi DNA Ladder, RTU modelo K9-100 

L. 

As reações de amplificação foram realizadas com os primers ITS1 (5’ –

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3”) e ITS4 (5”-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3”) 

(White et al. 1990). As condições da reação foram as seguintes: 50 ng de DNA, 

tampão PCR 1x, 1,5U de Taq polimerase, 0,06 µM de primers (3 pmol/reação), 0,2 

mM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl2, e volume final de 50 µl. A amplificação foi 

realizada em termociclador modelo Veriti® Thermal Cycler, com desnaturação inicial 

a 94 ºC por 2 minutos; 35 ciclos de 30 segundos a 94 ºC, 1 minuto a 55 ºC, 1 minuto 

a 72 ºC; seguida de extensão final de 3 minutos a 72 ºC. Os produtos da 

amplificação da PCR foram visualizados e quantificados em gel de agarose 1% 

(p/v) com o marcador de massa Kasvi DNA Ladder, RTU modelo K9-100 L. 

Os produtos amplificados foram purificados utilizando o sistema comercial 

de purificação Agencourt AMPure XP (Ambion Magnetic Stand-96). As amostras 

purificadas foram enviadas para sequenciamento na empresa ACTGene Análises 

Moleculares Ltda (Centro de Biotecnologia, Universidade Federal do Rio Grande 

do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil). 

As sequências de nucleotídeos foram editadas com o software DNA Dragon 

(Hepperle, 2011). Todas sequências foram corrigidas manualmente e o arranjo dos 

nucleotídeos em posições ambíguas corrigidos utilizando as sequências dos 

primers no sentido 5’−3’ e 3’−5’. As novas sequências foram depositadas no 

GenBank (Tabela 1) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

A identificação dos isolados seguiu o protocolo sugerido pela Comissão 

Internacional de Taxonomia de Trichoderma e Hypocrea (ISTH), utilizando o 

programa TrichOKEY (Druzhinina et al. 2005). Os isolados foram alocados na 

seção Longibrachiatum. Como a identidade dos isolados com as espécies do banco 

de dados da ISTH foi baixa, necessitou-se  realizar estudo filogenético com 

espécies dentro desta seção. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabela 1. Isolados de Trichoderma incluídos na comparação filogenética de espécies endofíticas de bromélia 

Espécie Isolado Fonte 
Genbank – 

ITS1 

T. citrinoviride 
B163 Ninhos de Atta cephalotes KR812250 

GJS 90-140 - X93957 

T.reesei 
ATCC 13631 - Z31016 

IMI 192654* Gossypium hirsutum NR120297 

Hypocrea 
novaezelandiae 

GJS 81-264 - X93968 

GJS 81-265 - X93969 

T. andinense 
LESF560 Ninhos de Atta cephalotes KT278909 

LESF541 Ninhos de Atta cephalotes KT278891 

T. patella 
BPI GJS 91-

141* 
Madeira decorticada NR134338 

GJS 91-141 - AF487663 

T. 
poronioideum 

BPI GJS 01-
203* 

Madeira decorticada NR134446 

GJS 01-203 Madeira decorticada KP109821 

T. cerebriforme 

GJS 85-245 Madeira KP109822 

BPI GJS 85-
245* 

Madeira NR134447 

T. 
pseudokoningii 

T-KN9 Solo LT707591 

GJS 81-300 Casca de Árvore DQ083025 

T. effusum 

MYA-4837* Solo NR111833 

UFMGCB9736 
Endofítico em Vellozia 

gigantea 
KU727722 

T. ghanense 
HB40016 Solo KY764894 

ATCC 208858* Solo NR120299 

T. konilangbra 
SD3604 Solo de plantação de Arroz KT314324 

CY161 
Ninhos de Cyphomyrmex 

wheeleri 
HQ607999 

T.saturnisporum 
ATCC 28023 - X93977 

QT22143 Solo KY225677 

T. sinensis 
SH4206 - JQ040381 

DAOM 230004 Casca de Árvore HQ260623 

Trichoderma sp. 
MA 3642 

mms1397 Sedimentos JQ653083 

mms852 Sedimentos JQ653070 

T. orientale 
CBS 130428* 

Toco de Plagianthus sp. 
queimado 

NR111317 

LESF544 Ninhos de Atta capiguara KT278894 

T. 
longibrachiatum 

LESF009 
Ninhos de Atta sexdens 

rubropilosa 
KT278853 

Trichoderma 
spp. 

