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Resumo geral 

 

O uso de novas tecnologias para o estudo do DNA vem crescendo nos últimos anos. 

Essas mudanças iniciaram em 2005, com o surgimento das primeiras tecnologias 

conhecidas como NGS (Next Generation Sequencing), permitindo uma nova 

abordagem de sequenciamento em larga escala. Essas novas tecnologias promovem 

o sequenciamento de DNA em plataformas capazes de gerar informação sobre 

milhões de pares de bases. Neste trabalho, utilizamos a plataforma Illumina MiSeq 

para investigar e comparar a estrutura da comunidade de fungos endofíticos da 

espécie vegetal Aspilia grazielae. Também utilizamos o método de plaqueamento de 

fragmentos vegetais (folhas e raízes) em meio BDA para isolamento de fungos 

endofíticos in vivo. Este trabalho foi dividido em três capítulos, que abordam 

aspectos relacionados à estrutura da comunidade dos fungos endofíticos e o seu 

potencial biotecnológico para biorremediação e bioprospecção. Foi investigado 

como a mineração influencia na estrutura da comunidade de fungos endofíticos de 

plantas crescidas em duas áreas, uma nativa e outra de recuperação (capítulo 1), o 

potencial biotecnológico para biorremediação de Fe+2 e Mn+2 pelos fungos que 

apresentaram maior tolerância e esses metais (capítulo 2), e a capacidade de três 

isolados do gênero Aspergillus em promover o crescimento de mudas de Aspilia 

grazielae (capítulo 3). De acordo com os resultados apresentados no capítulo 1, 

encontramos uma redução significativa do filo de Ascomycota na área de 

recuperação, indicando grande impacto do processo antropogênico nessa 

comunidade. Portanto, embora nosso estudo seja um instantâneo dessa comunidade 

complexa, sugerimos a importância de preservar a área nativa dos maciços do 

Pantanal, não apenas para conservar a biodiversidade da micobiota, mas também 

como fonte de comunidade endofítica da rizosfera para colonizar áreas de 

recuperação de atividades de mineração que poderiam ser fundamentais para o 

sucesso das iniciativas de restauração. No capítulo 2, no qual avaliamos o potencial 

de biorremediação pelos isolados do gênero Aspergillus e Penicillium, constatamos 

que o gênero Aspergillus se mostrou mais tolerante aos metais testados do que o 

gênero Penicillium. Contudo, para fins de biorremediação, os isolados de Aspergillus 

não foram tão eficientes na remoção dos metais em meio líquido quanto o gênero 

Penicillium. Um isolado do gênero Penicillium (CR1) mostrou ser o mais eficiente 

para remoção de metais, principalmente de Fe+2, dentre todos os isolados testados, 

indicando que o mesmo apresenta um alto potencial para biorremediação de Fe+2. 

Tais resultados sugerem que a cepa CR1 tem potencial para aplicabilidade na 

remediação de metais pesados de solos e águas poluídos. No capítulo 3, os resultados 

mostraram a capacidade dos isolados de Aspergillus em crescer em meio de cultura 

contendo soluções concentradas de Fe+2 e Mn+2. Observou-se também que os 

isolados promoveram o crescimento vegetativo das mudas de A. grazielae, quando 

adicionados ao solo, atuando como bioestimuladores de crescimento, e com potencial 

para biofertilizantes em programas de agricultura sustentável. No entanto, mais 

estudos são necessários para propor a preparação de uma bioformulação indutora de 

crescimento, e revelar os mecanismos pelos quais estes fungos atuam.   
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General abstract 

 

The use of new technologies for stuying DNA has been growing over the last recent 

years. These changes began in 2005 with the emergence of the pioneering 

technologies known as NGS (Next Gen Sequencing), allowing a new approach to 

large-scale sequencing. These new technologies promote DNA sequencing on 

platforms capable of generating information on millions of base pairs. In this work, 

we used the Illumina MiSeq platform to investigate and compare the community 

structure of endophytic fungi of Aspilia grazielae. We also used the method of plating 

plant fragments (leaves and roots) in BDA medium to isolate endophytic fungi in 

vivo. This work was divided into three chapters which address aspects related to the 

community structure of endophytic fungi and their biotechnological potential for 

bioremediation and bioprospecting. It was investigated how mining influences the 

community of endophytic fungi from plants grown in two areas, a native and a 

recovery area (Chapter 1), the biotechnological potential for bioremediation of Fe+2 

and Mn+2 by the fungi that showed greater tolerance and these metals (Chapter 2), 

and the ability of three isolates of the Aspergillus genus to promote the growth of 

Aspilia grazielae seedlings (Chapter 3). According to the results of Chapter 1, we 

found a significant reduction in the phylum of Ascomycota in the recovery area, 

indicating a great impact of the anthropogenic process in this community. Therefore, 

although our study is a snapshot of this complex community, we suggest the 

importance of preserving the native area of the Pantanal massifs, not only to conserve 

the biodiversity of mycobiota but also as a source of rhizosphere endophytic 

community to colonize areas of activity recovery mining companies that could be 

instrumental in the success of recovery initiatives. In Chapter 2, in which we 

evaluated the potential for bioremediation by isolates the genus Aspergillus and 

Penicillium, we found that the genus Aspergillus was more tolerant to the metals 

tested as the genus Penicillium. However, for the bioremediation purposes, 

Aspergillus isolate. Among all tested isolates, an isolate of the genus Penicillium 

(CR1) proved to be the most efficient for removing mainly Fe+2. The result indicates 

the potential for applicability of the CR1 strain for the remediation of heavy metals 

from polluted soils and waters. In Chapter 3, the results convey the ability of 

Aspergillus isolates to grow in culture medium comprising concentrated solutions of 

Fe+2 and Mn+2. It was also observed that the isolates when added to the soil, promoted 

the vegetative growth of A. grazielae seedlings, acting as growth biostimulators, with 

potential to act as biofertilizers in sustainable agriculture programs. However, further 

studies are needed to propose the preparation of a growth-inducing bioformulation 

and, to reveal the mechanisms by which these fungi act. 
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Introdução Geral 

Conceito de holobionte e de fungos endofíticos 

O termo “holobionte” foi descrito em 1991 por Lynn Margulis e René Fester, 

e inicialmente referia-se a um organismo envolvendo um hospedeiro e um único 

simbionte. Posteriormente foi estendido para definir um hospedeiro e suas 

comunidades de microrganismos (também conhecida como microbiota), que 

interagem de maneira mutualística e/ou parasitária. Assim, um hospedeiro e sua 

microbiota constituem um holobionte, sendo agora amplamente utilizado em 

diferentes contextos e se aplicam a praticamente todos os metazoários, com pesquisas 

atuais concentrando-se principalmente em holobiontes humanos, animais e vegetais 

(Simon et al. 2019). 

Segundo Cannon (1997) e Arnold (2007), os fungos estão entre os grupos de 

organismos mais diversificados do planeta. Como é comum em grupos 

megadiversos, são também os menos conhecidos. Desde a descoberta dos 

microrganismos endofíticos em Darnel, Alemanha, em 1904 (Tan & Zou 2001), 

vários pesquisadores têm definido endófiticos de diferentes maneiras, dependendo 

da perspectiva de isolamento e estudo (Araújo et al. 2018). Segundo uma definição 

amplamente aceita, construída por Bacon e White (2000), os fungos endofíticos são 

microrganismos que colonizam tecidos internos de plantas sem causar qualquer 

efeito negativo imediato. Outros autores descrevem microrganismos endofíticos 

como aqueles que vivem de forma assintomatica inter ou intracelular em tecidos 

vegetais, e são encontrados virtualmente em todas as espécies (Saikkonen et al. 2013; 

Pires et al. 2015; Lopes et al. 2017).  

Microrganismos endofíticos estão divididos em dois grupos: o grupo I, 

engloba as espécies que não desenvolvem estruturas externas no hospedeiro, vivendo 
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todo o seu ciclo de vida nos órgãos internos das plantas, e o grupo II inclui espécies 

capazes de desenvolver estruturas externas no hospedeiro, tais como os fungos 

micorrízicos (Mishra et al. 2014).  

Os endofíticos do grupo I apresentam uma grande variedade de hospedeiros 

e constituem o maior grupo de simbiontes, facilmente cultivados em meios de cultura 

artificiais, colonizando todas as plantas de ecossistemas naturais (Schulz et al. 2006; 

Petrini 1996). A maioria pertencente à classe dos Ascomicetos e seus anamorfos e à 

classe dos Basidiomicetos (Mishra et al. 2014).  

Estima-se que existam mais de um milhão de fungos endofíticos 

sobrevivendo na natureza e acredita-se que toda as espécies de plantas são 

hospedeiras de um ou mais endofíticos (Joseph & Priya 2011; Strobel 2014; Jia et al. 

2016). Os endofíticos são a principal fonte de compostos bioativos naturais, com 

potenciais aplicações em diferentes campos, como agricultura, indústria farmacêutica 

e alimentícia, bem como utilizados em fitorremediação, processos fermentativos e 

biotransformação (Ioca; Allard; Berlinck, 2014; Sudha et al. 2016).  

Muitos estudos têm mostrado que os microrganismos podem estimular 

significativamente o crescimento, o desenvolvimento e o metabolismo de plantas 

(Angelard et al. 2010; Wijesooriya & Deshappriya 2016). Isto deve-se a capacidade 

dos mesmos em produzir substâncias estimulantes do crescimento, como vários 

fitormônios, além de aumentarem a absorção de nutrientes (Ignatova et al. 2013; 

Nutaratat et al. 2014).  

Os fungos também desempenham diversos papéis benéficos, sendo que os 

endofíticos na sua interação com seu hospedeiro, atuam na proteção contra doenças, 

por meio da competição com fitopatógenos por sítios de colonização, e pela produção 

de antibióticos (Clarke et al. 2006, Ownley et al. 2010). Outra atividade 
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desempenhada por esses microrganismos está relacionada à proteção de plantas 

contra insetos herbívoros por meio da produção de toxinas (Crawford et al. 2010, 

Gange et al. 2012).  Vários estudos apontam a atuação dos endofíticos no aumento 

da tolerância aos estresses abióticos (Hamayun et al. 2009, Khan et al. 2011, 2012).  

Os endofíticos também produzem metabólitos secundários de interesse 

biotecnológico que estão sendo explorados antropicamente. A enorme capacidade 

destes fungos em adaptar-se aos diferentes ambientes, os torna um campo de estudo 

interessante na busca de novos metabólitos (Kusari et al. 2012, Saikkonen et al. 2013) 

 

Interação fungo endofítico-planta 

As parcerias planta-microrganismo estão relacionadas como uma via de mão 

dupla, principalmente por meio de associações entre a rizosfera (região do solo 

influenciada pelas raízes, com máxima atividade microbiana)  e a raiz da planta, 

visando a sobrevivência em ambientes tóxicos ou com limitação de nutrientes 

(Abhilash et al. 2012; Begum et al. 2019).  

A transmissão dos endofíticos ocorre primeiramente de maneira vertical, ou 

seja, a planta hospedeira passa os endofíticos para suas sementes e assim para a 

próxima planta. Os endofíticos desta classe frequentemente aumentam a biomassa 

vegetal, conferem tolerância à seca e produzem substâncias tóxicas para animais, 

auxiliando na diminuição da herbivoria, segundo Clay (1988).  

Os fungos endofíticos produzem enzimas hidrolíticas extracelulares, que 

funcionam como mecanismos de resistência contra invasão microbiana e na obtenção 

de nutrientes (Siqueira et al. 2012; Tavares et al. 2012; Barbosa et al. 2015).  

Acredita-se que muitas substâncias bioativas que ocorrem nas plantas podem 

ser produzidas por estes microrganismos associados, porém a exata relação física e 
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bioquímica entre os endofíticos e as plantas ainda não foram totalmente elucidadas 

(Ramos et al. 2018; Silva 2018). 

Os microrganismos endofíticos recebem nutrição e proteção do seu 

hospedeiro, proporcionando um aumento do fitness da espécie vegetal que o abriga, 

desta forma melhorando sua capacidade competitiva, aumentando sua resistência 

(Clarke et al. 2006; Ownley et al. 2010). 

Algumas evidências indicam que os fungos endofíticos podem influenciar na 

dinâmica de populações, causando efeitos profundos na ecologia, influenciando na 

adaptação e evolução de plantas (Clay & Holah 1999), provocando mudanças no 

padrão e na estrutura das comunidades, bem como na diversidade de organismos 

associados, como bactérias, nemátodos e insetos (Omacini et al. 2001). Podem dessa 

forma, influenciar o próprio ecossistema (Arnold 2007, Mishra et al. 2014). 

 

Fitorremediação e Micorremediação  

O processo tecnológico de biorremediação utiliza sistemas biológicos para 

tratar sistemas poluídos e restaurar a qualidade ambiental por meio da degradação ou 

absorção de poluentes (Silva & Esposito 2010).  

Dentre as inúmeras tecnologias para remediação de ambientes contaminados 

destaca-se a biorremediação, conceituada por Mueller et al. (1996) como “o processo 

pelo qual os resíduos orgânicos são biologicamente degradados sob condições 

controladas a um estado inócuo, ou para níveis abaixo dos limites de concentração 

estabelecida pelos órgãos reguladores”. É uma opção para promover a detoxificação 

do local ou a remoção de elementos contaminantes do solo ou de corpos d´água, 

utilizando processos ou atividades biológicas por meio de organismos vivos 
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(microrganismos, algas ou plantas superiores) que possuam a capacidade de 

modificar ou decompor determinados poluentes (Jacques 2010).  

A remediação de ambientes utilizando plantas é chamado de fitorremediação, 

e vem demonstrando benefícios em comparação aos métodos físico-químicos 

tradicionais, uma vez que possibilita tanto a detoxificação através da imobilização, 

absorção ou acumulação (Marques et al. 2011) de resíduos perigosos, além de 

proporcionar a reconstituição do local degradado (Ashraf et al. 2011).  

A fitorremediação está associada à capacidade das plantas de depositarem 

substâncias poluentes nos vacúolos, que podem ser transportados da raiz para outras 

partes das plantas através de vasos do xilema ou no uso de proteínas ou peptídeos 

complexantes conhecidos como fitocelatinas e metalotioneínas, ambas ricas em 

resíduos de cisteína, cujos grupos sulfidril (-SH) são capazes de se ligar a íons de 

metais pesados e formar complexos muito estáveis (Ali et al. 2013)..  

As plantas também possuem enzimas específicas que desempenham papéis 

vitais no metabolismo dos Contaminantes de Interesse Emergente (CIE), e com o 

auxílio dessas enzimas, as plantas são capazes de desintoxicar os CIE em um 

processo conhecido como "fígados verdes" (Sandermann Jr 1992). Alguns desses 

contaminantes podem ser lipofílicos e são absorvidos e translocados por todo o tecido 

da planta e subsequentemente sofrem transformações químicas assistidas por 

enzimas.  

As plantas capazes de tolerar altas concentrações de metais pesados são 

chamadas de hiperacumuladoras, e desenvolveram esta habilidade por meio de duas 

estratégias básicas (Ashraf et al. 2011, Bhargawa et al. 2012). A primeira estratégia 

é denominada acumulação, na qual o metal pode ser acumulado nas plantas, tanto em 

baixas quanto em altas concentrações e a segunda é conhecida como estratégia de 
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exclusão, onde o transporte de metais pesados para a parte aérea é limitado por uma 

gama de concentrações de metais no solo (McGrath et al. 2001).  

Quando fungos estão envolvidos no processo de remediação, podemos definir 

a biorremediação realizada por eles como micorremediação, ou seja, a capacidade 

dos fungos do solo, micorrizas e fungos endofíticos de biorremediar áreas 

contaminadas. Diferentes mecanismos são adotados pelos fungos para a 

biorremediação, dentre eles os processos enzimáticos intra e extracelulares feitos por 

peroxidases, lacases, transferases e citocromo P450 (Figura 1) para desintoxicação e 

biodegradação ou mineralização (Deshmukh et al. 2016; Olicón-Hernández et al. 

2017; De Lima et al. 2018). Além disso, pode ocorrer adsorção de xenobióticos na 

parede celular de fungos e armazenamento de metabólitos intermediários nas 

organelas dos fungos (Olicón-Hernández et al. 2017).  

Os biossurfactantes também podem ser excretados por fungos, como os 

soporolipídios, os complexos de proteínas lipídios / polissacarídeos, glicolipídios e 

glicolipoproteínas. Essas moléculas têm porções hidrofílicas e hidrofóbicas que 

interagem entre fases de diferentes polaridades, resultando em reduções de tensão 

interfacial e aumentando a interação entre moléculas (Cicatiello et al. 2016; Günther 

2017). 
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Figura 1. Mecanismos adotados por fungos para biorremediação de compostos 

tóxicos e recalcitrantes (Adaptado de Deshmukh et al. 2016 e Olicón-Hernández et 

al. 2017). 

 

A contaminação do ambiente por metais pesados tem se tornado um problema 

global, que afeta a fertilidade do solo, a produtividade das culturas, e leva a 

bioacumulação desses elementos na cadeia alimentar (Rajkumar et al. 2009, 

Bhargawa et al. 2012).  

O procedimento para remediação e consequente recuperação dessas áreas é 

lento e está relacionado à capacidade de restabelecimento do solo, onde se 

recompõem as características químicas, físicas e biológicas a um nível mínimo, que 

permita o desenvolvimento de espécies vegetais e da atividade microbiana, tão 

importante para o estabelecimento e sucessão da macrobiota (Mendes Filho et al. 

2010).  

A ação dos microrganismos sobre os metais tem sido objeto de numerosos 

estudos, em virtude do seu potencial de aplicação, tanto para a detoxificação quanto 

para a recuperação de metais nas atividades da indústria de mineração (Schenberg 
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2010). Dependendo do estado de oxidação do metal pesado presente no ambiente, os 

microrganismos podem mobilizar ou imobilizar esse metal. A mobilização é feita 

através da biolixiviação, que é um mecanismo de solubilização bastante utilizado na 

mineração (Vullo 2003). Processos de biolixiviação utilizam microrganismos que são 

capazes de concentrar e recuperar os metais perdidos durante o processo de extração 

de minérios (Schenberg 2010).  

As associações entre plantas e microrganismos metatolerantes tem recebido 

especial atenção devido ao potencial dos mesmos em bioacumular metais em 

ambientes poluídos, bem como seus efeitos sobre a mobilização/imobilização de 

metais. Por consequência, esta associação aumenta a absorção de metais e o 

crescimento das plantas, sendo que o uso sinérgico de plantas e microrganismos é 

favorável para a descontaminação de solos metálicos (Ma 2011). Ainda assim, 

mesmo que o microrganismo não tenha capacidade de tolerar o metal pesado, sua 

relação com a espécie vegetal permite à planta bioacumuladora/tolerante melhorar 

seu desenvolvimento no ambiente contaminado. 

A tecnologia de biorremediação que utiliza apenas microrganismos para a 

degradação ambiental é norteada por três princípios básicos: [1] presença do 

microrganismo com capacidade metabólica; [2] a disponibilidade do contaminante; 

[3] e as condições ambientais adequadas para o crescimento e atividade microbiana 

(Andrade et al. 2010). Existem outras técnicas que auxiliam no processo de 

biorremediação por microrganismos (bioestimulção, bioventilação e a 

bioaumentação). Portanto, para decidir qual a melhor técnica a ser empregada, além 

dos três princípios relatados acima, uma análise criteriosa e individual da área a ser 

remediada deve ser realizada (Andrade et al. 2010). 
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Espécie Aspilia grazielae (Santos) (Asteraceae)  

A família Asteraceae (Dumortier) é o maior grupo vegetal dentre as 

Angiospermae (Judd et al. 2009). Estima-se que cerca da metade das espécies 

ocorrem no Novo Mundo, com registros de aproximadamente 250 gêneros e 2.000 

espécies no Brasil, distribuídas em todo o território nacional (Souza & Lorenzi 2008).  

Aspilia grazielae Santos (Asteraceae) é uma espécie endêmica das Morrarias 

do Urucum, Corumbá, MS. Nessta região encontra-se uma grande jazida de ferro e 

manganês, que tem sido explorada pela empresa Vale S.A. Foi observado que, 

embora esta espécie tenha ocorrência esparsa nas áreas de mata preservadas, ela 

consegue germinar em condições consideradas altamente estressantes para a maioria 

das espécies vegetais. Logo após a extração do ferro e manganês, a empresa 

mineradora devolve a camada de solo que foi retirada ao mesmo local. No entanto, a 

concentração de metais nestas áreas ainda permanece alta, sendo esta espécie capaz 

de germinar e crescer nestas condições (Damasceno, comunicação pessoal). É muito 

provável que a planta tenha desenvolvido mecanismos de adaptação ou evitação a 

altas concentrações destes minerais. Plantas com essas habilidades são 

hiperacumuladoras e altamente especializadas em acumular ou tolerar altíssimas 

concentrações de metais (Raskin et al. 1994). No entanto não encontramos 

informações desta natureza na literatura sobre A. grazielae. Esta espécie encontra-se 

na Lista Oficial das Espécies da Flora Ameaçadas de Extinção, publicada pelo 

Ministério do Meio Ambiente – MMA (2008).  

Espécies vegetais que toleram ambientes inóspitos são de grande interesse 

para várias áreas das ciências biológicas por diferentes motivos. Primeiramente 

porque são importantes na recuperação de áreas degradadas que apresentam 

concentrações de poluentes a níveis tóxicos, como é o caso do Morro do Urucum. 
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Aspilia grazielae tem sido efetivamente utilizada para recuperação de áreas recém 

exploradas para extração de ferro e manganês naquela região (Damasceno, 

comunicação pessoal). Além disso, é igualmente importante o conhecimento dos 

mecanismos físicos e/ou bioquímicos utilizados por esta espécie para tolerância ou 

acumulação de metais pesados, visando sua utilização em processos de 

biorremediação. 