CF/UENF440 

Endofítico em Aechmea 
nudicaulis 

MF164017 

CF/UENF441 MF164018 

CF/UENF442 MF164019 

CF/UENF443 MF164020 

CF/UENF444 MF164021 
1ITS = internal transcribed spacer; *Espécie Tipo. Isolados obtidos neste estudo estão destacados 
em negrito. 
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2.3 Análise filogenética 

 

Regiões consenso foram comparadas no banco de dados do GenBank 

utilizando o programa Mega BLAST. As novas sequências foram adicionadas ao 

conjunto de sequências obtido no Genbank e alinhadas no programa MUSCLE® 

(Edgar 2004) existente no software MEGA v. 5 (Tamura et al. 2013). Espaços 

(Gaps) (inserções/deleções) foram tratados como inexistentes. 

A análise de Inferência Bayesiana (BI) empregando o método da cadeia de 

Markov Monte Carlo (MCMC) foi realizada. MrMODELTEST (Posada & Buckley 

2004) foi utilizado para selecionar o modelo de substituição de nucleotídeos para 

análise de BI. Os valores de verossimilhança foram calculados e o modelo 

selecionado de acordo com Akaike Information Criterion (AIC). O modelo de 

evolução selecionado para ITS foi HKY+I+G. A análise de BI foi concluída com 

MrBayes v.3.1.1 (Ronquist & Huelsenbeck 2003). As quatro cadeias MCMC foram 

conduzidas simultaneamente, iniciando as árvores aleatoriamente até 107 de 

gerações. As árvores foram amostradas a cada 1 000 gerações, resultando em 10 

000 árvores. As primeiras 2 500 árvores foram descartadas da análise. Os valores 

de probabilidade posterior (Rannala & Yang 1996) foram determinados da árvore 

consenso através das 7 500 árvores remanescentes. A convergência dos log de 

verossimilhança foi analisada com o software TRACER v. 1.4.1 (Rambaut & 

Drummond 2013). A árvore foi visualizada no software FigTree (Rambaut 2009) e 

exportada para programas gráficos. A espécie Penicillium glabrum SQU-QU09 foi 

utilizada como grupo externo (outgroup) nas análises. 

 

2.4 Antagonismo em cultura pareada  

 

O antagonismo dos isolados de Trichoderma contra F. guttiforme foi avaliado 

utilizando o método de pareamento de culturas, de acordo com Isaias et al, (2014). 

A multiplicação dos isolados de Trichoderma e do patógeno, foi procedida em 

placas de Petri contendo o meio de batata-dextrose-ágar (BDA), mantidas a 25 ºC 

e fotoperíodo de 12 h, por 7 dias. Posteriormente, discos de 5 mm de diâmetro 

foram retirados da cultura pura dos fungos e foram depositados a 1,0 cm de 

distância da borda da placa de Petri, contendo o mesmo meio. O antagonista foi 
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posicionado no lado oposto ao patógeno e as placas foram mantidas nas mesmas 

condições descritas acima. 

A avaliação do crescimento micelial foi realizada quando toda a superfície 

do meio se apresentava colonizada pelo F. guttiforme no tratamento controle com 

ausência do antagonista. O experimente foi realizado com seis repetições com 

ostratamentos (T0 – controle; T1 – CF/UENF440; T2 – CF/UENF441; T3 – 

CF/UENF442; T4 – CF/UENF443; T5 – CF/UENF444) distribuídos ao acaso na 

câmara de crescimento. Com o termino do período de cultivo, foram realizadas as 

avaliações, onde foram proferidas as medidas do diâmetro das colônias do 

patógeno com o auxílio de régua milimetrada. 

 

2.5 Ação inibitória de metabólitos voláteis, não-voláteis e termoestabilidade 

de não-voláteis de isolados de Trichoderma spp. 

 

A avaliação do efeito inibidor de metabólitos voláteis proferiu-se segundo 

Isaias et al, (2014). Duas bases de placas de Petri de 90 mm de diâmetro contendo 

BDA receberam individualmente, discos de 5 mm, das culturas do patógeno e do 

antagonista. Após 24 h, as bases contendo antagonista e patógeno foram 

sobrepostas e unidas com filme de PVC. Como testemunha, foram sobrepostas 

duas bases contendo o patógeno. As placas foram incubadas a 25 ºC, com 

fotoperíodo de 12 h. Cada tratamento foi composto por seis repetições em 

delineamento inteiramente casualizado.  

Posteriormente, para metabólitos não-voláteis, os isolados de Trichoderma 

foram cultivados em frascos Erlenmeyer contendo 250 mL de meio líquido contendo 

batata-dextrose. Foram incubadas em agitador orbital a 150 rpm, a 25 °C, em 

ausência de luz, durante cinco dias. Após esse período, a parte líquida foi filtrada 

em papel de filtro e centrifugada. A fase líquida foi esterilizada em membrana de 

celulose (0,45 µm) e incorporada ao meio BDA, na proporção de 25% (v/v). Foram 

preparadas seis placas com filtrado de cada antagonista, para confronto com o 

patógeno. Discos de ágar (5 mm) retirados de cultura do patógeno, foram 

depositados no centro de cada placa de Petri contendo meio BDA suplementado 

com filtrado de culturas do antagonista. As culturas foram incubadas a 25 °C. O 

tratamento controle consistiu do patógeno cultivado na ausência de filtrados de 

culturas dos antagonistas. As avaliações do crescimento micelial foram realizadas 
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quando toda a superfície do meio foi colonizada peloF. guttiforme nas placas do 

tratamento controle.  

Concomitantemente, realizou-se avaliação da termoestabilidade dos 

metabólitos não-voláteis produzidos por Trichoderma spp. Os procedimentos para 

avaliação foram conduzidos em paralelo com a avaliação de metabólitos não-

voláteis, porém os filtrados de cultura foram previamente submetidos ao 

aquecimento a 121 ºC por 20 min, antes de serem plaqueados com meio de cultivo. 

Utilizou-se seis placas para cada agente obtido dos antagonistas. O tratamento 

controle consistiu do patógeno. As avaliações do crescimento micelial foram 

realizadas quando toda a superfície do meio foi colonizada pelo F. guttiforme nas 

placas do tratamento controle.  

 

2.6 Teste de biocontrole in vivo 

 

 Para avaliar a eficácia do antagonismo mediado por isolados de Trichoderma 

spp. contra o fungo patogênico F. guttiforme, agente causal da gomose do abacaxi, 

foi realizado um teste in vivo em frutos de abacaxi. Foram utilizados frutos de 

abacaxi da cultivar Pérola, suscetível à doença. Os frutos utilizados foram 

selecionados de acordo com o estágio de maturação, que foi o estagio 1, em que 

os segmentos do fruto são, na sua parte central, de cor verde, passando a verde 

bem escuro na sua periferia e a marrom escuro nos sulcos divisórios.  

Os frutos passaram por desinfestação superficial, onde foram mergulhados 

em hipoclorito de sódio (água sanitária comercial) a 0,5% para limpeza, por 5 

minutos e colocados em bancada para secagem. Após a secagem, receberam uma 

perfuração de 1 cm de profundidade, na região do terço inferior, utilizando-se, para 

isso, uma ponteira de 100 uL de capacidade. Posteriormente, os frutos foram 

imersos em suspensão de 107 conídios/mL obtida individualmente de cada um dos 

cinco isolados de Trichoderma spp. A imersão ocorreu por um tempo de 2 minutos 

seguida por incubação dos frutos em câmara úmida por 24 horas para aderência 

da suspensão e inicio do crescimento do antagonista nos frutos. Passado esse 

período, os frutos foram inoculados, nos orifícios anteriormente feitos, com um 

disco de 0,5 cm da colônia da cultura pura de F. guttiforme, permanecendo em 

câmara úmida por mais 48 horas. Após esse tempo, os frutos foram retirados de 

câmara úmida e deixados em bancada de 7 a 10 dias até a avaliação da infecção. 
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Foram utilizados 4 frutos para cada tratamento que consistiu de: T1 – 

controle sem F. guttiforme (fruto sem tratamento com antagonista e sem a 

inoculação de F. guttiforme; T2 – controle com F. guttiforme (fruto sem tratamento 

com antagonista e com inoculação do fungo patogênico); T3 – suspensão do 

isolado CF/UENF440; T4 - suspensão do isolado CF/UENF441; T5 - suspensão do 

isolado CF/UENF442; T6 – suspensão do isolado CF/UENF443; T7 – suspensão 

do isolado CF/UENF444. O ensaio foi repetido três vezes. Os frutos foram abertos 

e foram realizados medidas de largura, comprimento e área da lesão formada pelo 

fungo patogênico em todos os tratamentos. 