Diante do exposto, o Capítulo 1 deste trabalho apresenta um enfoque 

ecológico, onde avaliamos as comunidades endofíticas presentes nas folhas e raízes 

da espécie vegetal Aspilia grazielae, coletadas em duas áreas, uma nativa e outra de 

recuperação em uma região do Pantanal Sul Matogrossense. De acordo com nossos 

levantamentos em várias bases de dados, não há estudos sobre endófitos presentes 

nessa planta. Portanto, no Capítulo 1 tentamos responder, através do Sequenciamento 

de Nova Geração – Illumina, como estão estruturadas as comunidades de fungos 

endofíticos nesta espécie vegetal nas duas áreas e se essas comunidades foram 

influenciadas pelo extrativismo mineral.  

No Capítulo 2, após um processo de triagem com os isolados endofíticos 

obtidos dos fragmentos vegetais (folhas e raízes), avaliamos a capacidade de dois 

grupos de fungos (Aspergullus e Penicillium) em biorremediar os metais ferro e 

manganês em meio de cultura liquido. Acreditamos que esses fungos podem ter 

relação com o desempenho desta espécie vegetal em tolerar altas concentrações de 

metais, sendo capazes de promover a biorremediação de metais.  

No Capítulo 3, investigamos o potencial de promoção de crescimento e de 

biorremediação de três isolados do gênero Aspergillus inoculados em solo onde 

foram, posteriormente, cultivadas mudas de A. grazielae. A hipótese é de que os 

fungos endofíticos podem promover o desenvolvimento das plantas sendo utilizados 
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como bioestimulantes de crescimento. Assim buscamos avaliar se os isolados 

selecionados foram capazes de contribuir para o desenvolvimento da planta em 

estudo e ao mesmo tempo proteger a planta do input diário de soluções de ferro e 

manganês. 
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Gênero Viridispora sp. isolado da raiz de Aspilia grazielae 
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Biodiversidade da comunidade de fungos endofíticos de uma 

espécie endêmica do Pantanal 

 

Resumo 

 

Aspilia grazielae (J.U. Santos) é uma espécie endêmica do Morro do Urucum do 

bioma Pantanal (Brasil). Essa região possui grandes jazidas de ferro e manganês, as 

quais são exploradas para atividade de mineração. Foram realizadas análises 

metagenômicas das comunidades de fungos endofíticos associados a folhas e raízes 

de áreas de vegetação nativa (NVA) e áreas de recuperação (RCA) com o objetivo 

de examinar a variação da diversidade destas comunidades. Para este propósito, foi 

utilizado o Sequenciamento de Nova Geração – Illumina para comparação das 

amostras, servindo como um guia de detecção e posterior desaparecimento das 

espécies não nativas. As Unidades Taxonomicas Operacionais (OTUs) de fungos 

detectadas nas amostras de folhas variaram entre 183 a 263 em NVA e de 200 a 282 

em RVA. Nas raízes, variou entre 115 e 285 em NVA e de 156 a 348 em RCA. As 

comunidades foram mais abundantes e diferentes nas raízes do que nas folhas. A 

maior abundância dos fungos endofíticos em RCA pode estar relacionada à alta 

resiliência das espécies fúngicas aos distúrbios ambientais, bem como à dinâmica de 

origem dos propágulos nas diferentes áreas. Associações particulares entre 

comunidades endofíticas de fungos e A. grazielae sob diferentes condições de 

crescimentos revelam a importância da preservação da vegetação nativa do Pantanal. 

 

Palavras-Chave: Aspilia grazielae, metagenômica, Pantanal, espécies endêmicas, 

interferência antropogênica, metais pesados 
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Biodiversity of endophytic fungi communities from an endemic 

plant species from Pantanal wetland 
 

Abstract  

 

Aspilia grazielae (J. U. Santos) is an endemic species to Morro do Urucum at 

Pantanal wetland (Brazil). Metagenomic analyzes of endophytic fungi communities 

associated with leaves and roots from areas of native vegetation (NVA) and recovery 

areas (RCA) were carried out in order to examine the variation in the diversity of 

these communities. For this purpose, the New Generation Sequencing - Illumina was 

used to compare the samples, serving as a guide for detection and subsequent 

disappearance of non-native species. The Operational Taxonomical Units (OTUs) of 

fungi detected in the leaf samples ranged from 183 to 263 in NVA and from 200 to 

282 in RVA. In the roots, it varied between 115 and 285 in NVA and from 156 to 

348 in RCA. The communities were more abundant and different in the roots than in 

the leaves. The greater abundance of endophytic fungi in RCA may be related to the 

high resilience of fungal species to environmental disturbances, as well as to the 

dynamics of propagule origin in different areas. Particular associations between 

endophytic communities of fungi and A. grazielae under different growth conditions 

reveal the importance of preserving the native vegetation of the Pantanal. 

 

Keywords: Aspilia grazielae, metagenomics, Pantanal wetland, endemic species, 

anthropogenic interference, heavy metals. 
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Introdução 

O Pantanal é um bioma localizado no centro da América do Sul, no Alto da 

Bacia do Paraguai (Junk et al. 1989). A exploração excessiva e a falta de manejo 

deste bioma têm ameaçado sua biodiversidade (Alho & Silva 2012, Tomas et al. 

2019). Nos próximos anos, atividades de mineração e de agricultura podem levar a 

impactos ecológicos muito negativos (Roque et al. 2016; Tomas et al. 2019). É uma 

situação lamentável, já que o conhecimento dos microrganismos associados às 

plantas do Pantanal ainda é muito escasso (Noriler et al. 2018). Entre estas 

comunidades, fungos endofíticos associados a espécies vegetais são particularmente 

importantes, pois apresentam uma forte relação simbiótica, estimulando o 

crescimento vegetal (Cardinale 2014; Mendes & Raaijmakers 2015; Strobel et al. 

2017) e contribuindo na defesa contra predadores e patógenos (Bragina et al. 2014; 

Grube et al. 2015; Martin et al. 2017). Adicionalmente, estes fungos podem 

contribuir significativamente nos ciclos de carbono e nitrogênio e podem atuar na 

biorremediação de xenobióticos (Thapa & Prasanna, 2018). Portanto, o entendimento 

da associação entre comunidades fúngicas e espécies vegetais do Pantanal é 

fundamental para compreender o efeito e as mudanças causadas pelo uso da terra, 

seu manejo ou a associação de ambos. É uma tarefa urgente para o uso sustentável 

da biodiversidade naquela região. 

Comunidades endofíticas são ubíquas na natureza e são essenciais para a 

adaptação de seus hospedeiros a ambientes específicos, como é caso das áreas de 

recuperação de áreas de mineração. Fungos endofíticos crescem assintomaticamente, 

dentro dos tecidos das plantas, tais como folhas, caules e raízes, e são proeminentes 

mutualistas, aumentando a absorção de nutrientes por meios físicos e químicos (Peay 

et al. 2016). Estudos relacionados à diversidade de fungos endofíticos mostram que 
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uma única planta pode ser colonizada por mais de 1.000 espécies de fungos, sendo a 

maioria delas não cultiváveis em meios de cultura sintéticos (Thapa & Prasanna, 

2018). A rizosfera tem sido estudada há mais de 100 anos (Philippot et al. 2013) e 

atualmente a endosfera tem sido objeto de intensa pesquisa, com o intuito de buscar 

o controle de patógenos e predadores de plantas (Hardoim et al. 2015; Martin et al. 

2017; Vorholt 2012). Considerando que fungos endofíticos de áreas de recuperação 

pós-mineração têm forte relação simbiótica com a planta e que estão relacionados 

com o estímulo do crescimento e sanidade do hospedeiro, muitos estudos são atraídos 

para este tema (Cardinale 2014; Grube et al. 2015; Mendes & Raaijmakers 2015; 

Martin et al. 2017).  

As associações que ocorrem entre as plantas e microrganismos metatolerantes 

tem recebido especial atenção, devido ao potencial dos microrganismos em 

bioacumularem metais em ambiente poluído, bem como seus efeitos sobre a 

mobilização/imobilização de metais,  e por consequência, aumentando a absorção de 

metais,  proporcionando o crescimento das plantas (Glick, 2010; Ma, 2011). Ainda 

assim, mesmo que o microrganismo não tenha capacidade de tolerar o metal pesado, 

sua relação com a espécie vegetal permite à planta bioacumuladora/tolerante 

melhorar seu desenvolvimento no ambiente contaminado. 

Atividades de mineração à céu aberto afetam os sistemas geoquímicos, 

biológicos e hidrológicos, causando degradação do solo e dano à vegetação (Faucon 

et al. 2016; Cross et al. 2017). Estudos acerca da associação entre comunidade de 

fungos endofíticos e plantas são usados para auxiliar a aceleração dos processos de 

recuperação de áreas de mineração. Espécies vegetais são holobiontes, dependem das 

comunidades endofíticas e epifíticas presentes na rizosfera, endosfera e filosfera para 

sobreviver. A composição das comunidades microbianas associadas a cada 
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hospedeiro depende da estrutura das comunidades da planta inteira (Peršoh 2015). 

A. grazielae (Astereaceae) é uma espécie arbórea-arbustiva, endêmica da 

flora brasileira (Santos 2001; Hind & Miranda 2008). É encontrada tipicamente em 

uma região de transição entre os biomas Cerrado e Pantanal. Esta espécie está 

ameaçada pelo avanço das atividades de mineração no Pantanal, o que causa um 

declínio contínuo da qualidade do seu habitat (CNCFLORA 2015; Flora do Brasil 

Online 2020).  

Estudos sobre A. grazielae estão limitados somente a listas de verificação e 

seu endemismo (Santos 2001; Farinaccio et al. 2018). Esta espécie está incluída na 

lista vermelha das espécies com risco de extinção (Brasil 2014; Roque et al. 2018). 

No entanto, A. grazielae tem sido utilizada pela empresa mineradora Vale S.A. para 

recuperação de áreas degradadas (Skirycz et al. 2014; Vieira et al. 2018). 

Acreditamos que o processo de extração mineral irá influenciar na 

comunidade endofítica, diminuindo a diversidade de fungos endofíticos nos 

indivíduos de A. grazielae da área de recuperação, onde os distúrbios ambientais 

ocasionados pela remoção do solo e vegetação diminuem a diversidade da 

comunidade endofítica, enquanto que na área nativa, pela estabilidade e adaptação 

das plantas, a diversidade dos endofíticos será maior.  

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar duas facetas de 

biodiversidade fúngica (riqueza e composição de espécies) influenciadas pelo efeito 

das alterações antropogênicas do extrativismo mineral na comunidade de fungos 

endofíticos de folhas e raízes de A. grazielae. Selecionamos duas áreas, uma 

denominada área de recuperação (RCA), onde houve a retirada total da vegetação e 

posteriormente revegetação da espécie vegetal em estudo, e outra área nativa, sem 

alteração da vegetação, denominada área de vegetação nativa (NVA).  
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Material e Métodos 

Área de estudo 

O alto da Bacia do Paraguai é uma região de transição entre os grandes biomas 

da América do Sul: Pantanal, Floresta Amazônica, Mata Atlântica, Cerrado, Chaco, 

Bosque Chiquitano e remanescentes da Caatinga (Pott et al. 2012; Graciolli et al. 

2017). A vegetação é bastante variável, compreendendo principalmente florestas 

sazonais (decíduas e semidecíduas), formações rochosas no topo das colinas, 

vegetação laterítica, florestas ripárias inundadas pelo Rio Paraguai e florestas 

inundadas associadas com as baías negras (Pott et al. 2011; Pott et al. 2012; 

Bortolloto et al. 2015). 

As amostras vegetais e de solo foram coletadas em março de 2015 no Morro 

do Urucum, localizado nas áreas urbanas das cidades de Corumbá e Ladário, no 

Estado de Mato Grosso do Sul, nas coordenadas S19°18'44.2'', W57°61'125'' (RCA) 

e S19°17'85.2" W57°60'22.4" (NVA) (Fig.1). 

 

Fig 1. Mapa das duas áreas onde foram coletadas as amostras de A. grazielae, na 

cidade de Corumbá, Mato Grosso do Sul, Brasil. 

 

 

 As altitudes variam entre 500 e 1000 metros e são caracterizadas pela 
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presença de conglomerados de rochas formadas por granitos, gnaisses, calcários e 

micaxistos (Haralyi e Walde 1986). O clima é classificado com metamórfico tropical, 

com temperatura média anual de 25,1°C e umidade relativa anual de 76,8%. A média 

de precipitação é de 1.070 mm, com a ocorrência da estação chuvosa entre os meses 

de novembro a março, enquanto os períodos secos ocorrem entre junho e agosto. Na 

região em foco, os principais tipos de solo são litossolos e cambissolos eutróficos. A 

área de vegetação nativa (NVA) possui uma cobertura vegetal densa e preservada. A 

região é explorada economicamente para mineração a céu aberto, para extração de 

ferro e manganês. A extração de ferro é feita com a remoção total da vegetação e da 

camada superficial do solo (Vieira el al. 2018). 

 

Coleta das amostras de plantas e solo 

Cinco indivíduos de A. grazielae foram coletados em cada área avaliada. 

Foram coletados ramos e raízes de cada indivíduo em um raio de 100 metros entre 

uma planta a outra para reduzirmos a variação intra-específica. As plantas 

apresentaram aspecto saudável, sem sintomas aparentes de doença. As amostras 

foram embaladas em sacolas plásticas, identificas por área e acondicionadas em 

caixas térmicas para transporte até o laboratório. Uma amostra testemunha foi 

depositada no Herbário CGMS da UFMS após identificação botânica e registrada 

como amostra UFMS nº 59308. 

Foram coletadas amostras de solo das duas áreas avaliadas, em uma 

profundidade de 0-20 cm, para caracterização das propriedades físico-químicas. Para 

obter uma amostra representativa das áreas de interesse, foram amostrados diferentes 

locais de cada área. Todas as amostras foram identificadas e armazenadas 

imediatamente em sacos plásticos e transportadas em caixas térmicas até o 
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laboratório. Uma porção do solo foi peneirada (2 mm de abertura) e homogeneizada 

para análise granulométrica (argila, areia e silte; Teixeira et al.,2017) e das 

propriedades químicas de acordo com o método Mehlich Raij et al. (2001). 

 

Pré-tratamento das amostras vegetais  

Antes da extração do DNA genômico, cada indivíduo coletado foi separado 

em folhas e raízes e lavado com água corrente até remoção total de areia e solo. Em 

seguida, o material foi identificado e armazenado a -18°C até a extração do DNA. 

Folhas e fragmentos de raízes de10 cm de cada planta foram escolhidos ao 

acaso e os microrganismos epifíticos foram removidos por desinfecção superficial 

com água destilada estéril durante 20 segundos. Em seguida, foram lavados, sob 

agitação em uma solução de hipoclorito de sódio 3% durante 10 minutos, imersão 

em etanol 70% por 30 segundos, lavagem com água destilada estéril por três vezes e 

finalmente as amostras foram secadas sob condições estéreis (Pereira et al. 1993; 

Araujo et al. 2001). As folhas e raízes foram cortadas em fragmentos de 0,5 cm e 

maceradas em cadinho de porcelana com nitrogênio líquido. 

Extração do DNA genômico, amplificação por PCR e sequenciamento do rDNA 

18S 

A extração do DNA genômico das amostras de folhas e raízes de A. grazielae 

foi realizada segundo metodologia descrita por Ferreira e Grattapaglia (1998) e Al-

Bulushi et al. (2017), com adaptações. 

O sequenciamento pelo sistema MiSeq Illumina foi realizado para as vinte 

amostras. O sequenciamento da região ITS (Internal Transcribed Spacer) para a 

comunidade fúngica foi realizada a partir da extração do DNA genômico. Amostras 

de DNA isolados de folhas e raízes foram armazenadas a - 20°C até a amplificação 

por PCR. Os primers utilizados foram longos porque o primer 5.8_Fun inclui: RC do 
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adaptador Ilumina 3´ (CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT) mais Barcode 

Golay (CGTACCAGATCC) mais Pad do iniciador reverso (AGTCAGTCAG) mais 

linker do iniciador reverso (GG) mais 5.8S_Fun 

(AACTTTYRRCAAYGGATCWCT). Além disso, para o iniciador ITS4_Fun foram 

incluídos: adaptador Illumina de 

5`(AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC) mais Primer Pad 

(TATGGTAATT) mais Primer Linker (AA) mais ITS4_Fun 

(AGCCTCCGCTTATTGATATGCTTAART) (White et al. 1990). O 

sequenciamento da extremidade pareada (2 x 250 pb) foi realizado usando o 

sequenciador Illumina MiSeq (Illumina, San Diego, CA, USA). 

As leituras das sequencias brutas foram filtradas, seguindo os parâmetros 

padrão. As leituras limpas foram sobrepostas e reunidas em sequencias consenso (ou 

seja, tags), utilizando o programa de Ajuste Rápido de Comprimento de Leituras 

Curtas, versão 1.2.11 (http://ccb.jhu.edu/software/ FLASH). As tags foram 

posteriormente agrupadas em unidades taxonômicas operacionais (OTUs) com uma 

sequencia de identidade de 97% como limite usando UPARSE 

(http://www.drive5.com/uparse), e as quimeras foram filtradas usando UCHIME, 

versão 4.2.40 (http://drive5.com/uchime).  As OTUs foram classificadas 

taxonomicamente pelo Ribosomal Database Project Classifier versão 2.2 

(http://rdp.cme.msu.edu); referenciando o banco de dados UNITE ITS 

(https://unite.ut.ee), usando 0,6 de valores de confiança como ponto de corte (Nilsson 

et al. 2019). 

Os dados do sequenciamento Illumina obtidos neste trabalho estão 

disponíveis no NCBI Sequence Read Archive sob o número SUB6178275.  

 

http://www.drive5.com/uparse
http://drive5.com/uchime
http://rdp.cme.msu.edu/
https://unite.ut.ee/
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Análises estatísticas 

Os testes estatísticos das diferenças taxonômicas entre raízes e folhas da área 

nativa e da área de recuperação foram calculados pelo teste t (igual variância) com o 

tipo frente e verso usando o software Statistical Analysis of Metagenomic Profiles 

(STAMP), versão 2.0.0 (Parks and Beiko, 2010). As diferenças estatísticas entre 

amostras foram baseadas em uma medida da distância no gráfico PCoA e comparadas 

usando o teste de similaridade (ANOSIM) por troca de grupo com 999 réplicas. 

O coeficiente de dissimilaridade de Bray-Curtis, uma medida da beta 

diversidade, também foi calculado para avaliar a dissimilaridade das amostras dentro 

e entre amostras de raízes e folhas. Foi selecionada da medida de dissimilaridade de 

Bray-Curtis porque esta não leva em consideração a distância filogenética (como 

matriz ponderada e não ponderada do UniFrac) entre grupos amostrados, sendo o 

coeficiente de similaridade mais utilizado na ecologia clássica. 

Foi realizado uma Análise de Componentes Principais (PCA) para avaliar se 

a atividade de mineração alterou as características físico-química do solo entre as 

áreas. Os dados brutos foram transformados usando a seguinte equação:  

𝑍 =
escore bruto−média

desvio padrão
. 

 

Resultados  

Análises do solo 

 Foram coletadas 7 amostras de solo para cada uma das áreas avaliadas. As 

características físicas e químicas de cada amostra estão apresentadas na Tabela 1. Os 

resultados encontrados nas amostras foram utilizados para análise de covariância dos 

componentes principais.  
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Tabela 1. Características das propriedades físico-químicas do solo da da área de vegetação nativa (NVA) e de recuperação (RCA).  

Parâmetros 
NVA RCA 

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 

M.O. (mg/dm3) 54,2 62,9 110,9 75,2 55,6 60,1 48,4 16,3 24,2 15,7 14,2 34,5 5,3 27,3 
pH (em H2O) 4,5 4,5 4,2 4,1 4 4,5 4,7 4,7 4,6 4,3 4,4 4,1 4,6 4,9 
P (mg/dm3) 5 7 10 9 5 6 3 4 10 3 2 2 2 11 
K (mg/dm3) 129,5 135,6 170,9 126,2 90,5 155 104,8 56,1 40,8 57,5 23,9 88 17,5 93,8 
Ca mmol (g/dm3) 28 19 44 28 9 32 39 11 13 4 3 4 3 30 
Mg mmol (g/dm3) 7 7 13 6 3 9 7 3 4 1 1 1 1 9 
H+Al mmol (g/dm3) 70 93 158 133 88 73 54 27 44 30 36 93 19 37 
Al mmol (g/dm3) 7 11 16 16 17 7 3 2 5 5 4 17 2 1 
S.B mmol (g/dm3)  37 30 62 37 14 46 48 16 20 6 4 7 5 41 
CTC mmol (g/dm3)  107 123 219 171 102 119 102 43 64 37 40 100 23 78 
V % 35 24 28 22 14 38 47 37 31 17 10 7 20 53 
m % 16 26 21 30 54 14 6 12 21 44 51 72 30 3 
SO4 (mg/dm3) 21 19 7 6 5 4 8 13 7 27 27 9 5 5 
B (mg/dm3) 0,54 0,2 0,56 0,49 0,56 0,55 0,48 0,41 0,17 0,45 0,44 0,63 0,24 0,48 
Cu (mg/dm3) 0,96 0,97 1 1,27 0,88 0,42 1,2 0,31 0,2 0,38 0,61 0,27 0,14 0,53 
Fe (mg/dm3) 74,6 169,1 124,3 104,5 65,5 46,3 56,5 23,3 32,8 15,5 16,5 32,6 21,1 22,3 
Zn (mg/dm3) 0,52 1,26 1,1 0,86 0,6 0,42 0,27 0,38 1,67 0,21 0,24 0,21 0,19 0,92 
Mn (mg/dm3) 22,9 30,8 46,6 48,6 22,3 11,7 9,4 11,4 104,0 14,8 14,8 5,0 4,7 24,2 
Argila (g/dm3) 321 459 424 423 424 477 442 197 276,8 332 267 430 164 191 
Areia (g/dm3) 474 331 363 366 402 287 342 591 520,1 438 519 328 720 599 
Silte (g/dm3) 205 209 213 211 174 236 216 212 202,2 230 214 242 115 210 

*M.O – Matéria orgânica; pH – Potêncial hidrogeniônoco; P – Fósforo; - K – Potássio; Ca – Cálcio; Mg – Magnésio;   H+Al – Hidrogênio/Alumínio; Al – Alumínio;  S.B. – 

Soma de bases ; CTC – Capacidade de troca catiônica ; V – saturação de bases; m – saturação por alumínio ; SO4  - Sulfáto de enxofre; B – Boro; Cu – Cobre; Fe – Ferro; Zn – 

Zinco; Mn – Manganês;. 
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A análise de covariância dos componentes principais (PCA) foi realizada para 

todas as amostras do solo a fim de detectar similaridade entre as áreas NVA e RCA 

(Fig 2). A análise da similaridade mostrou que a estrutura geral do solo entre as áreas 

NVA e RCA diferiu entre os grupos (ANOSIM p<0,002; Fig. 2). A porcentagem da 

variância total obvervada entre os componentes foi de 46,96% para PC1 e de 22,37% 

para PC2.   