 

2.7 Análises estatísticas 

 

 Para cada isolado, realizou-se um teste de comparação de médias de 

inibição de crescimento do patógeno F. guttiforme sob efeito inibitório por 

metabólitos voláteis, não-voláteis, termoestáveis e biocontrole in vivo através do 

teste de Skott-knott, considerando o nível de 5% de significância estatística. O 

mesmo foi aplicado ao biocontrole in vivo. Para as análises adotou-se o programa 

de linguagem estatística R, livre para download no síte http://www.r-project.org/. 

Utilizou-se o pacote ExpDes (Ferreira et al. 2014) para obtenção das analises.  

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Identificação de espécies de Trichoderma spp. 

 

A análise filogenética foi realizada com 38 táxons e o alinhamento das 

sequências resultou num total de 746 caracteres, dos quais 89 foram informativos 

para parcimônia, 227 foram variáveis e 473 foram conservados. Pela análise 

filogenética utilizando o gene ITS foi possível a identificação de um novo clado, bem 

suportado (pp = 0.99), entre os clados de T. andinense e T.  citrinoviride, indicando 

a possibilidade de estes isolados pertencerem à uma nova espécie (Figura 1). 

Estudos complementares utilizando os genes Tef-1α e Rpb-2 deverão ser 

realizados, assim como as análises morfológicas deverão ser complementadas 

para confirmação e descrição de provável nova espécie.  Todos os isolados de 

http://www.r-project.org/
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bromélias estudados parecem se tratar de uma mesma espécie, com base na 

análise filogenética.  

 

 

Figura 1 – Filograma baseado na Inferência Bayesiana de sequências do gene ITS de isolados de 
Trichoderma sp., endofíticos de bromélia Aechmea nudicaulis. A probabilidade posterior está 
indicada próxima aos nós dos ramos. A árvore foi enraizada em Penicillium glabrum SQU-QU09 

 

Os isolados foram alocados na seção Longibrachiatum, porém a identidade 

dos isolados com as espécies do banco de dados da ISTH foi baixa. 
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Taxonicamente, Trichoderma foi dividido em cinco seções, incluindo a 

seção Longibrachiatum, mas com análises filogenéticas moleculares crescentes, a 

nomenclatura seccional de Trichoderma foi abandonada em favor da nomeação de 

clados filogenéticos (Kubicek et al., 2008). Curiosamente, porém, a 

seção distintiva morfológica e metabólica Longibrachiatum é uma das duas únicas 

seções que permaneceu intacta na sequência da análise filogenética (Druzhinina 

et al., 2012).  

O clado Longibrachiatum compreende as espécies de Trichoderma mais 

intensamente estudadas, compreende espécies que são utilizadas industrialmente 

na produção de enzimas celulolíticas e hemicelulases envolvidas na indústria 

alimentar, têxteis e tecnologia biocombustível (Kubicek et al., 2009; Gal-Hamed et 

al., 2011).  

 

3.2 Avaliação do antagonismo em cultura pareada  

  

Para o antagonismo em cultivo pareado, avaliou-se inibição do crescimento 

micelial de F. guttiforme confrontado com os 5 isolados de Trichoderma. Os 

isolados CF/UENF441, CF/UENF442 e CF/UENF443 foram os que apresentaram 

inibição de crescimento micelial do agente patogênico, com 82.62%, 83.3% e 

80.63%, respectivamente de percetuais de inibiação de crescimento micelial.  

 O Trichoderma utiliza diferentes mecanismos de ação contra seus 

competidores, incluindo ação direta, degradação e uso de carboidratos complexos 

pela ação de enzimas produzidas (Harman et al., 2004), tornando-os, como um dos 

mais bem-sucedido colonizadores dos seus habitats (Shuster e Schomol, 2010). 

 A maior inibição de crescimento micelial de F. guttiforme a 5 isolados (Figura 

3) de Trichoderma pode estar relacionada à origem dos isolados de Trichoderma, 

já que os mesmos foram obtidos de forma endofítica em bromeláceas de restinga. 

Como F. guttiforme foi isolado de abacaxi infectado, pode-se supor que os isolados 

de Trichoderma provenientes de bromeleaceas tenham uma ação mais efetiva do 

que os provenientes de outras culturas e apresente estratégia de defesa mais 

eficaz. 
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Figura 2 – Culturas pareadas em meio de BDA, mostrando a inibição de crescimento micelial do F. 
guttiforme pelo agente antagônico Trichoderma spp. (A) controle e repetições do isolado 
CF/UENF440; (B) controle e repetições do isolado CF/UENF441; (C) controle e repetições do 
isolado CF/UENF442; (D) controle e repetições do isolado CF/UENF443; (E) controle e repetições 
do isolado CF/UENF444  

 

Os fungos com mecanismos antagonistas utilizam diferentes mecanismos 

de interações com patógenos (Duffy et al., 2003). Howell (2003) por sua vez, 

demostra que, o melhor método para obter um potencial agente de biocontrole de 

Trichoderma, é realizando o isolamento de áreas de solos e plantas onde a doença 

esteja ocorrendo. A avaliação de cultura pareada serve para selecionar isolados 

que tenham maior atividade antagônica e de micoparasitismo (Mello et al, 2007). 

Na avaliação, crescimento e o enrolamento de hifas são importantes na 

interaçãocom o patógeno, e por si só não garantem sucesso no controle biológico 

(Almeida et al., 2007). Alguns pesquisadores citam a ação sinergética atribuída à 

produção de enzimas e antibióticos, possa explicar essa interação.  

Os metabólitos produzidos por espécies de Trichoderma foram encontrados 

com altos índices de enzimas líticas, hormônio e metabólitos secundários com 

importantes funções biológicas (Lorito et al., 2010). Nas  aplicações de antagonistas 

no controle de fitopatógenos têm sido utilizadas diferentes espécies de isolados 

Trichoderma e a antibiose tem sido considerada um dos principais mecanismos de 

ação realizados pelo antagonista (Reino et al., 2008). 
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3.3 Efeito inibitório de metabólitos voláteis, não-voláteis e não-voláteis 

termoestáveis produzidos por isolados de Trichoderma spp. 

  

A inibição de crescimento de F. guttiforme mediado pelo efeito inibitório de 

metabólitos voláteis, não-voláteis e não-voláteis termoestáveis de isolados de 

Trichoderma spp. está representado na Tabela 2. Para os metabólitos voláteis, os 

isolados CF/UENF441, CF/UENF442, CF/UENF443, CF/UENF444, foram os que 

apresentaram menores média de crescimento de F. guttiforme, onde os percentuais 

de inibição de crescimento promovido pela ação antagônica de Trichoderma spp. 

variam de 67,30% a 71,66%, mostrando que os isolados dos antagonistas atuam 

diretamente na inibição de crescimento do agente patogênico por ação de 

metabólitos voláteis.  

   

Tabela 2 - Médias (mm) do diâmetro das colônias de F. guttiforme por metabólitos voláteis, não-

voláteis e não voláteis termoestáveis produzidos por isolados de Trichoderma spp.  

Efeito inibitório 

 Voláteis Não-voláteis Termoestáveis 

Controle 83,00 a 77,00 a 77,00 a 

CF/UENF440 54,08 b 26,00 d 36,66 e 

CF/UENF441 47,16 c 34,91 c 50,00 b 

CF/UENF442 45,08 c 42,75 b 42,91 d 

CF/UENF443 44,16 c 33,33 c 46,66 c 

 CF/UENF444 43,50 c 42,25 b 40,66 d 

CV(%) 12,53 7,70 4,89 

Letras iguais mostram que o isolado não difere entre si quanto à inibição do patógeno por compostos 

voláteis, não-voláteis e não-voláteis termoestáveis, segundo o teste de Skott-knott, ao nível de 5% 

de significância estatística. 

  
 

 Gruber e Seidel-Seiboth (2012), avaliaram e constataram que, o crescimento 

em direção à hifa do patógeno, o Trichoderma produz metabólitos voláteis e 

enzimas hidrolíticas que, ao degradar a parede celular do patógenos e ativam a 

expressão de genes envolvidos no micoparasitismo (Almeida et al., 2007). 