 

 

Fig. 2 Análise dos Componentes Principais (PCA), baseada na matriz de variância, 

descrevendo o solo das áreas NVA e RCA.  

 

Diversidade das comunidades 

O número total de sequencias da região ITS após normalização dos dados foi 

1.136.278, correspondendo a 4.611 unidades taxonômicas operacionais (OTUs). As 

OTUs detectadas nas amostras individuais variaram entre 183 a 263 nas folhas em 

NVA e entre 200 a 282 nas folhas da RCA. Por outro lado, os resultados variaram 

entre 115 a 285 OTUs em raízes da NVA e entre 156 a 348 na RCA (Tabela 2). De 



32 
 

acordo com os dados das OTUs, a estimativa do Índice de Diversidade de Shannon, 

Simpson e Chao1 revela que não houve diferença significativa quando se compara 

folhas e raízes entre as áreas avaliadas (Tabela 2). 

 

Table 2 Número de sequencias, OTUs observadas e diversidade alfa de fungos 

endofíticos de indivíduos de A. grazielae 

Amostras  
Nº de 

Sequencias 
OTUs 

Observadas 
Chao1 Shannon Simpson 

L NVA 1 19648 235 235 5.67 0.97 

L NVA 2 22964 263 263 5.30 0.94 

L NVA 3 11258 184 184 5.14 0.94 

L NVA 4 7112 183 183 5.50 0.96 

L NVA 5 21636 210 210 4.61 0.90 

L RCA 1 12658 200 200 4.76 0.92 

L RCA  2 42270 273 273 5.03 0.93 

L RCA 3 43518 282 282 5.53 0.96 

L RCA  4 31382 256 256 4.70 0.90 

L RCA 5 15672 238 238 5.34 0.94 

R NVA 1 3772 127 127 4.74 0.89 

R NVA 2 45918 115 115 0.88 0.19 

R NVA 3 23870 214 214 4.94 0.93 

R NVA 4 120926 285 285 3.33 0.75 

R NVA 5 26486 249 249 5.05 0.94 

R RCA 1 3592 156 156 5.66 0.96 

R RCA 2 85436 308 308 4.38 0.89 

R RCA 3 26716 261 261 5.06 0.93 

R RCA 4 409484 224 224 1.44 0.43 

R RCA 5 161960 348 348 3.08 0.71 

* L NVA – Folha da Área de Vegetação Nativa, L RCA – Folha da Área de Recuperação, R NVA – 

Raiz da Área de Vegetação Nativa, R RCA – Raiz da Área de Recuperação 

 

As curvas de rarefação de todas as amostras de A. grazielae mostraram uma 

tendência de aproximação do platô de saturação (Fig. 2). Neste sentido, a abundância 

de OTUs foi maior nas amostras de folhas em ambas as áreas avaliadas. 
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Fig. 2. Curva de rarefação do número de OTUs de espécies de fungos endofíticos 

observadas contra o número de amostras (5 replicatas por amostra) em cada área 

estudada. As amostras foram compostas por raízes nativas (RNVA), raízes de 

recuperação (RRCA), folhas nativas (LNVA) e folhas recuperação (LRCA). 

  

As OTUs foram atribuídas a 4 filos de fungos, 14 classes, 41 ordens, 79 

famílias, 176 gêneros nas amostras de raiz, e 3 filos, 15 classes, 35 ordens, 66 famílias 

e 137 gêneros nas amostras de folhas. Membros do filo Ascomycota foram os mais 

comuns entre todas as amostras de plantas, com 63,3% e 53,3% de abundância 

relativa (AR) presentes nas folhas e raízes respectivamente, seguido por 

Basidiomycota com 0,8% e 2,6% de AR, presentes nas folhas e raízes 

respectivamente. Por outro lado, Zygomycota sensu lato (0,2% e 0,6%) e 

Glomeromycota (0,0% and 0,1%) foram raras e acidentais (Fig. 3).  
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Fig. 3: Filiação taxonômica à nível de filo de sequências ITS de fungos endofíticos 

em folhas e raízes de A. grazielae, crescendo em solo de vegetação nativa e de 

recuperação de uma região de transição entre os biomas Cerrado e Pantanal 

 

O diagrama de Venn ilustra a distribuição das comunidades de fungos 

endofíticos nas raízes e folhas de amostras de A. grazielae (Fig. 4). Comunidades de 

fungos específicas foram maiores nas amostras de raiz em RCA, com 23,4%; já NVA 

apresentou 15,9%; sendo que 1,6% das OTUs são igualmente compartilhadas por 

ambas as áreas. Comparando amostras de folhas, a variação das OTUs foi de 16,9% 

nas folhas de RCA e 12,5% nas folhas de NVA e 2,8% foram compartilhadas por 

ambas as áreas. 
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Fig. 4: Diagrama de Venn mostrando o grau de sobreposição das OTUs de fungos 

entre folhas e raízes de A. grazielae coletadas em NVA e RCA. Recov_Sheet (folhas 

da área de recuperação); Nat_Root (raiz da área nativa); Nat_Sheet (folhas da área 

nativa); Recov_Root (raiz da área de recuperação) 

 

Composição da comunidade de fungos endofíticos 

A análise revelou a diversidade de fungos endofíticos encontrada nas 10 

amostras de raiz. Foram encontradas 116 OTUs nas amostras da NVA e 153 OTUs 

nas amostras da RCA. As OTUs mais representativas presentes nas amostras de raiz 

da NVA foram Penicillium, Trichoderma, Fusarium e Cladosporium. Penicillium foi 

o gênero dominante entre as amostras de raiz da área nativa, apresentando uma 

abundância relativa (AR) de 20,3% e uma AR de 8,9% nas raízes da RCA. 

Trichoderma também apresentou uma alta AR nas raízes da NVA, com 11,6% das 

sequencias e somente 0,7% das sequencias na RCA. O gênero Fusarium apresentou 

homogeneidade entre as amostras, com AR de 4,1% tanto na NVA quanto na RCA. 

O mesmo perfil foi observado no gênero Cladosporium, cuja AR foi de 1,8% e 1,9% 

em NVA e RCA, respectivamente. Phomopsis mostrou uma representatividade 

superior nas amostras de raiz da RCA com AR de 3,1% e de somente 0,1% na NVA. 
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O gênero Aspergillus mostrou uma AR de 0,9% e 1,2% na NVA e RCA, 

respectivamente.  

A microbiota do tecido foliar da planta hospedeira também foi explorada. 

Foram encontradas 115 OTUs nas amostras de folhas da NVA e 131 OTUs das 

amostras do mesmo tecido da RCA. Entre as OTUs, os gêneros mais representativos 

foram Trichoderma, Penicillium, Aureobasidium, Fusarium, Cladosporium, Phoma, 

Mycosphaerella e Leptospererulina. Os gêneros Penicillium (11,9% e 9,7%) e 

Trichoderma (10,5% e 12,2%) foram predominantes entre as amostras de folhas da 

área nativa e de recuperação respectivamente (Fig. 5).  

 

Fig. 5: Abundância Relativa (AR) dos gêneros de fungos endofíticos mais 

representativos associados à raízes e folhas de A. grazielae coletados nas áreas nativa 

e de recuperação. Fungos endofíticos com AR < 1% entre todas as amostras foram 

agrupados com “outros”. 

 

 

Como pode ser observado na Figura 5, Fusarium (2,3 % e 2,2%), 

Aereobasidium (5,0% e 4,7%), Leptosphaerulina (1,0% e 1,3%) e Mycosphaerella 

(2,7% e 1,7%) mostraram uma composição muito similar em relação à AR das áreas 

nativa e de recuperação. Phoma (3,2%) e Cladosporium (2,9%) apresentaram a maior 

AR entre as amostras de folhas da RCA (Fig. 5). 
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Os demais gêneros com AR inferior a 1% nas raízes e folhas das duas áreas 

avaliadas estão nomeados na Figura 5 como “outros”, e descritos na Tabela 3.  

Tabela 3. Abundância Relativa (AR) dos gêneros de fungos associados com as 

raízes e folhas da NVA e RCA de A. grazielae (os táxons representados pelas 

respectivas sequencias relativas com ocorrência < 1%)  

  Gêneros Dominante (%) (<1.0) 

Gênero Folhas Raízes 

  Nativa Recuperação Nativa Recuperação 

Bartalinia 0.04 0.28 0.00 0.00 

Khuskia 0.36 0.08 0.00 0.00 

Trichoderma  * * * 0.70 

Aereobasidium * * 0.50 0.20 

Phoma * * 0.70 0.80 

Mycosphaerella * * 0.08 0.00 

Leptosphaerulina * * 0.46 0.46 

Phomopsis  0.86 0.60 0.10 * 

Aspergillus 0.66 0.42 0.88 * 

Physconia 0.16 0.20 0.00 0.00 

Nigrospora 0.06 0.12 0.08 0.02 

Tritirachium 0.06 0.02 0.00 0.00 

Preussia 0.20 0.00 0.00 0.00 

Arthrobotrys  0.08 0.12 0.28 0.06 

Caratobasidium 0.00 0.00 0.90 0.00 

Gibberella 0.04 0.10 0.00 0.00 

Neonectria  0.08 0.10 0.00 0.00 

Dorotomyces  0.08 0.08 0.00 0.00 

Podospora  0.02 0.08 0.00 0.00 

Cochiliobolus 0.10 0.02 0.10 0.04 

Paraconiothyrium 0.10 0.08 0.10 0.12 

Phaeosphaeria 0.10 0.04 0.04 0.40 

Oudemansiella 0.32 0.00 0.00 0.00 

Acaromyces 0.16 0.06 0.00 0.00 

Cryptococcus 0.12 0.14 0.16 0.08 

Panaeolus 0.02 0.16 0.00 0.00 

Lacazia 0.00 0.00 0.08 0.04 

Monographella 0.00 0.00 0.10 0.02 

Pichia 0.00 0.00 0.06 0.04 

Cercospora 0.00 0.00 0.10 0.00 

Actinomucor 0.08 0.08 0.14 0.30 

Stereocaulon 0.64 0.16 0.00 0.00 

Bipolaris 0.00 0.00 0.50 0.40 

Hypocrea  0.14 0.14 0.12 0.00 
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Acremonium 0.20 0.10 0.20 0.10 

Candida 0.06 0.14 0.12 0.18 

Lecanicillium 0.12 0.14 0.14 0.14 

Pestalotiopsis  0.98 0.08 0.00 0.08 

Chaeteomium 0.16 0.20 0.80 0.50 

Rhizopus 0.16 0.16 0.3 0.50 

Diaporthe 0.02 0.08 0.00 0.90 

Scytalidium  0.18 0.26 0.44 0.12 

Curvularia  1.18 0.14 0.2 0.0 

Eurotium 0.56 0.54 0.9 0.9 

Xanthoria 0.94 0.60 0.00 0.00 

Toxicocladosporium 1.34 0.12 0.00 0.00 

Passalora 1.18 1.12 0.00 0.00 

Rhodotoruia 0.00 0.00 0.10 0.08 

Bartalinia 0.04 0.28 0.00 0.00 

Khuskia 0.36 0.08 0.00 0.00 

Total 11,56 6,76 8,7 7,2 

*Fungos com ocorrência maior do que 1%. 

 

Composição das comunidades de fungos nas raízes e folhas de A. grazielae 

Foi realizada a Análise da Coordenada Principal (PCoA) baseada na matriz 

de β-diversidade de Bray-Curtis. Os resultados foram comparados com todas as 

amostras com o intuito de se detectar o grau de similaridade na composição da 

microbiota da NVA e da RCA de todas as cinco réplicas biológicas de cada amostra 

de PCoA (Fig. 6). A análise da β-diversidade mostrou que a estrutura total da RCA 

e NVA não diferiu entre os grupos (ANOSIM p>0.05; Fig. 6). A composição da 

microbiota presente na RCA não foi diferente o suficiente para agrupar as amostras 

das áreas avaliadas. No entanto, houve um efeito significativo do tipo de amostra 

(raiz vs folha) na composição total da comunidade de fungos (p <0.002; Fig. 6).  



39 
 

 

Fig. 6: Análise da Coordenada Principal (PCoA) baseada na matriz de β-diversidade 

de Bray-Curtis, descrevendo a estrutura da comunidade fúngica associada às raízes e 

folhas de A. grazielae em RCA e NVA. As comunidades endofíticas de cada área e 

de cada órgão de planta são indicadas por cores diferentes: círculos vermelhos = 

raízes da área nativa; triângulos verdes = raízes das áreas de recuperação; quadrados 

azuis = folhas das áreas nativas e triângulos laranja = folhas de área de recuperação. 

 

 

Composição da comunidade endofítica de raízes e folhas de amostras A. grazielae 

coletadas na NVA e na RCA 

A abundância relativa (AR) de todas as comunidades endofíticas de todas as 

amostras da NVA e RCA, só foram atribuídas para aquelas que apresentaram uma 

variação minimamente significativa (p<0.05) (Fig. 7). A análise das amostras de raiz 

das duas áreas estudadas mostrou uma variação significativa na incidência do filo 

Ascomycota, o qual apresentou uma AR de 73% na NVA e de 33,5% na RCA (Fig. 

7). Diferenças significativas também foram observadas na família Wallemiaceae do 

filo Basidiomycota originário da NVA e da família Amphisphaeriaceae do filo 

Ascomycota procenente da RCA (Fig. 7). 
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Fig. 7: Abundância Relativa (AR) das comunidades de fungos de amostras de raiz. 

As barras pretas representam a NVA e as barras brancas representam a RCA (p<0.05 

foi considerado significativo. 

  

 

 Duas espécies apresentaram diferenças significativas entre as amostras de 

raízes (p<0.05). Wallemia sp F53 foi encontrada somente na NVA, enquanto 

Fungal_sp_shylm30 foi significativamente maior nas amostras da RCA. 

Hipocrea britdaniae e Stemphylium solani foram as únicas espécies que 

apresentaram diferenças entre as amostras de folhas (p≤0,05), encontradas somente 

na RCA. 

 

Discussão 

Até o momento, somente 13 espécies vegetais da região do Pantanal tiveram 

suas comunidades de fungos endofíticos investigadas (Galvão et al. 2014; Gos et al. 

2017; Parpinelli et al. 2017; Pietro-Souza et al. 2017; Noriler et al. 2018; Savi et al. 

2018). Neste trabalho foi descrita, pela primeira vez, a diversidade das comunidades 

de fungos endofíticos de raízes e folhas de A. grazielae, considerando estudos 

envolvendo o Pantanal. 
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Os resultados mostrados neste trabalho estão de acordo com o padrão geral, 

que tem mostrado que a diversidade das comunidades endofíticas das raízes é maior 

do que dos tecidos foliares (Peay et al. 2016). Além disso, também foi observado que 

tanto as amostras da RCA proveniente das atividades de mineração como as da NVA 

apresentam associações robustas e específicas. Tais resultados sugerem a 

importância da conservação das NVAs no Pantanal para os metazoários (Junk et al. 

2006; Alho 2008; Roque et al. 2016) e para as comunidades de fungos endofíticos. 

 

Comunidades de fungos endofíticos de raízes e folhas 

Os tecidos vegetais abrigam diferentes comunidades de fungos endofíticos 

nas regiões tropicais (Correia et al. 2017). Embora o número da taxa varie 

grandemente entre as diferentes espécies vegetais, alguns autores estimam que deve 

existir uma média de 30 fungos endofíticos por planta (Strobel and Daisy 2003; Tan 

and Zou 2001; Nisa et al. 2015). Em geral, os sistemas radiculares apresentam mais 

espécies associadas do as folhas e são dominados por diferentes espécies de fungos.  

Como esperado, foram detectadas as maiores OTUs nas raízes de A. grazielae 

(980,160 leituras) do que nas folhas (228,118 leituras). Uma provável explicação 

para este padrão é que os fungos associados às raízes são mais oportunistas; 

adicionalmente, várias espécies de fungos de solo também colonizam raízes de 

plantas (Akinsanya et al. 2015).  

Foram identificadas 4.611 OTUs distintas das amostras de raízes e folhas nas 

duas áreas avaliadas, com 97% de similaridade. As OTUs foram distribuídas em 4 

filos, incluindo Ascomycota, que foi mais comum nas amostras de raiz (53,3%) e nas 

amostras de folhas (63,3%). A dominância deste filo em muitas espécies vegetais 

parece ser uma característica geral da microbiota endofítica associada a plantas de 
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regiões tropicais (Gazis e Chaverri 2010; Barnes et al. 2016; Kivlin e Hawkes 2016; 

Khan et al. 2017; Zhao et al. 2018). Por outro lado, a despeito da baixa frequência, 

OTUs dos filos de Zygomycota senso lato e Basidiomycota também foram 

encontrados nas amostras de A. grazielae de ambas as áreas. Wehner e colaboradores 

(2014) investigaram a comunidade de fungos associada às raízes de espécies da 

família Asteraceae e observaram que 18,3% das sequencias estavam relacionadas ao 

filo Basidiomycota e 7,2% ao filo Glomeromycota. A relação entre a dominância de 

fungos e a espécie vegetal parece variar entre grupos taxonômicos, área de estudo e 

escala especial. Entretanto, são necessárias maiores informações para qualquer 

generalização acerca dos fatores que determinam a dominância nestas comunidades. 

 

Comunidades endofíticas das áreas nativa e em recuperação 

A organização da micobiota na rizosfera é governada por fatores bióticos e 

abióticos (Lu et al. 2016; Tisthammer et al. 2016). Muitos estudos mostram que o 

solo tem grande influência na estruturação das comunidades de bactérias, fungos e 

micorrizas na rizosfera (Andrew et al. 2012; İnceoğlu et al. 2012). Características 

físico-químicas complexas do solo afetam a fisiologia vegetal, o padrão de exudação, 

os quais por sua vez, influenciam a composição da microbiota da rizosfera (Philippot 

et al. 2013; Aguilar-Trigueros and Rillig 2016; Peay et al. 2016).  

Foi observado neste trabalho, que a dominância do filo Ascomycota nas raízes 

foi maior na NVA do que na RCA. Esta diferença na AR entre as duas áreas pode ser 

melhor entendida se considerarmos a organização da microbiota como resultante de 

uma hierarquia de eventos. O solo pode ser considerado um banco de sementes com 

suas propriedades físico-químicas e seus processos biogeográficos. Então a 

localização e as condições nas quais a planta cresce e são expostas, determina a biota 
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nativa de suas raízes. Espécies vegetais e seus genótipos determinam quais membros 

da reserva de microrganismos podem crescer e prosperar na rizosfera (Cox et al. 

2010; Baldrian et al. 2012; Fujimura & Egger 2012).  

As modificações antropogênicas causadas pelo extrativismo mineral podem 

ter contribuído para a mudança na composição das comunidades endofíticas das 

raízes entre as duas áreas, levando a uma seleção de gêneros que são melhor 

adaptados aos perfis específicos de cada solo. O gênero Phomopsis mostrou uma AR 

maior que 1% somente nas raízes da RCA, enquanto o gênero Trichoderma 

apresentou a menor AR nesta área em comparação com a NVA. 

A variabilidade da composição das comunidades endofíticas de amostras de 

habitat limítrofes pode estar associada com as circunstâncias históricas das 

comunidades locais a partir de grupos regionais (Peay et al. 2016). Quando um 

recurso se torna disponível em um novo local, os primeiros táxons que colonizarem 

este local terão fortes vantagens competitivas, podendo excluir concorrentes tardios. 

Análises da RCA deste estudo focalizaram em áreas de recuperação onde a re-

vegetação foi feita com plântulas de A. grazielae há dez anos atrás, em um solo 

previamente revolvido, do qual foi extraído minérios de ferro e manganês pela 

companhia mineradora. Provavelmente, havia maior disponibilidade de espécies de 

outros filos de fungos, melhor adaptados às novas condições abióticas, que foram 

selecionados pela planta hospedeira. Além disso, ao analisar a estrutura da 

comunidade de fungos endofíticos entre indivíduos de A. grazielae, observamos que 

houve maior AR entre amostras de folhas e raízes da RCA, com poucas OTUs 

compartilhadas entre as duas áreas. Em contraste com as comunidades endofíticas da 

NVA, onde os hospedeiros foram rapidamente estabilizados, os processos 

antropogênicos da mineração podem ter favorecido a colonização de novos 
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endófitos. 

A abundância relativa dos gêneros de endofíticos nas folhas de A. grazielae 

em ambas as áreas não sofreu mudanças significativas. Entretanto, quando se analisa 

a AR dos gêneros presentes na raiz das duas áreas, observa-se uma mudança no perfil. 

Nas raízes da NVA, os gêneros Trichoderma e Penicillium são predominantes, 

seguidos por Fusarium. Nas raízes das plantas da RCA, os gêneros Penicillium, 

Fusarium, Phomopsis e outros não identificados são prevalentes. As diferenças na 

abundância relativa dos gêneros reforçam a ideia de que muitas espécies que vivem 

no solo podem colonizar plantas, resultando em notáveis diferenças. 

 

Implicações dos resultados deste estudo no manejo e conservação 

Este trabalho mostrou a alta diversidade da comunidade endofítica na RCA. 

Isto se deve, provavelmente, a um conjunto de fatores, tais como, alta resiliência dos 

fungos endofíticos à distúrbios ambientais, dinâmica entre fonte e propagação, maior 

disponibilidade de propágulos de fungos endofíticos presentes no solo como 

resultado do reflorestamento, a ausência de competição com outros hospedeiros 

(Terhonen et al. 2019).  

Ao analisar a estrutura da comunidade de endofíticos de raízes da RCA de A. 

grazielae, detectou-se a formação de outras associações, sugerindo que muitas delas 

podem ser transientes no processo de adaptação. Esses resultados podem ser 

considerados como um “instantâneo” na linha do tempo das comunidades de fungos 

endofíticos das amostras de A. grazielae na RCA.  

A. grazielae foi escolhida como a espécie ideal para reflorestamento após 

vários testes com outras espécies nativas. A. grazileae foi a única apta a crescer em 

solo recém revolvido após extração de ferro pela companhia de mineração 
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(Damasceno Júnior, informação pessoal). Curiosamente, o gênero Trichoderma está 

praticamente ausente nas raízes das amostras de A. grazielae da RCA, sendo 

eventualmente substituído por Fusarium e Phomopsis e outros não identificados. 

Estas mudanças ocasionais na estrutura da comunidade endofítica das raízes pode 

estar associada com as condições ambientais mencionadas previamente. 

Na NVA existe um processo evolutivo antigo e complexo, envolvendo 

associações multitróficas. Deve ser o caso, por exemplo, da presença exclusiva do 

gênero Wallemia nesta área. Este gênero pertence à ordem Wallemiales 

(Wallemiomycotina, Basidiomycota), à qual pertencem as espécies mais 

xerotolerantes, xerofílicas e halofílicas conhecidas no mundo (Zajc & Gunde-

Cimerman 2018). 

Hipocrea britdaniae é uma espécie rara, descrita pela primeira vez na Europa, 

por Jaklitsch & Voglmayr (2012). No Brasil, esta espécie ainda não havia sido citada. 

Qin & Zhuang (2016) descreveram 4 novas espécies de Trichoderma na China 

Central, entre elas, Trichoderma pseudobritdaniae foi considerada ser muito 

semelhante à Trichoderma britdaniae. 

A espécie Stemphylium solani (Weber) pode causar doenças foliares e foi 

descrita pela primeira vez em amostras de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.)  

coletadas na Flórida, EUA (Weber 1930). Pode ocorrer em todas as regiões onde o 

tomate é cultivado, afetando diferentes estágios de desenvolvimento. Outras espécies 

do gênero Stemphylium podem causar doenças em várias culturas agrícolas, tais 

como pera, mamão, algodão, alho, pimenta, alface e beringela (Farr & Rossman 

2017). Observou-se uma redução significativa no filo Ascomycota na RCA revelando 

o grande impacto causado pelas atividades antropogênicas nesta comunidade 

endofítica.  
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A abordagem pioneira deste trabalho a esse sistema complexo e único é uma 

etapa para o reconhecimento da importância da preservação das áreas nativas do 

Pantanal. A região possui uma fonte substancial de comunidades endofíticas 

radiculares, que podem ser fundamentais para o sucesso de iniciativas de restauração 

de áreas antropizadas. 
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Gênero Chaeteomium sp. isolado das raizes de Aspilia grazielae 
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Biorremediação de Metais (Fe+2) e (Mn+2) por fungos endofíticos 

dos gêneros Aspergillus spp e Penicillium spp isolados de Aspilia 

grazielae (Santos) 

Resumo 

O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de minérios. Metais pesados são 

constituintes naturais do ambiente, mas o uso indiscriminado tem alterado seus ciclos 

bioquímicos e geoquímicos. Apesar de gerar riqueza e crescimento econômico, está 

entre as atividades antrópicas que mais causam impactos ambientais negativos. É 

necessário reduzir a contaminação de metais de áreas degradadas, com tecnologias 

mais baratas e que causem menores impactos colaterais ao ambiente. A 

biorremediação é uma técnica que visa descontaminar solo e água por meio da 

utilização de organismos vivos, como microrganismos e plantas. As associações 

entre plantas e microrganismos têm recebido especial atenção devido ao potencial 

dos microrganismos em bioacumularem metais em ambientes poluídos. A espécie 

Aspilia grazielae (Santos L.)  é endêmica da região das Morrarias do Urucum, em 

Corumbá, MS. Esta espécie é capaz de germinar e crescer em habitat com altas 

concentrações de ferro e manganês. Com isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a 

capacidade de biorremediação de Fe+2 e Mn+2 por fungos endofíticos dos gêneros 

Aspergillus spp e Penicillium spp isolados de A. grazielae. Foram coletadas amostras 

do material vegetal (folhas e raízes) de A. grazielae, em duas áreas distintas (mata 

nativa e de recuperação) na Morraria do Urucum.  Os fungos endofíticos foram 

agrupados em morfotipos por características micromorfológicas (estruturas de 

reprodução) e macromorfológicas (e.g. cor, estrutura da colônia e velocidade de 

crescimento). Os espécimes foram submetidos a um teste de resistência nas 

concentrações 300mg/L e 1000 mg/L de ferro, as mesmas concentrações de 

manganês e ferro/manganês combinados. Em seguida, os isolados com os melhores 

resultados foram selecionados para o teste de biorremediação em meio de cultura 

líquido contendo 10 mg/L Fe+2 e Mn+2. Na área nativa foram encontrados 29 e 32 

morfotipos dos gêneros Aspergillus spp e Penicillium spp, respectivamente. Já na 

área de recuperação foram encontrados 38 e 8 morfotipos do gênero Aspergillus spp 

e Penicillium spp, respectivamente, mostrando que houve um declínio da 

biodiversidade destes gêneros na área degradada. No teste de resistência, os isolados 

de Penicillium spp que apresentaram melhores resultados no tratamento com Fe+2 

foram BR4, DF9B, CR1, BR10 provenientes da área nativa e PR5 e RR3(1) 

provenientes da área de recuperação. Os isolados de Aspergillus spp: EF13, DF11 

provenientes da área nativa e LF12, TR3(1) e PR2 provenientes da área de 

recuperação foram os mais resistentes ao ferro. O tratamento com Mn+2 não causou 

toxicidade e ainda estimulou o crescimento dos isolados OR3 e BR10. Com os metais 

combinados, verificou-se que os melhores resultados foram dos isolados RR3(1), 

CR1, LF12, EF13 e PR2, que foram selecionados para o teste de biorremediação. Os 

isolados CR1 e RR3(1) apresentaram os melhores resultados de crescimento em meio 

líquido na presença de metais, superando os controles, e também foram os mais 
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eficientes na absorção dos metais presentes no meio de cultura indicando que estes 

apresentam um alto potencial para biorremediação. 

 

Palavras-chave: Aspilia grazielae; microrganismos endofíticos; remoção de metais 
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Abstract  

Brazil is one of the world's largest ore producers. Heavy metals are natural 

constituents of the environment, but indiscriminate use has altered their biochemical 

and geochemical cycles. Despite generating wealth and economic growth, it is among 

the human activities that most cause negative environmental impacts. It is necessary 

to reduce the contamination of metals from degraded areas, with cheaper 

technologies that cause lesser collateral impacts to the environment. Bioremediation 

is a technique that aims to decontaminate soil and water through the use of living 

organisms, such as microorganisms and plants. The associations between plants and 

microorganisms have received special attention due to the potential of 

microorganisms to bioaccumulate metals in polluted environments. The species 

Aspilia grazielae (Santos L.) is endemic to the region of Morrarias do Urucum, in 

Corumbá, MS. This species is capable of germinating and growing in a habitat with 

high concentrations of iron and manganese. Thus, the objective of this work was to 

evaluate the bioremediation capacity of Fe+2 and Mn+2 by endophytic fungi of the 

genera Aspergillus spp and Penicillium spp isolated from A. grazielae.  Samples of 

plant material (leaves and roots) of A. grazielae were collected in two different areas 

(native and recovery forest) in Morraria do Urucum. Endophytic fungi were grouped 

into morphotypes by micromorphological (reproductive structures) and 

macromorphological (e.g. color, colony structure and growth rate) characteristics. 

The specimens were subjected to a resistance test at concentrations of 300mg / L and 

1000mg / L of iron, the same concentrations of manganese and iron / manganese 

combined. Then, the isolates with the best results were selected for the 

bioremediation test in liquid culture medium containing 10 mg/L of Fe+2 and Mn+2. 

In native area, it was found 29 and 32 morphotypes of genus Aspergillus spp and 

Penicillium spp, respectively. In the recovery area, it was found 38 and 8 

morphotypes of the genus Aspergillus spp and Penicillium spp, respectively, showing 

that there was a decline in the biodiversity of these genera in the degraded area. In 

the resistance test, the isolates of Penicillium spp that showed better results in the 

treatment with Fe+ 2 were BR4, DF9B, CR1, BR10 from the native area and PR5 and 

RR3 (1) from the recovery area. The isolates of Aspergillus spp: EF13, DF11 from 

the native area and LF12, TR3 (1) and PR2 from the recovery area were the most 

resistant to iron. Treatment with Mn+ 2 did not cause toxicity and also stimulated the 

growth of isolates OR3 and BR10. With the combined metals, it was found that the 

best results were from isolates RR3 (1), CR1, LF12, EF13 and PR2, which were 

selected for the bioremediation test. The isolates CR1 and RR3 (1) showed the best 

results of growth in liquid medium in the presence of metals, surpassing the controls, 

and were also the most efficient in the absorption of metals present in the culture 

medium, indicating that they have a high potential for bioremediation. 

 

Keywords: Aspilia grazielae; endophytic microorganisms; metal removal 

 

 



51 
 

Introdução 

Mineração no Brasil 

A exploração mineral em Mato Grosso do Sul ganhou relevância na segunda 

metade da década de 90, quando a empresa, então denominada Companhia Vale do 

Rio Doce, se tornou a única proprietária da Urucum Mineração S/A Lamoso (2015). 

As jazidas sul-mato-grossenses estão situadas nos municípios de Corumbá e Ladário, 

próximas à linha internacional da fronteira Brasil-Bolívia, compondo a formação da 

serra do Rabicho, Morro Grande, Serra de Santa Cruz, Morro de Tromba dos 

Macacos, Serra do Jacadigo e do Morro do Urucum. Na topografia da planície do rio 

Paraguai, destacam-se essas formações, que são popularmente conhecidas como 

“Morraria do Urucum” Lamoso (2001).  

 

Ferro e Manganês 

O minério de ferro representa uma importante parcela da economia mundial e 

nacional, principalmente como matéria-prima para o aço, que é largamente utilizado 

em diversos setores (Gomes 2013), e produção de muitos itens, entre os quais se 

destacam automóveis, máquinas e equipamentos. Mato Grosso do Sul, ocupa o 

terceiro lugar na produção destes minérios e sua jazida está localizada nos municípios 

de Corumbá e Ladário na região do Pantanal Sul-Mato-Grossense, na fronteira com 

a Bolívia. 

A presença de ferro no solo em altas concentrações também pode formar placas 

de ferro nas raízes das plantas, formando uma barreira contra o próprio ferro 

(Snowden & Wheeler 1995; Tripathi et al. 2014), mas também inibe a absorção de 

outros nutrientes ao danificar a epiderme das raízes (Jorgenson et al. 2013). A sua 

deposição afeta direta ou indiretamente as plantas, bloqueando os estômatos e 
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diminuindo a área fotossintética (Naidoo & Chirkoot 2004). Assim, os mecanismos 

de absorção e translocação também são afetados diretamente.  

O minério de manganês é um recurso natural importante na produção de 

ferroligas e aço (Costa & Figueiredo 2001). Como constituinte do solo, ocorre em 

compostos de manganês, combinados com outros elementos como oxigênio, enxofre, 

carbono, silício e cloro (Pinsino et al. 2012). As principais fontes antropogênicas 

deste metal estão relacionadas as descargas municipias de águas residuais, lodo de 

esgoto, na mineração e na emissão de aditivos para combustão (Howe; Malcolm; 

Dobson, 2005). 

Os níveis de manganês nas plantas podem variar entre 5 e 1500 mg kg-1 na 

matéria seca, dependendo da espécie e da parte a ser analisada. Os valores 

considerados adequados para um crescimento e desenvolvimento normal estão entre 

20 e 500 mg kg-1, sendo que abaixo disso podem causar deficiência e acima, toxidade 

(Dechen & Nachtigall 2006; Marschner, 2012). O manganês está altamente 

correlacionado com processos fisiológicos que melhoram a resistência das plantas a 

doenças porque participa da composição de várias enzimas como ativador ou cofator 

(Zanão Júnior et al. 2019). No entanto, altos níveis de Mn podem causar toxicidade 

às plantas (Santos et al. 2017), apresentando danos como necrose e encarquilhamento 

nas ponta e bordas das folhas, perda de coloração verde e redução do crescimento 

Rufino (2006). De acordo com Santos et al. (2017), a toxicidade do Mn diminui a 

taxa fotossintética, reduzido o crescimento vegetal. Xue et al. (2004) relataram 

sintomas de toxidez quando a concentração de Mn estava acima de 8000 µmol L-1. 

Em algumas variedades de gramíneas forrageiras são observados sintomas de toxidez 

na faixa entre 60 e 217 mg.dm-3 Nardis (2012).  
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Recuperação de áreas degradadas 

Apesar de gerar riqueza e crescimento econômico, a indústria extrativa mineral 

está entre as atividades antrópicas que mais causam impactos socioeconômicos e 

ambientais negativos, nos locais onde se realiza a mineração (Araujo et al. 2014; 

Pereira et al. 2017). 

A recuperação de uma área consite no processo de reparação dos recursos nos 

locais perturbados, restabelecendo algumas funções no solo, dentre elas a ciclagem 

de nutrientes, aumento de diversidade e das espécies naturais da região bem como 

das atividades biológicas (Quintela-Sabarís et al. 2019). A mineração implica na 

supressão da vegetação e na qualidade da água, que acaba contaminada por 

substâncias carreadas nos efluentes das áreas de mineração, podendo atingir as águas 

subterrâneas (Mechi; Sanches, 2010). A contaminação da água é uma das mais 

preocupantes por ser um insumo indispensável não só aos organismos vivos, mas 

também à produção e ao desenvolvimento social e econômico (Melo, 2016; Santos, 

Cezar, Bonadio, 2016).  

Quando se trata de contaminação por metais em áreas degradas, alguns dos 

processos de remoção podem apresentar um custo final elevado e/ou causar a 

liberação de novos contaminantes.  Assim surge necessidade de buscar novas 

tecnologias para a remoção destes metais, mais baratas e que causem menores 

impactos colaterais ao ambiente (Lemos & Santos 2007; Zaghloul & Saber 2019).  

 

Fitorremediação 

Muitos estudos foram e ainda são desenvolvidos na busca do controle da 

contaminação por metais em áreas de extração de minerais. Uma delas é a 

biorremediação que, segundo Pires et al. (2003), é a técnica que visa descontaminar 
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solo e água por meio da utilização de organismos vivos, como microrganismos e 

plantas. 

Dentro da biorremediação insere-se a fitorremediação, que, segundo Accioly 

& Siqueira (2000), envolve o emprego de plantas, sua microbiota associada e de 

amenizantes (corretivos, fertilizantes, matéria orgânica etc.) do solo, além de práticas 

agronômicas que, se aplicadas em conjunto, removem, imobilizam ou tornam os 

contaminantes inofensivos ao ecossistema. 

Nos últimos anos, o uso de plantas e seus microrganismos para 

descontaminação de solo e água tornou-se uma ferramenta importante nos processos 

de remoção de uma quantidade enorme de poluentes orgânicos e inorgânicos como 

sais, metais, pesticidas e hidrocarbonetos de petróleo, e às vezes, vários deles 

simultaneamente (Pio et al. 2013; Bisht et al. 2015).  

 

Biorremediação por microrganismos endofíticos 

As associações entre microrganismos e plantas são extremamente comuns na 

natureza. Segundo Chapla et al. (2013) endofíticos são quaisquer microrganismos 

que residem no interior de plantas, na região definida como endosfera, de modo geral, 

e em suas partes aéreas como caules e folhas, sem causar, aparentemente, qualquer 

dano aos seus hospedeiros. Sendo assim, é estabelecida uma relação simbiótica entre 

a planta e o microrganismo. A planta hospedeira abriga e fornece nutrientes para o 

desenvolvimento do simbionte, que por sua vez ajuda na proteção contra herbívoros 

e patógenos da planta; bem como na sua adaptação aos fatores bióticos e abióticos 

(Linnakoski et al. 2011). 

As associações entre plantas e microrganismos metatolerantes tem recebido 

especial atenção devido ao potencial dos microrganismos em bioacumularem metais 



55 
 

em ambientes poluídos, bem como seus efeitos sobre a mobilização/imobilização de 

metais. Por consequência, esta associação aumenta a absorção de metais e o 

crescimento das plantas, sendo que o uso sinérgico de plantas e microrganismos é 

favorável para a descontaminação de solos metálicos (Jingy et al. 2007; Glick 2010; 

Ma 2011; Igiri et al. 2018). Os microrganismos podem ser encontrados no próprio 

ambiente impactado, sendo, na maioria das vezes, os responsáveis pelo 

desaparecimento dos contaminantes (Oliveira & França 2005; Soares et al. 2011).  

Mesmo que o microrganismo não tenha capacidade de tolerar o metal pesado, 

sua relação com a espécie vegetal permite à planta bioacumuladora/tolerante 

melhorar seu desenvolvimento no ambiente contaminado (Ojuederie & Babalola 

2017). 

A remoção dos metais pode ser feita por atividade metabólica ou por 

mecanismos físicos-químicos. A biossorção é um processo que ocorre, quando os 

metais se acumulam na superfície celular, sem haver gasto energético e a 

bioacumulação ocorre, quando há atividade metabólica do microorganismo para 

acumular os metais (Blumer 2002; Zabochnicka-Światek et al. 2014; Igiri et al. 

2018). 

O uso de fungos filamentosos tem se destacado em relação aos outros 

microrganismos na remoção de metais do ambiente, pois eles apresentam maior 

resistência a metais tóxicos, o que proporciona seu crescimento e desenvolvimento 

em meios que contenham altas concentrações desses poluentes (Collins 1992; 

Oladipo et al. 2018). 
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Espécie Aspilia grazielae (Santos) (Asteraceae) 

A Familia Asteraceae possui distribuição cosmopolita, sendo a maior família 

das Eudicotiledôneas, com aproximadamente 1600 gêneros e 23 mil espécies, sendo 

300 gêneros e 2 mil espécies ocorrentes no Brasil. São particularmente comuns em 

formações abertas do Brasil, onde se destacam espécies de Calea e Aspilia (Souza e 

Lorenzi 2008).  

A espécie Aspilia grazielae Santos é endêmica das Morrarias do Urucum, 

Corumbá, MS. Esta região é considerada uma grande jazida de ferro e manganês. Foi 

observado que embora esta espécie tenha ocorrência esparsa nas áreas de mata 

preservadas, ela consegue germinar em condições consideradas altamente 

estressantes para a maioria das espécies vegetais (Santos 1987). 

Logo após a extração do ferro e do manganês, as empresas mineradoras 

devolvem a camada de solo que foi retirada ao mesmo local. No entanto, a 

concentração destes metais nestas áreas ainda é muito alta.  

A. grazielae é uma das poucas espécies capazes de germinar e crescer nestas 

condições, o que nos leva a acreditar que existem mecanismos de adaptação ou 

evitação às altas concentrações de ferro e manganês. Plantas com essas habilidades 

são hiperacumuladoras e altamente especializadas em acumular ou tolerar altíssimas 

concentrações de metais (Raskin et al. 1994). No entanto, não encontramos 

informações desta natureza na literatura para a espécie A. grazielae. Os estudos sobre 

esta espécie estão limitados apenas a listas de verificação e  ao seu endemismo (Pott 

et al. 2000; Santos 2001; Farinaccio et al. 2018). Além disso, A.grazielae já foi 

incluída no livro vermelho de espécies de plantas em risco de extinção (Brasil 2014; 

Roque et al. 2018). No entanto, esta espécie tem sido utilizada pela Vale S.A. na 
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recuperação de áreas degradadas, pois suporta solos com altas concentrações de 

metais. 