Para metabólitos não-voláteis e não voláteis termoestáveis, o isolado 

CF/UENF440 foi o que se mostrou promissor na inibição de crescimento de F. 

guttiforme segundo demostra os dados estatísticos da Tabela 2.  

 Os dados de percentuais de inibição de crescimento, mostram que o isolado 

endofítico CF/UENF440, apresentou 88,43% de inibição para o ensaio de 

metabólitos não-voláteis e de 77,30% para o ensaio de metabólitos não-voláteis 
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termoestáveis. Esses dados mostram que o Trichoderma spp. vem se mostrado 

como um agente promissor de biocontrole de F. guttiforme in vitro.  

Na avaliação, os metabólitos voláteis, não-voláteis e não-voláteis 

termoestáveis produzidos pelos isolados de Trichoderma, proporcionaram uma 

variação no percentual de inibição do crescimento micelial desse patógeno, 

dependendo do metabólito avaliado. Os resultados mostraram que F. guttiforme foi 

mais suscetível a ação dos metabólitos não-voláteis e não-voláteis termoestáveis 

produzidos pelos isolados de Trichoderma, com inibição acima de 70%.  

No teste de termoestabilidade, os metabólitos de Trichoderma spp. se 

mantiveram ativos mesmo após autoclavagem, pois inibiram o crescimento micelial 

do patógeno, indicando o potencial desses metabólitos antifúngicos, nas condições 

experimentais utilizadas.  

 Vários estudos apontam uma susceptibilidade dos fungos fitopatogênicos a 

metabólitos produzidos por antagonistas, inclusive por isolados deTrichoderma 

spp. (Duffy et al., 2003). Segundo Martin-Corder & Melo (1998), a capacidade de 

Trichoderma produzir metabólitos secundários e o seu efeito fungicida pode variar 

entre espécies, entre isolados da mesma espécie e de suas fontes de isolamento, 

como ocorre com os endofíticos (Sivasithanparam e Ghisalberti, 1998) e em função 

dos compostos antifúngicos secretados (Lorito et al., 2010).  

As análises de metabólitos produzidos por isolados de Trichoderma são 

importantes para selecionar os biologicamente ativos para biocontrole. Os 

mecanismos usados pelos agentes de biocontrole são complexos e sua ação varia 

de acordo com o agente de biocontrole, do patógeno e da planta hospedeira 

envolvida na interação (Howel, 2003; El-Hassan et al., 2009). A aplicação dos 

metabólitos de Trichoderma, obtidos via cultivo massal desses fungos, pode 

viabilizar a obtenção de novos biofertilizantes e biopesticidas baseado em 

compostos bioativos (Vinale et al., 2009). 

 O entendimento dos mecanismos de ação envolvido no antagonismo de 

isolados Trichoderma sobre fitopatógenos são importante para a seleção de 

agentes de biocontrole, levando em consideração que esse potencial deve ser 

também avaliado em condições de campo, pois o nível de controle biológico de um 

patógeno pode variar em função do agente de biocontrole utilizado e sua 

capacidade de adaptação às condições bióticas e abióticas (Dennis et al., 1971a; 

Dennis et al., 1971b), dentro e entre espécies de Trichoderma. 
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3.4 Biocontrole in vivo de F. guttiforme em frutos de abacaxi  

  

 Nas análises realizadas nos testes in vivo para avaliação do potencial de 

biocontrole de F. guttiforme com suspensões de isolados de Trichoderma spp. 

endofíticos, pode-se constatar que os isolados do antagonista não apresentaram 

efeito de biocontrole sobre o agente patogênico aplicando-se esta metodologia. Na 

tabela 3, no parâmetro comprimento da lesão não houve diferença significativa 

entre o controle e os isolados e o controle. O mesmo aconteceu com o parâmetro 

largura e área das lesões, onde os isolados CF/UENF440 e CF/UENF443 

obtiveram médias relativamente mais altas que o controle.  

 

Tabela 3 – Comparação do crescimento de lesões de Fusarium guttiforme em frutos de abacaxi 
protegidos com suspensão de por isolados de Trichoderma spp.  