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar tolerância e a 

capacidade de biorremediação de Fe+2 e Mn+2 de cepas de fungos endofíticos dos 

gêneros Aspergillus e Penicillium isolados de folhas e raízes de A. grazielae (Santos 

L.) coletadas de duas áreas distintas no Morro do Urucum (Corumbá – MS): uma 

área nativa, não desmatada, e uma área de recuperação.  

 

Material e Métodos 

Local e processamento da coleta 

As coletas foram realizadas nos meses de outubro de 2015 e março de 2016, na 

morraria do Maciço do Urucum, município de Corumbá-MS (19° 00’ 33” S 57º 39' 

12" W). O Maciço do Urucum, juntamente com os morros calcários de Corumbá, é 

uma das formações de morros residuais situadas ao longo da fronteira com a Bolívia, 

a oeste do rio Paraguai com altitude máxima de 1.060 m, constituindo o ponto mais 

alto do Mato Grosso do Sul (MS), com uma área de 1.311 km2 (Silva et al. 2000).   

A vegetação presente no Maciço do Urucum varia desde floresta estacional 

semidecídua (a cerca de 100 m de altitude) a campo de altitude (topo dos morros na 

cota de 1000 m de altitude), além de floresta estacional decidual nas áreas calcárias 

(Tomas et al. 2010), matas ciliares inundáveis do rio Paraguai, matas inundáveis 

associadas às baías Negra e do Arroz e as formações de vegetação aquática 

(Bortolotto et al. 1999; Pott et al. 2000). 

Foram coletados 20 indivíduos de A. graziela, separados em folhas e raízes, 

totalizando 40 amostras de duas áreas distintas (mata nativa e de recuperação) 

(Figuras 01a e 1b), para cultivo e isolamento das espécies fúngicas endofíticas.  
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A mineradora Vale S.A. utiliza a região do Morro do Urucum para a extração 

de minério de ferro e manganês. As áreas que apresentam suas características 

fitofisionômicas alteradas, devido aos processos de extração de minério, foram 

denominadas de área de recuperação. As áreas de mata nativa, são as regiões que não 

sofreram processos de extrativismo, com isso suas características naturais ainda 

permanecem inalteradas. 

 

Figura 01. Locais das coletas de A. grazielae localizadas na área de recuperação (a) 

e área nativa (b) 

 

O material recém-coletado foi acondicionado em sacos plásticos previamente 

identificados e armazenados em caixas térmicas com gelo e transportados ao 

Laboratório de Bioquímica Geral e de Microrganismos da Universidade Federal de 

Mato Grosso do Sul – UFMS, onde recebeu tratamento adequado para o isolamento 

dos fungos endofíticos. Um exemplar foi depositado no herbário da UFMS com 

número de voucher CGMS 59308. 

 

Isolamento dos fungos endofíticos 

Todo o material utilizado no isolamento foi previamente esterilizado em 

autoclave. O isolamento dos fungos filamentosos endofíticos foi realizado como 

descrito por Petrini (1986) e adaptado por Glienke-Blanco et al. (2002). Folhas e 

raízes foram lavadas com água corrente e em seguida submetidas a submersões 
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consecutivas na seguinte sequência: detergente a 10% por 10 min (v/v), água 

destilada estéril por 3 min, hipoclorito de sódio (NaClO) a 10% (v/v) por 10 min, 

água destilada estéril por 3 min, álcool etílico 70% (v/v) por 3 min, e 3 lavagens 

consecutivas em água destilada estéril.  

Fragmentos de 1 x 1 cm de folhas e de 1,0 cm de raízes foram obtidos com o 

auxílio de bisturi e pinça em placas de vidro, em capela de fluxo laminar. Dez 

fragmentos de folhas e dez fragmentos de raízes foram inoculados, separadamente, 

em placas de Petri previamente preparadas contendo meio Dextrose Agar Batata 

(BDA) (acrescido de tetraciclina (100 μg/mL) para impedir crescimento bacteriano) 

em pH 6,8. Foi preparado um controle, através da inoculação da água estéril utilizada 

na última lavagem do material vegetal em placa de Petri, a fim de certificar a 

inexistência de qualquer outro microrganismo que não seja endofítico (Figura 2). 

As placas foram incubadas durantes 20 dias, com monitoramento de 24 horas 

(temperatura 28°C ± 2°C). Após o surgimento das colônias, foi realizado o 

isolamento e as colônias transferidas para novas placas até obtenção de colônias 

puras. 

 

Figura 02. Isolamento dos fungos endofíticos  
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Agrupamento por morfoespécie 

As colônias obtidas foram agrupadas em morfotipos por características 

micromorfológicas (estruturas de reprodução) por meio da técnica de microcultivo e 

macromorfológicas (e.g. cor, estrutura da colônia e velocidade de crescimento) (Ellis, 

1971; Sutton, 1980; Domsch et al., 1993; Weir et al., 2012). Em seguida, foram 

incubadas em meio BDA, a 28°C e observadas por 7, 14 e 21 dias (Brunelli et al. 

2006). As lâminas foram coradas com lactofenol azul de algodão e visualizadas em 

microscópio óptico. Os caracteres morfológicos, quando possível, foram comparados 

em chaves taxonômicas (Griffin 1993; Watanabe 2002), e posteriormente 

documentadas por fotomicroscópio através do software ImageTool v.3 (Wilcox et al. 

2002). 

Os isolados foram identificados da seguinte forma:  

▪ 1ª letra representa a qual área pertence – Os isolados da Área nativa foram 

identificados com as letras A, B, C, D, E, F, G, H, I e J. Os da área de 

recuperação com as letras K, L, M, N, O, P, Q, R, S e T. 

▪ 2ª letra representa a qual parte da planta representa – Folha = F; Raiz = R.  

▪ Números representam a sequência de fungo encontrada na planta. 

Exemplo: isolado BR11 - foi isolado da área nativa, de raízes e foi o número 

11 na sequência de isolamento. 

▪ Letras após números ou números entre parênteses significam que o isolado 

foi encontrado mais de uma vez.  

Exemplo: AF12A e AF12B ou KR4(1) e KR4(2). 
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Testes de resistência a ferro (Fe+2) e manganês (Mn+2) em meio sólido 

Foram cultivados 20 morfoespécies pertencentes ao gênero Aspergillus e 15 

morfoespécies do gênero Penicillium e avaliados quanto a resistência aos metais, em 

tratamentos com meio de cultura BDA acrescido de diferentes concentrações de 

Ferro e Manganês. Os metais foram adicionados na forma de sais. O ferro na forma 

de FeSO4.7H2O (Fe+2) e o manganês na forma de MnSO4.H2O (Mn+2). As 

concentrações utilizadas foram: 

 

Figura 03. Tratamentos realizados no teste de resistência:  300 mg/L de Ferro; 1000 

mg/L de Ferro; 300 mg/L de Manganês; 1000 mg/L de Manganês; 300 mg/L de Ferro 

+ 300 mg/L de Manganês e 1000 mg/L de Ferro + 1000 mg/L de Manganês. O 

controle foi o Meio BDA na ausência de metais. 

 

Após a inoculação dos fungos, as placas foram mantidas em estufa BOD, a 

28ºC por 4 dias. A cada 24 h, o diâmetro das colônias foi medido, com o auxílio de 

um paquímetro (Neirotii e Azevedo, 1988). Os fungos que apresentaram os melhores 

resultados foram selecionados para os testes de biorremediação em meio de cultura 

líquido. 

 

Teste de biorremediação de ferro (Fe+2) e manganês (Mn+2) em meio de cultura 

líquido 

Foram preparados Erlenmeyers contendo 100 mL de meio de cultura líquido 
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(Batata Dextrose - BD), os quais foram classificados como: Padrão (meio BD + 

metal) utilizado para determinação da concentração inicial dos metais; Branco (meio 

BD + fungo) para determinação do crescimento micelial; Tratamentos (meio BD + 

metal + fungo) para determinação do percentual de remoção de metal (Fig. 05). Nos 

frascos com metal, foram acrescidos de 0,05g de FeSO4.7H2O e 0,03g de 

MnSO4.H2O para se obter a concentração final de 10 mg de Fe e 10 mg de Mn por 

100 mL de meio. 

 

Figura 04. Ilustração do teste de biorremediação 

 

Neste experimento foram utilizados os isolados que apresentaram os melhores 

resultados após o teste em meio sólido (descrito no item 3.4).  

Foi preparada uma suspensão de esporos de cada isolado selecionado, com 

água destilada estéril contendo Tween 80 na proporção de 0,5% (m/v). A 

concentração de esporos de cada suspensão foi determinada por contagem em câmara 

de Neubauer. Posteriormente, 1 mL de cada suspensão contendo 106 esporos foi 

inoculado em cada um dos frascos correspondentes contendo o meio de cultura 

batata-dextrose. 

O experimento foi realizado em triplicata, por um período de oito dias. A cada 
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dois dias, o meio foi filtrado a vácuo para remoção dos micélios da fase aquosa. Este 

procedimento foi repetido para os brancos e padrões. O papel de filtro contendo a 

massa micelial foi acondicionado em placas de Petri e incubados em estufa a 40º C 

para secagem até peso constante, para determinação do peso seco dos micélios 

(adaptado de SILVA 2007).    

As soluções resultantes de meio de cultura foram analisadas por 

espectrofotometria de absorção atômica por chama para determinação da 

concentração dos Fe e Mn no Laboratório de Análises de Água (LAQUA) da 

Faculdade de Engenharia e Geografia (FAENG) da UFMS (adaptado de SILVA 

2007). 

 

Análises estatísticas 

Os dados foram submetidos à análise de variância e ao teste F. As médias foram 

comparadas pelo teste Tukey, comparando o controle entre os tratamentos com nível 

de p<0.05, utilizando o programa Graph Pad Prism 8 na análise dos dados. 

 

Resultados 

Abundância relativa das morfoespécies de Aspergilus e Penicillium 

Tabela 1. Abundância relativa dos espécimes de Aspergillus e Penicillium isoladas 

de Aspilia grazielae na área nativa e de recuperação 

 
 

A Tabela 1 mostra a abundância relativa de espécimes dos gêneros Aspergillus 

Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz Total

Aspergillus sp 1 2 2 1 0 4 2 1 4 1 2 0 2 0 3 0 1 1 1 0 28

Emericela sp 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1

Penicillium sp 4 2 2 6 0 7 4 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 32

Total 5 4 4 7 0 11 6 7 4 1 2 0 2 1 3 0 1 2 1 0 61

Aspergillus sp 2 5 6 0 10 0 0 0 1 0 2 5 1 0 1 2 0 0 0 3 38

Penicillium sp 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 2 0 1 0 2 0 0 0 0 8

Total 2 6 6 0 10 0 0 1 1 1 2 7 1 1 1 4 0 0 0 3 46

Plantas área 

nativa

Plantas área 

Recuperação

1 2 3
Gêneros

Indivíduos A. grazielae

5 6 7 8 9 104
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e Penicillum nas duas áreas estudadas. Foram encontrados 107 espécimes nas duas 

áreas, incluindo Emericella que corresponde à fase sexuada de Aspergillus (Pitt et al, 

2014). Na área nativa foram encontrados 61 morfoespécies, sendo 29 do gênero 

Aspergillus e 32 do gênero Penicillium e na área de recuperação 46 morfoespécies, 

dos quais 38 pertencem ao gênero Aspergillus e 8 ao gênero Penicillium.  

Analisando os resultados obtidos, observamos que o gênero Penicillium 

apresentou uma abundância relativa três vezes maior na área nativa, indicando que 

este grupo foi mais afetado pelos impactos causados pelo processo antropogênico da 

mineração. De maneira inversa a este processo o gênero Aspergillus teve um aumento 

da abundância relativa na área de recuperação.    

  

Testes de Resistência a Ferro (Fe+2) e Manganês (Mn+2) em Meio Sólido 

Como mostra a Figura 5A, o meio contendo Fe+2 nas duas concentrações foi 

tóxico para os isolados de Penicillium spp NR8, BR11, AF15, PR8, IR6, RR3(2) e 

OR3. No entanto não afetou ou afetou muito pouco o crescimento dos isolados BR4, 

PR5, DF9B e RR3(1). Já os isolados DR4B, CR6A, BR10 e CR1 tiveram seu 

crescimento estimulado pela presença de ferro no meio de cultura nas duas 

concentrações. 
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Figura 05. Crescimento dos espécimes de Penicilium (A) e Aspergillus (B) em diferentes concentrações de Fe+2. Os asteriscos (*) correspondem 

às médias dos tratamentos que diferiram das médias do controle. 
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Estes resultados mostram que a comunidade endofítica de A. grazielae 

responde diferentemente a este estresse específico (altas concentrações de ferro). No 

entanto, estudos in vitro são muito diferentes da dinâmica das comunidades in vivo, 

e é provável que as respostas na planta sejam muito diversas destas que obtivemos 

nestes experimentos. Os isolados BR4, PR5, DR4B, DF9B, CR1, BR10 e RR3(1) são 

bons candidatos para processos de biorremediação de áreas poluídas com excesso de 

ferro. Vale ressaltar também, que a maoria dos isolados com alta resistência à altas 

concentrações de ferro são da área nativa, com exceção dos isolado PR5 e RR3(1), o 

que uma sugere uma adaptação evolutiva das mesmas às condições locais do habitat 

onde a espécie vegetal se encontra. 

A Figura 5B mostra os resultados obtidos nos testes de resistência ao ferro dos 

isolados de Aspergillus de A. grazielae. Observa-se que todas os espécimes testados 

cresceram nas duas concentrações, demostrando preferência pelo ferro em todas as 

concentrações.  

Os isolados que apresentaram melhor crescimento foram LF12, EF13, DF11, 

TR3(1) e PR2. No caso do gênero Aspergillus notou-se que também houve um maior 

número de isolados da área nativa mais adaptados em relação à área de recuperação. 



67 
 

 

Figura 06. Crescimento dos espécimes de Penicilium (A) e Aspergillus (B) em diferentes concentrações de Mn+2. Os asteriscos (*) correspondem 

às médias dos tratamentos que diferiram das médias do controle. 
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A Figura 6A mostra os resultados obtidos dos testes com diferentes 

concentrações de manganês sobre os isolados de Penicillum. Observa-se que este 

metal não causou toxicidade aguda em nenhum dos isolados testados e não afetou ou 

afetou muito pouco o crescimento dos mesmos. Por outro lado, os isolados OR3 e 

BR10 tiveram seu crescimento estimulado pela presença de manganês no meio de 

cultura. 

Como pode ser observado na Figura 6B, o manganês não causou toxicidade 

aparente sobre os isolados de Aspergillus testados. Por outro lado, também não foi 

um promotor de crescimento, como foi observado em alguns isolados de Penicillum 

spp (Figura 6A). Os isolados que apresentaram melhor crescimento foram ARB, 

KR4(2), TR2, LF12, EF13 e PR2. 
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Figura 07. Crescimento dos espécimes de Penicilium (A) e Aspergillus (B) em diferentes concentrações de Fe+2 e Mn+2. Os asteriscos (*) 

correspondem às médias dos tratamentos que diferiram das médias do controle. 
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Nos ensaios onde foram testados os meios contendo Fe+2 e Mn+2 em diferentes 

concentrações sobre os isolados de Penicillum spp e Aspergillus spp, a presença dos 

dois metais foi tóxica para os isolados PR8, IR6, RR3(2), AF15, NR8 e BR11 (Figura 

7A), que também foram muito afetados pelo ferro, mas não pelo manganês (Figuras 

5A e 6A). Sugere-se que esta inibição do crescimento se deva então à presença de 

ferro no meio de cultura. Já o isolado OR3 que foi muito afetado pelo ferro (Figura 

6A), mostrou um crescimento adequado quando crescido em Fe+2/Mn+2 300µg/mL, 

sendo seu crescimento inibido somente na concentração mais alta. Os isolados 

RR3(1), BR10 e CR1 apresentaram maior crescimento na presença dos dois metais no 

meio de cultura. 

A Figura 7B mostra os resultados obtidos dos testes de resistência dos isolados 

de Aspergillus spp crescidos em meio contendo Fe+2 e Mn+2 em duas concentrações. 

Este gênero se mostrou sensível à mistura dos dois metais, pois todos os isolados 

tiveram seu crescimento inibido nas duas concentrações testadas. Os isolados mais 

resistentes foram LF12, EF13 e PR2. É provável que um efeito sinergístico causado 

pela presença dos dois metais tenha afetado o metabolismo destes organismos. No 

entanto desvendar os mecanismos de ação desta interferência requerem estudos 

posteriores muito mais aprofundados. 

 

Teste de biorremediação de ferro (Fe+2) e manganês (Mn+2) em meio de cultura 

líquido 

 

Crescimento Micelial em meio líquido contendo metais 

Foram selecionados alguns dos isolados que apresentaram os melhores 

resultados do teste de resistência para realização dos testes em meio líquido, quais 

sejam: CR1, RR3(1) (Penicillium), EF13, PR2 e LF12 (Aspergillus). A Figura 8 
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mostra a massa micelial obtida durante o crescimento dos isolados em meio de 

cultura batata-dextrose (BD) contendo Fe+2 e Mn+2 (10 µg/mL) durante 8 dias, com 

retirada de alíquotas a cada 48 horas. 

Foram observadas diferença na taxa de crescimento micelial entre os isolados 

fúngicos na presença dos metais. Estes não influenciaram o crescimento do isolado 

PR2 quando comparamos com o controle. Entretanto, o isolado RR3(1) teve sua massa 

micelial aumentada ao longo de todo o experimento, indicando que os metais tiveram 

uma influência positiva no seu crescimento. 

 

Figura 8. Massa seca dos isolados testados. O controle foi o meio inoculado com os 

isolados na ausência de metais. Os asteriscos (*) correspondem às médias dos 

tratamentos que diferiram dos controles. 

 

O efeito dos metais pesados sobre o crescimento fúngico foi avaliado com base 

no ganho de biomassa seca, e todas os isolados do gênero Aspergillus, apresentaram 

comportamento muito semelhante quando comparados ao controle, sendo tolerantes 

à presença dos metais. Os isolados do gênero Penicillium apresentaram os melhores 

resultados quanto ao ganho de biomassa seca, sendo que o isolado RR3(1) apresentou 

maior crescimento micelial em comparação ao controle (Figura 8).     

Os resultados obtidos mostraram que o isolado PR2 foi o único que não 
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apresentou diferença significativa entre massa micelial do tratamento quando 

comparada com a massa do controle. O isolado EF13 apresentou diferença 

significativa somente após 96h. 

O isolado CR1 apresentou a maior massa seca dentre todos os isolados testados, 

quando comparado com o controle, sendo estatisticamente diferente entre os 

tratamentos nos tempos de 96h e 192h. O isolado LF12 apresentou comportamento 

oposto ao CR1, tendo os menores ganho de massa seca, apresentando diferença 

estátistica para os tempos de 96h e 144h. 

O isolado RR3(1) apresentou diferença estatística entre todos os tempos 

analisados, com aumento da massa micelial na presença dos metais. 

 

Absorção de metais em meio líquido 

 

Figura 9. Percentual de remoção dos metais no meio líquido pelos isolados fúngicos. 

A porcentagem de metais absorvidos pelos isolados foi obtida após filtração do 

meio de cultura contendo inóculo do fungo analisado durante 8 dias e estão 

apresentadas na Figura 9. O percentual de remoção de metais foi calculado 

comparando a concentração do ultimo dia (192 h) com o padrão (0 h). 
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De acordo com os resultados obtidos, podemos observar que o isolado EF13 

foi o único que não foi capaz de remover manganês, o que indica que este isolado 

apenas tolera a presença deste elemento.  

O isolado PR2 removeu cerca de 5% de manganês e 10% de Fe+2. Já o isolado 

LF12 removeu 12% de Fe+2, e 10% de Mn+2. 

O isolado RR3(1) apresentou um percentualde retirada de ambos os metais de 

16%, superando os demais isolados. O isolado CR1 se destacou dos demais, 

removendo em torno de 24% de Mn+2 do meio e mais de 60% de Fe+2, indicando ser 

o melhor agente de biorremediação, dentre todos os isolados testados neste trabalho. 

 

Discussão 

De acordo com os dados apresentados na Tabela 1, é possível notar que houve 

uma grande redução na abundância do gênero Penicillium na área de recuperação, o 

que pode estar relacionado ao efeito da toxicidade dos metais para este gênero nesta 

área. Por outro lado, a presença destes espécimes, em sua maioria, nas raízes, sugere 

que alguns isolados estão mais adaptados a tolerar a presença dos metais. De acordo 

com Maurer (2009), a diversidade de espécies em ambientes nativos é geralmente 

maior do que em locais alterados, sendo influenciada conforme as variações nas 

condições ambientais. Em relação aos Aspergillus, houve um aumento da abundância 

na área de recuperação, sendo sua presença maior na parte aérea das plantas. 

Com os resultados obtidos foi possível perceber que na área de recuperação, a 

qual apresenta processos de exploração mineral, houve uma redução na abundância 

do gênero Penicillium, sugerindo que os impactos causados pela mineração podem 

alterar a diversidade de grupos específicos de fungos endofíticos. Os dados 

resultantes deste trabalho, corroboram com Moura (2014), que identificou 
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microrganismos endofíticos associados às plantas de áreas impactadas pela 

mineração de carvão e de uma região não impactada (controle) a fim de avaliar seus 

potenciais para utilização em processos de biorremediação de áreas degradadas. 

Nesta pesquisa foram isolados 114 microrganismos endofíticos, sendo 54 

provenientes de 4 espécies vegetais diferentes da área contaminada, e 60 de três 

espécies vegetais diferentes da área controle, mostrando que a região não impactada 

apresentou maior abundância de microrganismos. 

O gênero Aspergillus consiste em cerca de 339 espécies, incluindo patogênicas 

e benéficas, compreendendo um grupo diverso e complexo de espécies em termos de 

caracteres morfológicos, fisiológicos e filogenéticos, com impacto significativo na 

biotecnologia, produção de alimentos e a saúde humana (Samson et al., 2014). 

Penicillium é outro grupo dos fungos mais difundidos, que sobrevivem em diversos 

habitats, variando do solo sobre a vegetação ao ar, ambientes internos e em vários 

produtos alimentícios Visagie et al. (2014).  

Portanto, juntamente com sua natureza onipresente, essas espécies têm 

impactos muito significativos nos ecossistemas, agricultura, produção de alimentos, 

biotecnologia e saúde humana e animal (Abdel-Azeem et al. 2016). 

Analisando os resultados de resistência ao Fe+2, observamos que alguns 

isolados não cresceram ou cresceram pouco no tratamento com 1000mg/L, 

mostrando alta sensibilidade destes espécimes a este metal em altas concentrações. 

Este resultado também foi observado por Blumer (2002), que cultivou 

Saccharomyces cerevisiae em diversas concentrações de ferro e verificou que não 

houve inibição de crescimento nas concentrações próximas de 300mg/L. Contudo, 

ao aumentar a concentração para níveis acima de 900mg/L, passou a não haver 

crescimento. 
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Estudo realizado por Anahid et al. (2011) avaliou a tolerância a vários metais, 

incluindo Fe+2 e Mn+2 nos fungos Aspergillus niger e Aspergillus foetidus em 

concentrações de 500 a 5000 mg/L e de Penicillium simplicissimum nas 

concentrações de 500 até 8000 mg/L. A. niger e A. foetidus demonstraram ser 

tolerantes ao metal Fe+2 nas concentrações de 500 mg/L, o que apoia os resultados 

obtidos neste trabalho. Contudo, a espécie P. simplicissimum não apresentou um bom 

índice de tolerância na concentração de 1000 mg/L de Fe+2, resultado que difere de 

grande parte dos isolados de Aspergillus testados na mesma concentração neste 

estudo. É provável que a comunidade de espécies de endofíticos de Aspergillus de A. 

grazielae esteja mais adaptada às condições abióticas locais e, portanto, tenha uma 

resistência maior à altas concentrações de ferro. 

De acordo com Oladipo et al. (2018), espécies de fungos do filo Ascomicota 

demonstraram preferência por ferro em várias concentrações. Isso pode ser atribuído 

ao fato de que o ferro é um micronutriente crucial em muitos processos metabólicos. 

Diferentes espécies de fungos têm alta afinidade e capacidade de absorver Fe 

em várias formas e variedades. A maioria das cepas de fungos sintetiza e segrega 

sideróforos para extrair Fe de seu ambiente (Datta 2015). Os fungos aumentam a 

solubilidade do ferro acidificando o ambiente, reduzindo o ferro férrico a uma forma 

ferrosa e mais mais solúvel e secretando moléculas quelantes e solúveis (Johnson 

2008).  

Estudos confirmam que níveis diferentes de resistência a metais foram 

demonstrados por diferentes espécies de fungos isolados da mesma fonte, de sítios 

contaminados por metais. Isso pode ser atribuído a variações no mecanismo de 

tolerância específica utilizado pelos fungos (Oladipo et al. 2018). Além disso, 
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sensibilidade a altas concentrações de ferro podem ser atribuída à toxicidade dos 

metais pesados (Tomás 2014). 

Os resultados do tratamento com manganês, em concentrações de 300 e 1000 

mg/L (Figura 6A) confirmaram os obtidos por Anahid et al. (2011), demonstrando 

que este metal nas concentrações testadas, não inibiram o crescimento dos isolados 

fúngicos. Alguns dos isolados tiveram seu crescimento aumentado pela presença 

deste metal, como foi o caso de alguns Penicillium em presença de ferro e manganês. 

 

Crescimento micélial em meio de cultura líquido 

 Foram observadas diferenças na taxa de crescimento micelial entre os 

isolados fúngicos na presença dos metais (Figura 8). Os metais não influenciaram o 

crescimento do isolado PR2 quando comparamos com o controle, entretanto, o 

isolado RR3(1) teve sua massa micelial aumentada ao longo de todo o experimento, 

indicando que os metais tiveram uma influência positiva no seu crescimento.  

Kernaghan et al. (2003) e Haselwandter (2008), descobriram uma forte 

variação interespecífica e intraespecífica na tolerância a metais entre espécies de 

fungos e os rejeitos de mineração que foram usados em seus experimentos que 

continham altas concentrações de Fe2+ e Ca2+. O ferro é um dos metais amplamente 

utilizados pelos organisamos vivos, participando dos processos bioquímicos-

metabólicos vitais, como sintese de DNA, RNA, proteínas, tranposte de elétrons, 

respiração, proliferação celular e regulação da expressão gênica (Machado et a. 

(2005); Ozment & Turi 2009; Nevitt 2011). Mas a tolerância a altas concentração 

deste metal varia enormente entre os diferentes isolados/espécies. Portanto, é preciso 

avaliar o potencial de de cada cepa a ser utilizada na biorremediação de locais de 

mineração que abrangem uma variedade de partículas de rejeitos.  
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 O isolado LF12 foi o que apresentou o menor peso de massa seca. Entretanto, 

seu crescimento no meio com metais foi maior que o do controle em 96 e 144 horas, 

indicando um certo estímulo pelo metal. O isolado EF13 apresentou comportamento 

semelhante, exceto pelo fato que só aumentou a massa micelial a partir de 144h. Uma 

outra hipótese plausível é que exista a necessidade de um tempo de adaptação da 

maquinaria enzimática dos isolados, para processar os metais presentes no meio. É 

preciso levar em conta que tais isolados convivem com a espécie Aspilia grazielae 

durante um longo período evolutivo, e estão adaptados às condições locais da origem 

da planta hospedeira.   

EF13 apresentou o maior peso em 96 h no meio controle. Porém, a partir desde 

dia houve um decréscimo de sua massa. Este resultado pode ser explicado pelo fato 

de que o espécime alcançou seu pico de massa em 96 h e a partir daí passou a ocorrer 

lise celular ou esgotamento do meio de cultura (Ho et al, 2014). 

O isolado CR1 apresentou a maior massa seca dentre todos os isolados testados, 

quando comparado com o controle, sugerindo que os metais foram fortes promotores 

do crescimento fúngico. Este isolado é, portanto, um forte candidato a ser utilizado 

em processos de biorremediação de Fe+2 e Mn+2. 

Esta disparidade na tolerância ao metal pode ser atribuída aos diferentes tipos 

de processos de tolerância, aos mecanismos de resistência de cada isolados (Iram et 

al. 2009). De acordo com Ezzouhri et al. (2009), isolados do mesmo gênero podem 

apresentar diferenças marcantes nos níveis de resistência a metais. 

 

 Absorção de Metais do Meio Líquido 

De modo geral, os isolados do gênero Aspergillus não se mostraram tão 

eficazes como os do gênero Penicillium na remoção de metais do meio de cultura. O 
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isolado CR1 apresentou melhor desempenho para remoção dos metais em meio 

líquido, principalmente do Fe+2. Fungos com capacidade em tolerar metais podem 

ser usados com sucesso em processos de biorremediação, pois são uma ótima 

estratégia devido ao seu baixo custo e sua alta eficiência. Avanços têm sido feitos na 

compreensão da interação metal-microrganismo e sua aplicação na 

acumulação/desintoxicação (Rajendran et al. 2002). 

As respostas das morfoespécies aos metais depende do tipo de isolado em 

estudo, do local de isolamento, do tipo de metal e sua concentração no meio (Rose et 

al. 2018). As informações obtidas nesta investigação podem ser úteis para refinar 

ainda mais os processos de biorremediação, especialmente em se tratando de locais 

contaminados com ferro e manganês. 

Estudo realizado por Farias (2008), com duas espécies de Aspergillus e duas 

espécies de Penicillium para determinar seus potenciais na remoção de cobre, zinco 

e manganês, com concentração de 5,7 mg/L de Mn+2, verificou que as melhores 

linhagens para remoção deste elemento foram as do gênero Aspergillus, resultado 

diferente deste trabalho, onde os isolados Penicillium apresentaram os melhores 

percentuais de remoção. 

 

Conclusões 

O processo de exploração mineral pode ser uns dos fatores para a redução da 

abundância dos fungos endofíticos do gênero Penicillum spp de A. grazielae 

encontrados neste trabalho.  

O gênero Aspergillus se mostrou mais tolerante aos metais testados do que o 

gênero Penicillium. Contudo, para fins de biorremediação, os isolados de Aspergillus 

não foram tão eficientes na remoção dos metais em meio líquido quanto o gênero 
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Penicillium. 

O isolado CR1 do gênero Penicillium mostrou ser o mais eficiente para remoção 

de metais, principalmente de Fe+2, dentre todos os isolados testados, indicando que o 

mesmo apresenta um alto potencial para biorremediação de Fe+2. 

Estes resultados sugerem a potencial aplicabilidade da cepa CR1 para a 

remediação de metais pesados de solos e águas poluídos. 
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Desenvolvimento de mudas de Aspilia grazielae (Santos) em solo 

inoculado com fungos endofíticos do gênero Aspergillus sp 

suplementado com solução de metais 

Resumo 

Dezessete endofíticos do gênero Aspergillus foram isolados de folhas e raízes de 

Aspilia grazielae, espécie vegetal endêmica do Pantanal. Após os testes para avaliar 

o índice de tolerância (IT) aos metais Fe+2 e Mn+2 no desenvolvimento micelial, três 

isolados foram selecionados e submetidos à identificação molecular. A análise 

parcial de uma sequência espaçadora transcrita interna e do gene da β-tubulina 

identificou os isolados sp1, sp2 e sp11 como Aspergillus udagawae, Aspergillus 

niger e Aspergillus sp11, respectivamente. Foi verificada a presença de sideróforos 

nas espécies em estudo. Após 72h de crescimento em placas, observou-se a presença 

de sideróforos em A. niger e Aspergillus sp11. Também foi realizada a determinação 

quantitativa da produção de sideróforos em meio líquido. Após 10 dias de incubação, 

A. udagawae, A. niger e Aspergillus sp11 produziram 25%, 78% e 84% de unidades 

de sideróforos, respectivamente. Foram realizados estudos em vasos para observar o 

efeito dos inóculos fúngicos em mudas de A. grazielae tratadas com soluções de sais 

de metais. Nos experimentos com a adição de soluções de Fe+2, observou-se que os 

parâmetros altura da planta, peso da raiz, peso total da parte aérea, ganho de 

biomassa, matéria seca da raiz, matéria mineral das folhas e matéria mineral da raiz, 

diferiram significativamente entre os tratamentos controle, na ausência e na presença 

dos isolados fúngicos e dos tratamentos com metal. Os mesmos parâmetros também 

foram analisados com tramentos com soluções de Mn+2, observando-se um aumento 

significativo no crescimento das plantas. Os tratamentos com os isolados fúngicos na 

ausência dos metais apresentaram um incremento de 8,7% no ganho de peso da 

biomassa, enquanto os tratamentos com a presença de Fe+2 e Mn+2 apresentam um 

ganho de 18,21% e 13,3% quando comparados aos tratamentos com ausência de 

fungos no solo. Observou-se que a adição dos fungos endofíticos no solo também 

promoveram uma melhora nas características morfológicas das plantas, 

demonstrando que os mesmos apresentam potencial como promotores de 

crescimento vegetal.  

Palavras Chave: Crescimento Vegetal, Interação Fungo-Planta, Sideróforos 
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Abstract 

Seventeen endophytes of the genus Aspergillus were isolated from leaves and roots 

of Aspilia grazielae, an endemic plant species in the Pantanal. After tests to evaluate 

the tolerance index (TI) to Fe+2 and Mn+2 metals in mycelial development, three 

isolates were selected and subjected to molecular identification. The partial analysis 

of an internal transcribed spacer sequence and the β-tubulin gene identified isolates 

sp1, sp2 and sp11 as Aspergillus udagawae, Aspergillus niger and Aspergillus sp11, 

respectively. The presence of siderophores in the species under study was verified. 

After 72 h of growth in plaques, the presence of siderophores in A. niger and 

Aspergillus sp11 was observed. Quantitative determination of the production of 

siderophores in liquid medium was also carried out. After 10 days of incubation, A. 

udagawae, A. niger and Aspergillus sp11 produced 25%, 78% and 84% of siderophor 

units, respectively. Pot studies were carried out to observe the effect of fungal inocula 

on A. grazielae seedlings treated with metal salt solutions. In experiments with the 

addition of Fe+2 solutions, it was observed that the parameters plant height, root 

weight, total aerial part weight, biomass gain, dry root matter, leaf mineral matter 

and root mineral matter, differed significantly between control treatments, in the 

absence and presence of fungal isolates and metal treatments. The same parameters 

were also analyzed with treatments with Mn+2 solutions, observing a significant 

increase in plant growth. Treatments with fungal isolates in the absence of metals 

showed an increase of 8.7% in biomass weight gain, while treatments with the 

presence of Fe+2 and Mn+2 showed a gain of 18.21% and 13, 3% when compared to 

treatments with no fungi in the soil. It was observed that the addition of endophytic 

fungi in the soil also promoted an improvement in the morphological characteristics 

of the plants, demonstrating that they have potential as promoters of plant growth. 

Key words: Plant Growth, Fungus-Plant Interaction, Siderophores 
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Introdução 

Aspilia grazielae (Santos) (Astereaceae) é um arbusto arbóreo da flora 

brasileira (Santos 2001; Hind & Miranda 2008), encontrada em uma região de 

transição entre os biomas Cerrado e Pantanal, e, encontra-se ameaçada de extinção 

pelo avanço de atividades de mineração (Brasil 2014; Roque et al. 2018). É uma 

espécie endêmica da região conhecida como Maciço do Urucum, onde se encontram 

grandes jazidas de ferro e manganês. Aspilia grazielae cresce tanto nas áreas de mata 

nativa quanto nas áreas de recuperação, sendo uma espécie pioneira amplamente 

utilizada nos processos de revegetação de áreas onde o solo foi totalmente revolvido 

para extração de ferro e manganês. Poucas pesquisas são relatadas a esta espécie 

vegetal, restringindo-se apenas à lista de verificação (Farinaccio et al. 2018) e ao seu 

endemismo (Santos 2001).     

A atividade mineradora no Brasil é responsável por quase 5% do PIB, mas por 

outro lado, traz consigo questões ambientais que devem ser avaliadas (Fink et al, 

2016). A mineração a céu aberto afeta os sistemas geoquímicos, biológicos e 

hidrológicos, causando degradação do solo e danos à vegetação (Haigh, 2017; 

Faucon et al. 2016; Cross et al. 2017). Concentrações elevadas de ferro no solo 

formam barreiras contra o próprio minério (Tripathi et al. 2014) e inibem a absorção 

de outros nutrientes danificando as raízes das plantas (Chalmardi et al. 2014). A 

toxicidade do metal reduz a fotossíntese, afeta a produção e utilização de enzimas e 

proteínas, altera o transporte de nutrientes, influenciando o funcionamento celular, 

interferindo diretamente os mecanismos de absorção e translocação (Gupta et al. 

2018).  

O manganês é outro minério enquadrado entre as principais fontes poluidoras 

do meio ambiente, quando em excesso, e está envolvido no processo de produção de 
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aço e ferro (Howe; Malcolm; Dobson, 2005). Nos ecossistemas aquáticos e terrestres 

representa uma ameaça quando em excesso, sendo considerado contaminante tóxico 

emergente do meio ambiente (Bordean et al. 2014). 

A utilização de plantas adaptadas a altas concentrações de metais é uma 

alternativa eficaz para reduzir os impactos causados pela mineração. (Raskin et al., 

1994). Este processo, conhecido como fitorremediação, apresenta vantagens, tais 

como, baixo custo, melhoria no ambiente a ser tratado, redução do impacto ambiental 

e fácil manuseio (Ahmad et al. 2018). 

Além dos mecanismos que as próprias plantas possuem para sobreviverem em 

ambientes com altas concentrações de metais, elas também são altamente 

dependentes dos microrganismos do solo, e a sinergia entre ambos é fundamental 

para sua adaptação e resiliência em ambientes estressantes (Rajendhran e 

Gunasekaran, 2008 ). Os exsudatos radiculares influenciam na composição das 

comunidades microbianas podendo alterar sua diversidade, melhorando o 

desempenho das plantas (Ahmad et al. 2018). 

Além dos fungos do solo, a descoberta da existência dos fungos endofíticos 

contribuiu para elucidar alguns dos inúmeros benefícios que existe nesta relação 

simbiótica, tão importante para os ecossistemas terrestres, e que está em evolução há 

mais de 100 milhões de anos (Martin et al. 2017; Khare et al. 2018) Os fungos 

endofíticos crescem de forma assintomática dentro do seu hospedeiro, contribuindo 

para o aumento da absorção de nutrientes (Peay et al. 2016; Ikram et al. 2019) e para 

o desenvolvimento e crescimento da planta frente às condições bióticas e abióticas a 

que são submetidas (Morsy et al. 2010; Khare et al. 2018).  

Os benefícios proporcionados pelos fungos endofíticos à planta hospedeira, 

estão relacionados à promoção de crescimento através da síntese de fitormônios 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6289982/#B216
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6289982/#B15
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(Herrera el al. 2016; Xia et al. 2019), solubilização de macro e micronutrientes 

(Radhakrishnan et al. 2015; Aznar & Dellagi 2015), produção de enzimas (Strobel 

2018), proteção contra fitopatógenos e herbívoros (SaÂnchez-FernaÂndez et al. 

2016; Vurukonda et al. 2018), salinidade e a seca. São capazes de mitigar os efeitos 

causados pela exposição a fatores abióticos extremos, como metais pesados (Khare 

et al, 2018) e mesmo que o microrganismo não tenha capacidade de tolerar o metal 

pesado, sua relação com a espécie vegetal permite melhorar seu desenvolvimento no 

ambiente contaminado (Ojuederie & Babalola 2017). 

Para solubilizar e sequestrar esses metais, muitos microrganismos utilizam 

um sistema próprio e eficiente de aquisição de metais; uma dessas estratégias é a 

produção de sideróforos (Hipol et al. 2019), que são pequenas moléculas que 

possuem grupos funcionais que se ligam a íons férricos (Årstøl & Hohmann-Marriott 

2019). São compostos do metabolismo secundário produzidos por algumas espécies 

de microrganismos, cuja função principal é complexar metais, em especial ferro em 

estado insolúvel (Sharma et al. 2013; Santos et al. 2014). São moléculas que diferem 

em suas estruturas e propriedades químicas, classificadas em catecolatos, -hidroxi- 

carboxilatos, hidroxamatos (Figura 1) ou uma fusão destas estruturas (Hider & Kong, 

2010). 

A     B    C 

 

 

Figura 1. Classe dos Sideróforos: A – catecolato, B – -hidroxi-carboxilato e C –

hidroxamato (adaptado de Hider e Kong, 2010).  

 

A obtenção de Fe começa com os sideróforos liberados se ligando ao íon 

férrico. Em seguida, proteínas receptoras específicas presentes na superfície das 
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células os reconhecem e translocam por transporte ativo (Wilson et al 2016).  

O uso de fungos produtores de sideróforos pode ajudar a melhorar a 

deficiência de ferro, o crescimento das plantas e o rendimento de culturas 

economicamente importantes. Os sideróforos, além de seu papel no transporte ativo 

de ferro, podem atuar como antagonistas do crescimento, sequestrando o ferro do 

ambiente, restringindo o crescimento de patógenos (Ferreira, Silva & Cunha 2019; 

Barroso & Nahas 2005; Ahmed & Holmström 2014).  

Diferentes mecanismos são utilizados pelos microrganismos para aumentar a 

captação de Fe pelas plantas. Sob condições de baixa disponibilidade de ferro,  os 

sideróforos podem solubilizar o Fe a partir de minerais e compostos orgânicos (Khan 

et al., 2009a). Os sideróforos também formam complexos estáveis com metais 

pesados, aliviando o efeito tóxico (Rajkumar et al., 2010 ).  

Fitormônios, como o ácido indolacético (IAA), etileno, ácido abscísico, 

citocininas e giberelinas produzidos pelos microrganismos atuam de maneira direta 

sobre os processos fisiológicos das plantas e estão envolvidos no seu crescimento 

(Kang et al., 2010 ), influenciando na divisão e aumento celular, germinação de 

sementes, formação de raízes e alongamento do caule (Taiz e Zeiger, 2000 ; Khalid 

et al., 2006 ).  A eficácia desses fitormônios produzidos por microrganismos no 

melhoramento da produtividade das culturas é bem documentada (Zahir et 

al., 2007, 2010; Jamil et al., 2018). 

Diante deste contexto o objetivo deste trabalho foi avaliar a influência de 

morfoespécies de fungos endofíticos no desenvolvimento de plântulas de A. 

grazielae suplementadas com soluções de Fe+2 e Mn+2. 

Material e Métodos 

Isolamento e identificação morfológica dos isolados 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6289982/#B139
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6289982/#B217
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6289982/#B131
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6289982/#B257
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6289982/#B134
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6289982/#B297
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6289982/#B298
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6289982/#B118


87 
 

Os fungos endofíticos filamentosos do gênero Aspergillus sp foram isolados 

de folhas e raízes de A. grazielae. Esta espécie é nativa do Pantanal do estado do 

Mato Grosso do Sul e as amostras foram coletadas no município de Corumbá-MS 

(19º 00’ 33” S; 57º 39' 12" W), na região das morrarias do Maciço do Urucum.  