Biocontrole de F. guttiforme 

 Comprimento 
(cm) 

Largura (cm) Área (cm²) 

Controle com F. guttiforme  3,725 a 3,750 b 14,267 b 
CF/UENF440 3,675 a 5,825 a 24,400 a 
CF/UENF441 3,575 a 4,125 b 14,957 b 
CF/UENF442 3,875 a 4,125 b 16,675 b 
CF/UENF443 4,200 a 6,975 a 29,130 a 
CF/UENF444 3,750 a 3,875 b 14,267 b 

CV (%) 11,74 26,57 32,01 

Letras iguais mostram que o isolado não difere entre si quanto à inibição do patógeno volátil, não-
volátil e não-volátil termoestável, segundo o teste de Skott-knott, ao nível de 5% de significância 
estatística. 

 

 Com as análises realizadas, ressalta-se que os isolados não proporcionaram 

efeito antagônico contra o F. guttiforme. Os metabólitos produzidos pelos isolados 

sob condições controladas podem se distinguir funcional e quantitativamente 

daqueles presentes nos ferimentos em fruto. Isto pode ocorrer devido a variações 

nas condições de temperatura, umidade, fatores nutricionais e estagio de 

maturação dos frutos. Além disso, a ação antagonista pode resultar do efeito 

sinérgico da atividade enzimática dos fungos nos tecidos internos do fruto. Assim, 

faz-se necessário avaliar se os isolados oferecem proteção as mudas e durante a 

floração no campo. 

Uma hipótese que pode ser levantada a respeitos dos dados obtidos no 

experimento é que, no momento de interação entre os isolados endofíticos de 

Trichoderma spp. com o F. guttiforme, a ação de enzimas hidrolíticas secretadas 

pelo antagonista pode ter efetuado um sinergismo sobre o fungo patogênico, 

potencializando sua ação no fruto, aumentando o tamanho e a área da lesão.  
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 Segundo Massart e Jujakli (2007), o processo de como os agentes de 

biocontrole efetivamente atuam na proteção é um requisito para sua aplicação 

prática, exemplo disso, na identificação dos genes que são expressos 

preferencialmente e que podem significar um determinado processo biológico 

(Huang et al., 2007). 

 No biocontrole mediado por Trichoderma, as enzimas hidrolíticas, 

antibióticos, metabólitos voláteis, moléculas de resistência ao estresse e de indução 

de resistência em plantas (Viterbo et al., 2002). Moléculas liberadas pelo 

hospedeiro e pela ação das enzimas hidrolíticas sobre a parede do hospedeiro 

ativam a expressão de genes envolvidos. 

Outro mecanismo de biocontrole que pode ocorrer em plantas e não em 

frutos, é a indução da resistência no hospedeiro por elicitores ou indutores de 

resistência, os quais podem ser proteínas com atividade enzimática, como xilanase; 

produtos de genes de tipo avirulência capaz de induzir reações de defesa em 

plantas; compostos de baixo peso molecular liberados de paredes de células de 

fungos ou de plantas pela atividade de enzimas secretadas por Trichoderma spp 

(Harman et al., 2004; Woo e Lorito, 2007). 

Para Trichoderma spp., o mecanismo de biocontrole mais aceito tem sido o 

micoparasitismo mediado pela produção de quitinases e outras enzimas que 

degradam a parede célular do patógeno (Gruber et al., 2011). Em estudos in vitro, 

confrontando-se Trichoderma spp. com F. culmorum e F. graminearum, os 

resultados mostraram uma regulação positiva de todos os genes testados durante 

o micoparasitismo, indicando o envolvimento de enzimas quitinolíticas nessa 

interação (Matarese et al., 2012). Todavia, em frutos de abacaxi, a metodologia 

utilizada não possibilitou a avaliação e a atividade de enzimas sobre o patógeno 

pode não ter sido expressa ou rápida ao ponto de impedir a rápida infecção de F. 

guttiforme em frutos com ferimento na pós-colheita. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

 

 Os Isolados de Trichoderma spp. endofíticos de bromeliáceas de restingas, 

realizada segundo analise filogenética com base no gene ITS, propõe que estes 

isolados, (CF/UENF440, CF/UENF441, CF/UENF442, CF/UENF443, 

CF/UENF444), pertencem a uma provável nova espécie do clado Longibrachiarum.  