As folhas e raízes foram lavadas superficialmente com detergente neutro e 

posteriormente desinfectadas de acordo com protocolo padrão para isolamento de 

fungos endofíticos (Bacon e White, 2000; Deng et al. 2014; Khan et al. 2017). Os 

fragmentos vegetais foram plaqueados em meio Batata-Dextrose-Ágar (BDA) e 

incubados em BOD à 28οC por um período de 7 dias.  

As microestruturas somáticas e reprodutivas foram observadas através de 

microcultivos (Dalmau 1929; Riddell 1950), utilizando chave de identificação 

descrita por Raper e Fennell (1977) e sistema de classificação proposto por 

Hawksworth (1995).  

 

Indentificação molecular - extração, amplificação e seqüenciamento do rDNA da 

região ITS dos fungos endofíticos 

 

Para a extração de DNA genômico os isolados foram inoculados em meio 

líquido (Pontecorvo et al., 1953) e incubados a 28ºC, por 48 h. O DNA genômico foi 

extraído de acordo com Azevedo et al. (2000). Os DNAs isolados foram analisados 

por eletroforese em gel de agarose a 1% em tampão TEB 1x de acordo com Sambrook 

& Russel (2001). Os géis foram tratados com brometo de etídio e as bandas 

visualizadas sob luz UV.  

 A reação de PCR para amplificação da região ITS1-5.8s-ITS2 do rDNA foi 

realizada em um volume final de 25 µL, utilizando os primers ITS1 Forward 5’-TCC 

GTA GGT GAA CCT GCG G -3’ e ITS4 Reverse 5’-TCC TCC GCT TAT TGA 

TAT GC-3’ (White et al. 1990) e β-tubulina Bt2a Forward 5’-GGT AAC CAA ATC 
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GGT GCT GCT TTC-3’ e Bt2b Reverse 5’-ACC CTC AGT GTA GTG ACC CTT 

GGC-3’ (Glass & Donaldson 1995). Para a reação foram utilizados 5 µL de tampão 

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

DNA polimerase (5 U); 1,0 µL de cada iniciador (10 pmol/µL); 5 µL de DNA (10-

50 ng). As reações de amplificação foram realizadas em termociclador Veriti 96-

Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) programado para desnaturação inicial a 

95ºC por 2 min, seguido de 40 ciclos de desnaturação a 95ºC por 15s, hibridação a 

56ºC por 15s e extensão a 72ºC por 30s. As amostras então foram incubadas a 72ºC 

por 7 min seguido de resfriamento a 4ºC.  

A reação de PCR para amplificação da região gênica da β-tubulina foi idêntica 

à reação anterior, e após esse processo as amostras foram submetidas à desnaturação 

inicial a 94ºC por 5 min, seguido de 40 ciclos de desnaturação a 94ºC por 30s, 

anelamento a 55ºC por 15s e extensão a 72ºC por 2 min.  As amostras foram então 

incubadas a 72ºC por 5 min seguido de resfriamento a 4ºC. Os produtos de PCR 

foram enviados para o Laboratório de Genética e Bioquímica da EMBRAPA 

Agrobiologia em Seropédica, RJ, para o sequenciamento. 

 

Ação dos metais ferro (Fe+2) e manganês (Mn+2) sobre o crescimento micelial dos 

endofíticos de Aspergillus sp em meio sólido 

 

A tolerância dos fungos isolados aos metais foi avaliada por estudos da ação 

de cada metal separadamente e em conjunto sobre o crescimento das culturas de 

Aspergillus sp em meio BDA acrescidas de soluções metálicas, acrescido dos metais 

de interesse para obtenção das concentrações de 300 mg.L-1 e 1000 mg.L-1. O 

controle do experimento foi feito em placas sem a adição dos metais.  

Após a inoculação dos fungos, as placas foram mantidas em estufa BOD, a 

28ºC e fotoperíodo de 12h horas. O crescimento radial do micélio foi avaliado a cada 
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24 horas até a fase estacionária, com auxílio de um paquímetro (Neirotii & Azevedo 

1988). A taxa de crescimento micelial foi calculada durante a fase exponencial e seu 

valor foi usado para determinar o índice de tolerância (IT) das cepas (Soares et al. 

2016). As linhagens com os maiores ITs foram selecionadas para avaliação da 

promoção do crescimento das plantas. O experimento foi executado com três 

repetições para cada tratamento.  

 

Detecção de sideróforos  

 A produção de sideróforos foi avaliada utilizando o método Chrome Azurol 

S(CAS) desenvolvido por Schwyn e Neilands (1987), posteriormente modificado por 

Alexander e Zuberer (1991). Os isolados foram repicados em placas de Petri 

contendo o meio Czapek sólido modificado, com solução de CAS (15% v/v) e 

ausência de ferro, e incubados a 72h à 30ºC. Após esse período, halos ao redor das 

colônias com coloração alaranjada e rosa/violeta indicaram resposta positiva para a 

produção de sideróforos. 

Os isolados também foram cultivados em meio liquído em erlenmeyers (50 

mL) isento de ferro para a quantificação da produção de sideróforos, de acordo com 

o método descrito por Grimn e Allen (1954). Os frascos foram incubados à 30ºC em 

agitador orbital (110 rpm) e as leituras para determinação dos sideróforos foram 

realizadas em invervalos de 5 e 10 dias.  

 Após o tempo de incubação, as culturas foram filtradas à vácuo com papel 

filtro (Whatman nº1) e o filtrado utilizado para análise da produção de sideróforos. 

Alíquotas de 0,5 mL do filtrado das culturas foram homogeneizadas com 0,5 mL da 

solução de CAS. Após 1 hora de incubação em temperatura ambiente, a mudança da 

coloração foi observada e 200 µL das amostras foram aplicadas em placas de 96 
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poços e as leituras das absorbâncias foi realizada em comprimento de onda de 630 

nm. O branco foi preparado sem a adição de filtrado de culturas (Grimn & Allen 

1954). A porcentagem de sideróforos foi calculada conforme a seguinte fórmula:  

% Unidade de Sideróforos = (Ar-Aa)/Ar*100 

onde, 

 Ar = Absorbância de referência e 

 Aa = Absorbância da amostra. 

 

Influência dos endofíticos no crescimento de mudas de A. grazielae suplementadas 

com soluções de ferro (Fe+2) e manganês (Mn+2) 

 

Sementes de A. grazielae foram desinfectadas (imersão em etanol a 70% por 

1min, hipoclorito de sódio a 2,5% por 5min e enxaguadas em água destilada 

esterilizada) e germinadas em vasos de 0,5 dm3 contendo vermiculita e areia 1:1 

(v/v). 

Após vinte dias, as mudas com aproximadamente 10 cm de comprimento 

foram transferidas para vasos plásticos (11 cm diâmetro e 15 cm de altura) contendo 

solo autoclavado, em condições de campo. Três dias antes do plantio das mudas, foi 

adicionado ao solo 1 mL de solução de esporos, na concentração de 2 x 106 

conídios/mL-1 de cada uma das cepas de Aspergillus sp selecionadas, aqui 

denominadas sp1, sp2 e sp3 (uma mistura com as três cepas). Esse período de três 

dias permitiu a germinação dos esporos fúngicos. Após esse período as mudas foram 

transplantadas nos vasos e cultivadas durante 5 dias na ausência dos metais (período 

de aclimatação). Após este período, iniciou-se a suplementação com uma solução de 

Fe+2 ou de Mn+2 na concentração de 300 mg.L-1. 

A irrigação foi diária, utilizando 50 mL da solução de metal pela manhã e 50 

mL no período da tarde. Os controles compreenderam vasos com ausência (C1) e 
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presença (C2) dos isolados fúngicos no solo e livres da irrigação com a solução de 

metais, para efeito de comparação. 

A avaliação do efeito da inoculação dos isolados sobre as mudas foi realizada 

aos 30 dias após o início da irrigação com a solução de metais. As medidas de 

resposta das plantas na presença e ausência dos endofíticos fúngicos e aos metais 

foram:  

i) comprimento da raiz – CR (cm);  

ii) número de folhas - NF; 

iii) distância entre nós – DN (cm); medida com régua milimétrica, 

iv) diâmetro do caule – DC (mm), obtido por meio de paquímetro digital, 

v) altura da planta – AP (cm);  

vi) peso total da raiz – PTR (g);  

vii) peso total da parte aérea - PTPA (g), avaliados com balança digital 

analítica de precisão;  

viii) ganho de peso da biomassa - GPB (g);  

ix) massa seca das folhas - MSF (%);  

x) massa seca da raiz – MSR (%), determinadas após secagem em estufa 

a 65ºC até atingir uma massa constante;  

xi) matéria mineral da folha – MMF (%) e  

xii) matéria mineral da raiz – MMR (%).  

 

A porcentagem de promoção de crescimento foi calculada para avaliar o 

efeito da inoculação dos fungos no crescimento das plantas (Almoneafy et al. 2014) 

pela seguinte formula:  

EPC (%) = [(GT – GC) / GC] * 100 
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onde,  

EPG refere-se à eficácia da promoção do crescimento,  

GT refere-se aos parâmetros de crescimento no grupo tratado com isolados das cepas 

de Aspergillus selecionados e  

GC refere-se aos parâmetros de crescimento no grupo controle. 

 

Análise dos dados  

 As sequências foram analisadas no programa BLAST contra a base de dados 

do NCBI (National Center for Biothenology Information website 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)). 

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), 

com quatro tratmentos sendo: Fe+2 300 mgL-1 sem fungo (T1), Fe+2 300 mgL-1 com 

fungo (T2), controle sem fungo (C1) e controle com fungo (C2) em 10 repetições 

compostas por uma muda de A. grazielae. O mesmo delineamento foi realizado para 

o Mn+2. Efetuou-se análise de variância e a comparação de médias foi feita pelo teste 

de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa estatístico GraphPad 

Prism 6.  

 

Resultados 

Identificação morfológica e molécular dos fungos endofíticos 

 Após isolamento dos fungos endofíticos, foram identificados 

morfologicamente 67 isolados pertencentes ao gênero Aspergillus, sendo nove 

encontrados nas raízes e oito nas folhas. Estes foram agrupados em 17 morfoespécies.  

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
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Ação dos metais sobre o crescimento micelial dos isolados de Aspergillus sp 

 

O teste de tolerância aos metais (Tabela 1) indicou que as concentrações de 

Fe+2 1000 mg.L-1, Mn+2 1000 mg.L-1 e Fe+2/Mn+2 1000 mg.L-1 foram responsáveis 

pelos menores índices de tolerância (IT) para todos os isolados testados.  

Tabela 1 Efeito da dosagem de metais (Fe+2 e Mn+2) na inibição do crescimento 

micelial dos isolados de Aspergillus, em 96 horas de crescimento 

 

 
* IT – Índice de tolerância 

 

De acordo com os resultados obtidos, os isolados sp1, sp2 e sp11 

apresentaram os melhores IT na concentração de 300 mg.L-1 de Fe+2 e Mn+2 (Figura 

2). A maior intensidade na germinação dos esporos foi da morfoespécie sp2 na 

concentração de 300 mg.L-1 de Fe+2, enquanto que sp1 e sp11 apresentaram 

comportamento semelhante, quando comparados com a placa controle nas mesmas 

condições, ocorrendo crescimento das hifas e, consequentemente, formação de 

micélio. Também foi observado que a morfoespécie sp11 produziu um pigmento 

vermelho nos meios contendo ferro (Figura 3). 

 

Aspergillus spp CONTROLE
Fe 

300
IT

Fe 

1000
IT

Mn 

300
IT

Mn 

1000
PIC

Fe/Mn 

300
IT

Fe/Mn 

1000
IT

 sp1 47,4 33,1 0,7 22,3 0,5 39,0 0,8 26,5 0,6 31,3 0,7 13,7 0,3

 sp2 50,6 38,0 0,8 22,6 0,4 41,7 0,8 35,3 0,7 35,0 0,7 17,6 0,3

 sp3 36,3 22,9 0,6 0,0 0,0 31,3 0,9 15,4 0,4 21,0 0,6 0,0 0,0

 sp4 42,3 28,4 0,7 0,0 0,0 36,0 0,9 20,0 0,5 19,5 0,5 0,0 0,0

 sp5 33,3 20,2 0,6 0,0 0,0 22,6 0,7 12,3 0,4 20,3 0,6 0,0 0,0

 sp6 72,5 39,5 0,5 20,7 0,3 66,3 0,9 40,8 0,6 34,9 0,5 23,5 0,3

 sp7 17,6 8,7 0,5 0,0 0,0 13,3 0,8 8,1 0,5 9,4 0,5 0,0 0,0

 sp8 31,0 23,0 0,7 2,8 0,1 32,3 1,0 26,0 0,8 22,9 0,7 0,0 0,0

 sp9 14,7 11,0 0,7 0,0 0,0 11,3 0,8 11,3 0,8 7,2 0,5 0,0 0,0

 sp11 53,4 30,3 0,6 17,2 0,3 47,3 0,9 31,9 0,6 24,9 0,5 20,4 0,4

 sp10 41,2 29,2 0,7 8,3 0,2 0,0 0,0 17,4 0,4 22,8 0,6 0,0 0,0

 sp12 59,3 28,1 0,5 0,0 0,0 46,7 0,8 32,1 0,5 26,9 0,5 2,6 0,0

 sp13 36,4 14,4 0,4 0,0 0,0 31,3 0,9 16,5 0,5 11,9 0,3 2,7 0,1

 sp14 42,7 26,4 0,6 5,4 0,1 0,0 0,0 17,7 0,4 20,1 0,5 9,5 0,2

 sp15 50,9 30,2 0,6 5,4 0,1 36,5 0,7 18,1 0,4 21,4 0,4 0,0 0,0

 sp16 38,4 23,2 0,6 0,0 0,0 31,4 0,8 17,6 0,5 22,8 0,6 0,0 0,0

 sp17 63,7 35,7 0,6 20,7 0,3 30,3 0,5 25,0 0,4 28,3 0,4 21,3 0,3

Raiz

Folha
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Figura 2. Conídioforos dos isolados do gênero, Aspergillus sp., vistos em 

microscópio óptico pela técnica de microcultivo (40x). A imagem A corresponde ao 

isolado sp1, B ao isolado sp2 e C ao sp3 

 

 

Figura 3. Placas inoculadas com esporos das morfoespécies de Aspergillus (A - 

Aspergillus udagawae, B – Aspergillus niger e C – Aspergillus sp3 em diferentes 

concentrações de Fe e Mn. O teste de resistência foi realizado com concentrações de 

300 mg/L de Fe; 1000 mg/L de Fe; 300 mg/L de Mn; 1000 mg/L de Mn; 300 mg/L 

de Fe + 300 mg/L de Mn e 1000 mg/L de Fe + 1000 mg/L de Mn no meio de 

crescimento.  O teste controle foi o meio BDA na ausência de metais 

 

Identificação Molecular de sp1, sp2 e sp11 

 

Os três isolados foram submetidos à análise molecular através do 

sequenciamento da região ITS1-5.8S-ITS4 e β – tubulina. Os resultados das 

sequências obtidas estão apresentados na Tabela 2. A análise das sequências mostrou 

que o isolado sp1 teve uma identidade de 99,42% com Aspergillus udagawae 

(KY808572.1) na região β – tubulina, não amplificando a região ITS. O isolado sp2 

apresentou 100,00% de similaridade com Aspergillus niger (MT316340.1) na região 
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ITS e 99.62% (JX545078.1) para β – tubulina. O isolado sp11 não amplificou com 

nenhuma das sequências utilizadas. As sequências dos isolados identificados com os 

índices de similaridade a partir do BLAST estão em anexo (Tabela 3). As sequências 

obtidas foram depositadas no GenBank e obtiveram os números ID: 2380503 

(Aspergillus udagawae), MT965558 e ID: 2380507 (Aspergillus niger) e Aspergillus 

sp11 está aguardando sequenciamento.  
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Tabela 2. Sequência genética dos isolados endofíticos sp1 e sp2 para as regiões ITS1-5.8S-ITS4 e β-Tub. 

 

 

 

  

 

 

Sequênica obtida a partir do primer da região β_TubF para o isolado sp1
CGTCCCGTAATCACTGCTTGATGATGGGAGATTAGGACCTGTCATCCTAGCAGGCTTTCCTCCATGGTTTCAGCGTCGCTGTGATGGGTATC

AGCTAACAAATTTACAGGCAGACCATCTCTGGTGAGCACGGCCTTGACGGCTCTGGCCAGTAAGTTCGACCTTTATCCTCCCAATTGAGAA

AGCGGGGGAAACACGATAGGCAAGCAGGAAGAGGGCGCGTGTCTGATGAGGATAATAGCTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGC

GTATGAACGTCTATTTCAACGAGGTGCGTGGATGAAACTCGACTCTACACTACTTCGGCAACATCTCACGATCTGACTCGCTACTAGGCCA

ACGGCGACAAATATGTTCCTCGTGCCGTTCTGGTCGATCTCGAGCCCGGTACCATGGACGCTGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGCGAGCTCTTCCG

TCCCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCTGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGGGTAATA

Sequênica obtida a partir do primer da região ITS1-5.8S-ITS4 para o isolado sp2
GCTTTAGGAAGGTCGGGGTCTTTGGGCCAACCTCCCATCCGTGTCTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGGG

GGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAG

TTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT

GAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGT

GTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACAT

GCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACGTTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAG

Sequênica obtida a partir do primer da região β_TubF para o isolado sp2
TCGTTATAACCTGCCATTGGATTGGGGATGGAACATCGTCTCTTAGGCTATCTCAGCTTGAGTTCAGATGTTGTCCATTAGGTACATGCTAT

CGGTCTAAGAACACGTCTAACAATTCAACAGGCAGACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTGCAACTTTTTCA

CACCTCTCAATTGGTCAACAATGGGCAAAGGGTTGGGTCTTCTGACACGCAGGATAGTTACAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGC

ATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGAGATCCATCGGACCTTTGCTTTTACACGACAATATCATCAATGTCCTAATCACTTCAGCAGGCTAG

CGGTAACAAGTATGTTCCTCGTGCCGTCCTCGTCGACCTCGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCTTTCGGCCAGCTCTTCCGC

CCCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGGGTCCATA
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Tabela 3. Índice de similaridade dos isolados endofíticos sp1 e sp2 para as regiões 

ITS1-5.8S-ITS4 e β-Tub. 

 
 

Ensaios qualitativos e quantitativos para produção de sideróforos 

A detecção da produção de sideróforos foi feita primeiramente em meio de 

cultura sólido, a partir do médodo CAS. Os resultados indicaram que os isolados 

Aspergillus niger e Aspergillus sp11 foram capazes de produzir sideróforos no meio, 

que difundiram para o meio azul CAS e interagiram com o corante, resultando na cor 

do meio CAS em rosa e alaranjado (Figura 4).  

Description Max Score Total Score Query Cover E value Per. Ident Accession

Aspergillus udagawae 941 941 97% 0.0 99.42% KY808572.1

Neosartorya cf. udagawae 924 924 97% 0.0 98.84% KT253239.1

Aspergillus udagawae 920 920 95% 0.0 99.41% KY808584.1

Neosartorya udagawae 918 918 97% 0.0 98.65% KJ572796.1

Aspergillus udagawae 915 915 94% 0.0 99.41% MK451259.1

Aspergillus udagawae 909 909 95% 0.0 99.02% KY808579.1

Aspergillus udagawae 909 909 94% 0.0 99.21% KY808578.1

Aspergillus udagawae 904 904 94% 0.0 99.01% MK451179.1

Aspergillus udagawae 902 902 97% 0.0 98.07% KY808590.1

Aspergillus udagawae 900 900 94% 0.0 98.81% KY808574.1

Aspergilluns niger 996 996 100% 0.0 100.00% MT316340.1

Alloteropsis cimicina 996 996 100% 0.0 100.00% MK748313.1

Alloteropsis cimicina 996 996 100% 0.0 100.00% MK775046.1

Aspergillus sp. 996 996 100% 0.0 100.00% MK775027.1

Aspergillus welwitschiae 996 996 100% 0.0 100.00% MT102664.1

Aspergillus welwitschiae 996 996 100% 0.0 100.00% MK450668.1

Aspergillus welwitschiae 996 996 100% 0.0 100.00% MK450665.1

Aspergillus welwitschiae 996 996 100% 0.0 100.00% MK450664.1

Aspergillus welwitschiae 996 996 100% 0.0 100.00% MK450663.1

Aspergillus welwitschiae 996 996 100% 0.0 100.00% MK450662.1

Aspergillus niger 955 955 98% 0.0 99.62% JX545078.1

Aspergillus niger 955 955 98% 0.0 99.62% JX545076.1

Aspergillus niger 955 955 98% 0.0 99.62% JX463319.1

Aspergillus niger 955 955 98% 0.0 99.62% JX463298.1

Aspergillus niger 955 955 98% 0.0 99.62% HQ632698.1

Aspergillus niger 952 952 98% 0.0 99.43% AY820005.1

Aspergillus niger 950 950 98% 0.0 99.43% KX231822.1

Aspergillus niger 950 950 98% 0.0 99.43% HQ632739.1

Aspergillus niger 948 948 98% 0.0 99.43% AY820002.1

Aspergillus niger 944 944 96% 0.0 99.81% KY990205.1

Isolado endofítico sp2 (β_TubF))

Isolado endofítico sp2 (ITS1-5.8S-ITS4 )

Isolado endofítico sp1 (β_TubF)
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Figura 4. Características dos sideróforos dos isolados fúngicos. Os sideróforos 

produzidos pelo Aspergillus niger crescido em placa contendo meio Czapek sólido 

modificado, com solução de CAS (15% v/v) na ausência de ferro apresentram 

tonalidade rosa após 3 dias de incubação, enquanto aqueles produzidos pelo 

Aspergillus sp11 apresentaram tonalidade alaranjada sob as mesmas condições.  

 

As diferenças nas respostas da reação CAS (rosa ou alaranjado) observada 

entre os microrganismos poderiam estar relacionadas as diferenças estruturais dos 

sideróforos produzidos por cada cepa. As diferentes cores produzidas no ágar-CAS 

sugeriram a produção de sideróforos de naturezas diferentes, enquanto a intensidade 

da cor poderia estar relacionada à concentração dos sideróforos. 

Quantitativamente, os três isolados mostraram capacidade de produzir 

sideróforos nos dois períodos avaliados, como podemos observar na Tabela 4.  

 

Tabela 4. Produção de unidades de sideróforos (U.S %) pelos isolados de Aspergillus 

em 5 e 10 dias após o período de incubação. 

Isolados U.S. (%) 

5º dia 10º dia 

Aspergillus udagawae  

Aspergillus niger  

Aspergillus sp11.  

3,43 

11,76 

23,04 

24,96 

77,75 

83,9 

 

 

 O isolado Aspergillus sp11 apresentou os maiores valores de unidade de 

sideróforos, em porcentegem, com 5 e 10 dias de incubação.  
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Efeito dos endofíticos Aspergillus udaguawae, Aspegillus niger e Aspergillus sp11 

no crescimento de mudas de A. grazielae suplementadas com soluções de (Fe+2) e 

(Mn+2) 

A Tabela 5 mostra os resultados dos parâmetros analisados na presença e 

ausência de fungos e metais durante o crescimento e desenvolvimento das mudas de 

A. grazielae.  Nos experimentos com a adição de solução de Fe+2, observou-se que 

os parâmetros altura da planta, peso da raiz, peso total da parte aérea, ganho de peso 

de biomassa, matéria seca da raiz, matéria mineral das folhas e matéria mineral da 

raiz, diferiram significativamente (p<0.05) entre os tratamentos C1, C2, T1Fe e 

T2Fe.  

Tabela 5 Efeito dos isolados endofíticos do gênero Aspergillus nos parâmetros 

relacionados à promoção de crescimento de mudas de A. grazielae, 30 dias após a 

inoculação, suplementadas com solução de Fe+2 300 mg.L-1 

Letras minúsculas iguas não diferem entre si pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade entre os controles e os 

tratamentos submetidos à suplementação com solução de ferro (T1Fe e T2Fe). 

 

Os resultados relacionados à altura da planta mostram que os tratamentos 

T1Fe e T2Fe diferiram significativamente (p<0.05) dos controles C1 e C2.  

O peso total da raiz apresentou os melhores resultados com o tratamento 

controle C2 e T2Fe, sendo C2 significativamente diferetente (p<0.05) de C1 e T2Fe; 

o mesmo comportamento foi observado em relação ao peso total da parte aérea e ao 

ganho de peso de biomassa. 

A massa seca da raiz entre os tratamentos, C1 e T2Fe foram estatisticamente 

Controle sem Fungo 

(C1)

Controle com Fungo 

(C2)

Fe sem fungo 

(T1Fe)

Fe com fungo 

(T2Fe)

Compomprimento da raiz (cm) 23±6,1a 22,7±4,6a 24,3±3,2a 26,6±4,5a

Número de folhas 10,8±1,1a 12±0,0a 10,8±1,0a 11±1,4 a

Distância ente nó (cm) 12,5±2,0a 11,6±2,8a 14±1,4a 12,8±2,5a

Diâmetro Caule (mm) 4,7±0,6a 4,5±0,6a 4,6±0,5a 5,0±0,5a

Altura da planta (cm) 37,1±1,4b 35±3,5b 40,8±2,2a 41,6±1,7a

Peso total da raiz (g) 12,8±0,5b 15,2±0,2a 9,5±1,0c 13,4±1,7ab

Peso total da parte aérea (g) 63,1±0,9b 71,2±0,6a 62,9±4,6b 72,8±6,7a

Ganho peso de biomassa (g) 78,2±0,6b 85,2±0,6a 72,5±4,0b 85,6±4,6a

Máteria seca folha (%) 12,5±0,5a 13,4±0,3a 13,9±2,7 a 13,9±1,1a

Máteria seca raiz (%) 14,8±0,3a 11,7±0,3b 11,7±0,8b 13,8±0,5a

Matéria mineral folha (%) 82,9±0,8ab 82,6±0,5bc  81,9±0,8c 83,6±0,5a

Matéria mineral raiz (%) 50±1,1b 58,2±1,1a 62,6±4,6a 64,5±7,5a

Variáveis

Tratamentos
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diferentes (p<0.05) dos demais. As maiores médias foram encontradas nos 

tratamentos C1 e T2Fe.  

A porcentagem de matéria mineral das folhas após o período experimental 

demostrou uma diferença significativa entre os tratamentos, sendo as maiores médias 

encontradas nos tratamentos C1 e T2Fe. Quando analisamos os resultados referentes 

à matéria mineral da raiz, foi encontrada uma diferença estatística (p<0.05) apenas 

no tratamento controle C1.  

Não encontramos diferenças estatísticas entre os demais parâmetros 

avaliados: comprimento de raiz, número de folhas, distância entre nós, diâmetro do 

caule e matéria seca nas folhas nos tratamentos com soluções contendo Fe+2 (Tabela 

5. 

Os resultados obtidos nos tratamentos com Mn+2 estão apresentados na Tabela 

6, e os mesmos parâmetros do experimento com Fe+2 foram analisados. Os resultados 

indicam que a altura da planta, o peso da raiz, peso total da parte aérea, ganho de 

peso de biomassa, matéria seca da raiz e matéria mineral da raiz, diferiram 

significativamente (p<0.05) entre os tratamentos. 

Tabela 6 Efeito dos isolados endofíticos do gênero Aspergillus nos parâmetros 

relacionados à promoção de crescimento de mudas de A. grazielae, 30 dias após a 

inoculação, suplementadas com solução de Mn+2 300 mg.L-1 

Letras minúsculas iguas não diferem entre si pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade entre os controles e os 

tratamentos submetidos à suplementação com solução de ferro (T1Mn e T2Mn). 
 

Controle sem Fungo 

(C1)

Controle com Fungo 

(C2)

Mn sem fungo 

(T1Mn)

Mn com fungo 

(T2Mn)

Compomprimento da raiz (cm) 23±6,1a 22,7±4,6a 25±8,6a 20,5±6,3a

Número de folhas 10,8±1,1a 12±0,0 a 11±1,0a 10,9±1,5a

Distância ente nó (cm) 12,5±2,0a 11,6±2,8a 12,8±2,2a 11,3±2,4a

Diâmetro Caule (mm) 4,7±0,6a 4,5±0,6a 4,4±0,5a 4,9±0,6a

Altura da planta (cm) 37,1±1,4b 35±3,5b 40,9±3,3a 37,7±6,8a

Peso total da raiz (g) 12,8±0,5b 15,2±0,2a 9,9±1,3c 12,1±1b

Peso total da parte aérea (g) 63,1±0,9b 71,2±0,6a 61,8±4,9b 71,3±6,6b

Ganho peso de biomassa (g) 78,2±0,6b 85,2±0,6a 71,7±5,1b 84,4±7,4a

Máteria seca folha (%) 12,5±0,5a 13,4±0,3a 13,5±2,9a 13,5±16a

Máteria seca raiz (%) 14,8±0,3a 11,7±0,3b 11,5±1,9b 12,9±1,8a

Matéria mineral folha (%) 82,9±0,8a 82,6±0,5a 83,5±3,2a 82,3±2a

Matéria mineral raiz (%) 50±1,1b 58,2±1,1a 62,7±3,7a 58,5±4,4a

Variáveis

Tratamentos
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No que se refere à altura da planta, os melhores resultados obtidos foram nos 

tratamentos T1Mn e T2Mn, sendo significativamente superiores aos controles C1 e 

C2.  

Os valores das médias obtidas de peso total da raiz e da parte aérea 

apresentaram diferença entre os tratamentos, sendo que o tratamento C2 foi superior 

aos demais para estas variáveis. Comportamento semelhante foi obtido no ganho de 

peso de biomassa. Estes resultados indicam que a presença dos fungos no solo 

contribuiu para o ganho de biomassa das mudas de A. grazileae. 

 Em relação à matéria seca da raiz, o tratamento controle C1 e T2Mn foram 

significativamente diferentes de C2 e T1Mn. Os resultados relacionados a matéria 

mineral da raiz indicam um comportamento idêntico aos tratamentos com Fe+2, a 

presença dos isolados fúngicos e das regas com Mn+2 proporcionaram um acúmulo 

de matéria mineral nas raízes da planta. 

 Não verificamos influência dos fungos endofíticos no comportamento das 

mudas de A. grazileae frente às variáveis comprimento de raiz, número de folhas, 

distância entre nós, diâmetro do caule, matéria seca da folha e na matéria mineral da 

folha. 

Na Figura 4 apresentamos o enraizamento das mudas de A. grazielae 

submetidas aos tratamentos controles com e sem os isolados no solo (Figura 5A e 

5B) e os tratamentos com e sem os isolados no solo regados com solução de Fe+2 

(Figura 5C e 5D) e Mn+2 (Figura 5E e 5F). 
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Figura 5. Enraizamento das mudas de A. grazielae em solo inoculado com os três 

isolados de Aspergillus, suplementadas com soluções de Fe+2 e Mn+2 300 mg.L-1, e 

tratamentos controle 

 

Analisando o tratamento controle C2 (Figura 5B) com a presença dos isolados 

no solo, podemos observar que as raízes apresentaram maior desenvolvimento, 

quando comparadas com o tratamento controle C1 (Figura 5A), contribuindo para o 

maior ganho de peso. Comportamento semelhante pode ser observado entre os 

tratamentos T2 com isolados e tratados com solução de Fe+2 e o tratamento T1 com 

ausência dos isolados no solo e tratados com solução de Fe+2 (Figura 5D e 5C). 

O tratamento com solução de Mn+2 T2 (Figura 5F) apresentou raizes curtas e 

mais ramificadas quando comparadas ao tratamento T1 (Figura 5E). 

 De acordo com os resultados obtidos para EPC, os tratamentos controles com 

e sem a presença dos isolados endofíticos e ausência das regas com metais, 

apresentaram um incremento significativo de 8,7% no ganho de peso de biomassa 

das mudas de A. grazileae, enquanto que os tratamentos com soluções de metais na 

presença e na ausência dos isolados levaram a um aumento de 18,1% e 16,3% de 

ganho de peso de biomassa para as regas com Fe+2 e Mn+2, respectivamente.  
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Discussão 

Há um número crescente de evidências que indicam a importância dos fungos 

endofíticos no crescimento e adaptação das plantas ao ambiente. Sua existência e 

abundância foram reconhecidas há muito tempo, mas apenas recentemente, sua 

capacidade de acelerar o crescimento das plantas e proteger-las contra uma ampla 

variedade de fatores de estresse tem ganhado a atenção da comunidade científica 

(Kanchiswamy et al. 2015; Kauppinen et al. 2016; Rho et al. 2017).  

Neste estudo, das 17 mosfoespécies endofíticas isoladas, cinco cresceram em 

todas as concentrações de metais testadas, indicando a tolerâncias destas cepas 

endofíticas a determinadas concentrações de metais, um atributo importante para a 

sobrevivência de plantas em áreas impactadas por metais pesados (Zheng et al. 2015).  

Existem relatos do aumento da biomassa de plantas em sistemas contaminados com 

metais tóxicos (Deng et al. 2011; Li et al. 2012; Shen et al. 2013; Xu et al. 2015; 

Zhao et al. 2015).  

Fungos resistentes ou tolerantes a metais pesados possuem diferentes 

mecanismos fisiológicos e bioquímicos controlados por diferentes genes de 

resistência que atuam intracelular e extracelularmente para neutralizar sua toxicidade 

ou até mesmo compartimentalizar o metal pesado (Zhao et al. 2015). 

De acordo com o teste realizado para avaliar o índice de tolerância aos metais, 

três mosfoespécies endofíticas apresentaram bons resultados, e foram utilizadas para 

os testes em vasos com as mudas de A. grazielae.  Os fungos endofíticos foram 

identificados como Aspergillus udagawae, Aspergillus niger e Aspergillus sp11, com 

base nas características morfológicas e na sequência das regiões ITS e β_tubulina, 

que são usados como uma ferramenta para identificação de fungos (Ghimire et al. 

2011; Khan et al. 2015). 
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Segundo Heo et al. (2019), o gênero Aspergillus apresenta uma abundância 

relativamente alta quando comparado aos demais gêneros, justificando os resultados 

encontrados neste trabalho, onde observou-se alta frequência desde gênero tanto nas 

folhas como nas raízes das plantas de A. grazielae.   

Os endófiticos representam uma opção ecológica para a promoção de 

crescimento de plantas e diferentes espécies de Aspergillus têm demostrado o 

potencial deste grupo no crescimento vegetativo e na produção de metabólitos 

secundários biologicamente ativos como alcaloides, terpenóides, esteroides, 

quinonas, derivados de isocumarina, flavanóides, fenóis, ácidos fenólicos e peptídeos 

(Li et al., 2018; Zhao et al. 2010; Islam et al. 2013; Lubna et al. 2018; Khare et al. 

2018; Yoo et al. 2018).  

Entre os mecanismos envolvidos no crescimento de plantas, podemos 

destacar as moléculas de sideróforos que estão envolvidas no processo de quelação 

de ferro e que podem interagir com metais pesados, influenciando a mobilidade e 

absorção destes metais pela planta (Rajkumar et al. 2010; Karimzadeh et al. 2012).  

A sobrevivência dos isolados no meio sólido na presença dos metais e o 

aumento significativo de alguns dos parâmetros mensurados nas mudas de A. 

grazielae, indicam uma possível atuação dos sideróforos, podendo também ter 

relação ao local de coleta dos fungos endofíticos, pois a espécie vegetal está 

localizado junto a uma grande jazida de ferro e manganês. 

Pesquisas utilizando fungos do gênero Aspergillus sp. como promotores de 

crescimento de plantas tem aumentado nos últimos anos, no entando, não existe uma 

descrição detalhada dos mecanismos de ação, e preencher esta lacuna poderá auxiliar 

no aumento da produção agrícola e do nosso entendimento sobre as interações fungo-

planta (Hung et al. 2016). 
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As mudas de A. grazielae inoculadas com os isolados de Aspergillus, 

suplementadas com  solução de Fe+2 apresentaram aumento da altura, do peso da raiz 

e da parte aérea, no ganho de biomassa e na matéria mineral das folhas e raízes, 

enquanto que as plantas suplementadas com Mn+2 apresentaram aumento de altura, 

do peso da parte aérea, do ganho de biomassa e na matéria mineral das raízes. A 

presença dos isolados no solo onde as mudas de A. grazielae foram cultivadas 

proporcionou uma maior assimilação dos nutrientes disponiveis no solo. A 

concentração de 300 mg.L-1 de Fe+2 e Mn+2  não apresentou sinais de toxicidade para 

as mudas. 

Estudos realizados com diferentes espécies vegetais têm demostrado que outros 

gêneros de fungos endofíticos, além do Aspergillus são capazes de aumentar 

significativamente o crescimento das plantas. Essas contribuições são claramente 

observadas neste estudo, onde houve um maior progesso no desenvolvimento das 

mudas de A. grazielae.  Segundo Pandya & Saraf (2010) a utilização dos gêneros 

Penicillium sp. (S12B) e Aspergillus sp. (S11) proporcionou um aumento 

significativo no crescimento das plantas, quando comparados com outros isolados.  

Yadav et al. (2011) investigaram a atividade promotora de crescimento em 

plantas por fungos e moléculas de sideróforos produzidas por Aspergillus niger, 

Penicillium citrinum e Trichoderma harzianum, e constataram aumento no 

comprimento da parte aérea e das raízes do grão de bico (Cicer arietinum), enquanto 

Pandya et al. (2018) observaram um aumento nos valores médios da altura de plantas 

de grão-de-bico e arroz após inoculação de um isolado de Aspergillus sp. NFP7. Yoo 

et al. (2018) obtiveram resultados positivos em plantas de tomate após a inoculação 

de A. terreus JF27 nas sementes, enquanto que Patel et al. (2017) inocularam A. niger 
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PT1 e A. parasiticus PT6, duas espécies produtoras de sideróforos, em plantas de 

feijão mungo e obtiveram aumento do crescimento vegetativo. 

 Muitos fungos promotores de crescimento fornecem ferro às plantas por meio 

de sideróforos (Sharma et al. 2013), e algumas hipóteses prossíveis para explicar a 

ação conjunta dos metais e dos isolados de Aspergillus no aumento do fitness das 

mudas de A. grazileae pode ter relação com a produção desses sideróforos 

produzidos, além da capacidade de solubilização de fosfatos e da produção de 

fitormônios (Pandya et al. 2018), que  auxiliam a planta durante condições normais 

e nas condições de estresse, como alta salinidade, seca e temperaturas extremas 

(Khan et al. 2013).  

 Outras estratégias encontradas pelas plantas para colonizar solos contendo 

altas concentrações de metais pesados tem relação com a forma de 

adaptação/evolução para ocupação destes nichos (Jambon et al. 2018). A ativação de 

genes capazes de codificar múltiplas vias enzimáticas, estão relacionadas ao processo 

de exclusão de metais, ou a mecanismos de tolerâncias que permitem o acúmulo do 

metal pela planta (Milner et al. 2014). 

Uma maneira encontrada pelas plantas de A. grazielae para sobreviverem na 

região do maciço do Urucum, pode ter sido o desenvolvimento de uma relação 

simbiótica com fungos tolerantes a metais pesados, influencindo sua ocupação nesta 

área de mineração. A inoculação do hospedeiro com cepas resistentes pode resultar 

no crescimento das plantas em ambientes contaminados por metais (Pietro-Souza et 

al. 2017). A presença de contaminantes, como metais pesados, são parâmetros 

importantes na estruturação da comunidade fúngica (De Beeck et al. 2015; Ban et al., 

2015).  

As características dos microrganismos rizosféricos resistentes a metais 
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pesados ou relacionadas a promoção do crescimento das plantas podem levar a 

estratégias ecologicamente corretas e econômicas para a recuperação de solos 

poluídos por metais pesados. A exploração de microrganismos endofíticos com 

resistência a metais também é importante para as plantas hospedeiras, pois fornece 

nutrientes e metabólitos, aumentando a biodisponibilidade do metal na rizosfera das 

plantas (Rajkumar et al. 2010). O aumento resultante na absorção de traços de metal 

pelas plantas deve aumentar a eficácia dos processos de fitoextração do solo 

contaminado. As várias vias metabólicas empregadas pelos endofíticos os tornam 

recursos valiosos para a biorremediação de poluentes e biotransformação de 

substâncias orgânicas (Stepniewska & Kuzniar 2013). 

Conclusões 

O presente estudo revelou a capacidade dos isolados de Aspergillus crescerem 

em meio de cultura contendo soluções de Fe+2 e Mn+2, não apresentando toxicidade 

para o desenvolvimento das mudas de A. grazielae.  

A presença dos isolados foi capaz de promover o crescimento vegetativo das 

mudas, podendo ser bioestimuladores de crescimento, podendo assim, serem 

utilizados para uma agricultura sustentável, reduzindo os efeitos nocivos de 

compostos químicos tóxicos.  

Mais estudos são necessários para propor um método de preparação de uma 

bioformulação e revelar os mecanismos de promoção do crescimento das plantas 

pelos isolados de Aspergillus spp que através das metodologias de biologia molecular 

foram indentificados como Aspergillus udagawae e Aspergillus niger. Aspergillus 

sp11 foi enviado novamente para sequenciamento. 
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Conclusão Geral 

A abordagem pioneira deste trabalho para uma espécie endêmica em um sistema 

complexo e único como o Pantanal, é uma etapa para o reconhecimento da 

importância da preservação das áreas nativas deste valioso ecossistema. A região 

possui uma fonte substancial de comunidades endofíticas radiculares, que podem ser 

fundamentais para o sucesso de iniciativas de restauração de áreas antropizadas+.  

O gênero Aspergillus se mostrou mais tolerante aos metais testados do que o 

gênero Penicillium. Contudo, para fins de biorremediação, os isolados de Aspergillus 

não foram tão eficientes na remoção dos metais em meio líquido quanto o gênero 

Penicillium. 

O isolado do gênero Penicillium (CR1) performou como o mais eficiente para 

remoção de metais, principalmente de Fe+2, dentre todos os isolados testados, 

indicando que o mesmo apresenta um alto potencial para biorremediação para este 

metal. Tais resultados sugerem potencial aplicabilidade desta cepa para a remediação 

de solos e de recursos hídricos, contaminados com este mineral. 

Este estudo denota para a capacidade dos isolados de Aspergillus crescerem em 

meio de cultura contendo soluções de Fe+2 e Mn+2, não apresentando toxicidade para 

o desenvolvimento das mudas de A. grazielae. A presença dos isolados no solo foi 

capaz de promover o crescimento vegetativo das plantas, e assim, sua utilização pode 

corroborar para uma agricultura sustentável e consequentemente reduzir os efeitos 

nocivos de compostos químicos tóxicos.  

Para a utilização destes endofíticos em uma bioformulação, serão necessários 

estudos adicionais com definição de metodologias e melhor compreensão dos 

mecanismos envolvidos na promoção do crescimento destes isolados do gênero 

Aspergillus da espécie vegetal A. grazielae. 
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