 Para os testes de antagonismo em culturas pareadas para inibir crescimento 

de F. guttiforme, o isolado CF/UENF440, se mostrou como um potencial agente de 

controle in vitro do agente patogênico.  

 Para avaliação do efeito inibitório por metabólitos voláteis, os isolados 

CF/UENF441, CF/UENF442, CF/UENF443, CF/UENF444 não apresentaram 

diferença significa na inibição de crescimento do agente patogênico; na avaliação 

dos metabólitos não-voláteis e não-voláteis termoestáveis, destaca o isolado 

CF/UENF440 como potencial inibidor de crescimento de F. guttiforme, resultado 

esse, se equiparando com o teste de antagonismo por pareamento de culturas.  

 Na avaliação do biocontrole in vivo em frutos de abacaxi com ferimentos, os 

isolados do antagonista não apresentaram efeito sobre o agente patogênico F. 

guttiforme.  
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RESUMO GERAL DAS CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

 

Neste trabalho, de caráter exploratório, foram isolados e identificados em 

nível de gênero, fungos endofíticos de duas espécies de bromélias do Parque 

Nacional de Restingas de Jurubatiba – RJ. Obtiveram-se 164 isolados, identificados 

nos gêneros: Aspergillus sp., Bipolaris sp., Curvularia sp, Monilia sp., Nigrospora 

sp., Penicillium sp., Pestalotiopsis sp., e Trichoderma sp. Houve diferenças nas 

frequências das colônias e isolados obtidos para os gêneros fúngicos dentre 

espécies e coletas.  

Na espécie A. nudicaulis foram exclusivos os gêneros Bipolaris sp. e 

Curvularia sp., enquanto que na espécie B. antiacantha, o gênero Monilia sp. Os 

demais gêneros foram encontrados em ambas hospedeiras estudadas, mas com 

diferentes frequências. 21% isolados que não produziram esporos em cultura pura, 

foram caracterizados, mas não-identificados em nível de gênero, o que requererá 

estudos adicionais, com marcadores moleculares. Todavia, acredita-se se tratar de 

um ou poucas espécies de um mesmo gênero, já as colônias obtidas foram 

homogêneas quanto ao padrão morfológico. Em associações com bromélias de 

restinga, ainda não há relato publicado sobre a interação desses fungos 

identificados e espécies de bromélias.  

A bibliografia aponta que dentre os fungos caracterizados, há possiblidade 

de se explorar seu potencial biotecnológico para diferentes fins, tais como: 

produção de metabólitos secundários e fármacos (Pestalogiopsis spp.), 

solubilização de fosfatos, como indutores de resistência a doenças e no controle 

biológico, na produção de enzimas de interesses industriais. Visto isso, os isolados 
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com potencial biotecnológico em cada gênero, espera-se avançar na identificação 

específica dos isolados de interesse, mediante aprofundamento dos estudos 

morfológicos e com base em marcadores moleculares (DNA). 

Os Isolados de Trichoderma spp. endofíticos de bromeliáceas de restingas, 

CF/UENF440, CF/UENF441, CF/UENF442, CF/UENF443, CF/UENF444, segundo 

analise filogenética com base nas sequências do gene ITS, pertencem a uma 

provável nova espécie do clado Longebrachiarum.  

 Nos testes de antagonismo em culturas pareadas para inibir crescimento de 

F. guttiforme, o isolado CF/UENF440 se destacou como um potencial agente de 

controle in vitro do agente patogênico. Para avaliação do efeito inibitório por 

metabólitos voláteis, os isolados CF/UENF441, CF/UENF442, CF/UENF443, 

CF/UENF444 não apresentaram diferença significa na inibição de crescimento do 

agente patogênico. Todavia, quanto a a avaliação de metabólitos não-voláteis e 

não-voláteis termoestáveis, novamente destacou-se o isolado CF/UENF440 como 

potencial inibidor de crescimento de F. guttiforme, resultado esse, se equiparado 

ateste de pareamento de culturas.  

 Na avaliação do biocontrole in vivo em frutos de abacaxi, os isolados de 

Trichoderma sp. avaliados não apresentaram efeito protetor em frutos com 

ferimento, visando ao biocontrole da gomose em frutos na pós-colheita.  
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