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RESUMO 

A Caatinga, região exclusivamente brasileira, possui 47 unidades de conservação, 

entre estas, o Parque Nacional do Vale do Catimbau. O Parque é composto por 

inúmeras espécies endêmicas, entre elas, Mandevilla catimbauensis, uma espécie 

rara, pertencente à família Apocynaceae, e que está classificada como vulnerável à 

extinção. Os fungos endofíticos vivem no interior dos vegetais, sem lhes causar 

danos. Alguns endófitos possuem potencial para produzir substâncias bioativas 

como a enzima L-asparaginase. A L-asparaginase é utilizada no tratamento de 

diversos cânceres em humanos e outros animais. É também utilizada na indústria 

alimentícia para redução dos níveis de acrilamida dos alimentos. Pequisadores 

buscam fontes eucarióticas capazes de produzir L-asparaginase com menores 

efeitos colaterais. O objetivo desse estudo foi estimar a diversidade de fungos 

endofíticos presentes em M. catimbauensis e avaliar o potencial biotecnológico 

desses fungos na produção de L-asparaginase. Um total de 66 isolados foram 

obtidos e, a taxa de colonização dos fragmentos foi de 11,78%. As análises 

filogenéticas utilizando sequências de ITS e/ou LSU do DNAr revelaram a presença 

de sete ordens do filo Ascomycota. Um total de 18 táxons foi identificados. Os 

endófitos mais fequentemente isolados foram membros do gênero Phyllosticta 

(45,10%). A curva de acumulação de espécies não alcançou o ponto de 

estabilização. Uma nova espécie do gênero Phyllosticta foi descoberta, descrita e 

publicada como Phyllosticta catimbauensis. A produção de L-asparaginase foi 

estudada por 20 isolados. Um total de 14 fungos apresentou capacidade de produzir 

a enzima (0,48 U g-1 – 2,22 U g-1). A espécie P. catimbauensis exibiu capacidade 

significativa, e foi selecionada para realizar um planejamento fatorial 23. A melhor 

produção enzimática foi 2,25 U g-1, utilizando 1,5 g de L-asparagina, pH 5 e 1,5 g 

inóculo. Posteriormente, uma sequência experimental foi realizada e foi possível 

obter um aumento significativo na produção de L-asparaginase de 3,50 U g-1, 

utilizando 3,5 g de L-asparagina, pH 4,2 e 1 g de inóculo.  Esse é o primeiro estudo 

sobre os fungos endofíticos de M. catimbauensis e também da produção de L-

asparaginase por esses fungos. Essa pesquisa, poderá contribuir com o 

conhecimento da comunidade fúngica presente em M. catimbaunensis, além de 

auxiliar futuros estudos sobre a produção enzimática desses endófitos. 

Palavras-chaves: Asparaginase. Enzima. Caatinga. Planta endêmica.  



ABSTRACT 

The Caatinga, an exclusively Brazilian region, has 47 conservation units, among 

them, the Catimbau Valley National Park. The park is compound of numerous 

endemic species, including Mandevilla catimbauensis, a rare species belonging to 

the family Apocynaceae, which is classified as vulnerable to extinction. Endophytic 

fungi live inside the plants without causing them harm. Some endophytes have the 

potential to produce bioactive substances like the enzyme L-asparaginase. L-

asparaginase is used to treatment various cancers in humans and other animals. It is 

also used in the food industry to reduce the levels of acrylamide in food. Researchers 

pursue for eukaryotic sources capable of producing L-asparaginase with lower side 

effects. The aim of this study was to estimate the diversity of endophytic fungi present 

in M. catimbauensis and to evaluate the biotechnological potential of these fungi in 

the production of L-asparaginase. A total of 66 isolates were obtained and the rate of 

colonization of the fragments was 11.78%. Phylogenetic analyzes using ITS and / or 

LSU sequences of rDNA revealed the presence of seven orders of the Ascomycota 

phylum. A total of 18 taxa were identified. The most commonly isolated endophytes 

were members of the genus Phyllosticta (45.10%). The curve of species 

accumulation did not reach the point of stabilization. A new species of the genus 

Phyllosticta was discovered, described and published as Phyllosticta catimbauensis. 

The production of L-asparaginase was studied by 20 isolates. A total of 14 fungi were 

efficient to produce the enzyme (0,48 U g-1 – 2,22 U g-1). The species P. 

catimbauensis exhibited significant capacity and was selected to perform a factorial 

design 23. The best enzymatic production was 2,25 U g-1, using 1,5 g of L-

asparagine, pH 5 and 1,5 g inoculum . Subsequently, an experimental sequence was 

performed and a significant increase in L-asparaginase production of 3,50 U g-1 was 

obtained using 3,5 g of L-asparagine, pH 4,2 and 1 g of inoculum. This is the first 

study on the endophytic fungi of M. catimbauensis and also on the production of L-

asparaginase by these fungi. This research may contribute to the knowledge of the 

fungal community present in M. catimbaunensis, besides helping future studies on 

the enzymatic production of these endophytes. 

Key-words: Asparaginase. Enzyme. Caatinga. Endemic plant. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A Caatinga apresenta uma floresta sazonalmente seca que abrange a maior 

parte dos estados do Nordeste e uma parte do nordeste de Minas Gerais, abrigando 

espécies endêmicas de aves, mamíferos, peixes e vegetais, e demais espécies que 

garantem a importância da sua variada e marcante paisagem (LEAL et al., 2005; 

BEZERRA et al., 2013; CARLIXTO JUNIOR; DRUMOND, 2014). 

O Parque Nacional do Vale do Catimbau (PARNA) corresponde a uma das 

áreas de importância na Caatinga (ROCHA et al., 2010; VASCONCELOS; MELO, 

2016), possuindo uma exuberante paisagem natural, tem sua flora formada por um 

verdadeiro mosaico, sendo possível caracterizar várias fitofisionomias, como: 

caatinga arbustivo-arbórea; arbustiva com predominância de elementos de cerrado, 

vegetação arbistiva perenefólia, caducifólia e espinhosa (RODAL et al., 1998; SILVA 

et al., 2007). 

Pesquisas científicas estão sendo realizadas no Catimbau com objetivo de 

estimar a biodiversidade, identificar a quantidade de espécies endêmicas e reforçar 

a preservação desse local. Cerca de 56 espécies de plantas exclusivas da Caatinga 

são encontradas no Parque, entre elas merece destaque Mandevilla catimbauensis, 

uma espécie de planta rara pertencente à família Apocynaceae, que se sobressai 

por ser endêmica e enquadrar-se na categoria vulnerável à extinção (SOUZA-SILVA 

et al., 2010).  

Mandevilla Lindl. é considerado o maior gênero neotropical da família 

Apocynaceae (SIMÕES et al, 2007). No Brasil, foram reconhecidas 40 espécies 

pertencentes ao gênero Mandevilla, incluindo oito novidades taxonômicas (SALES et 

al. 2006; SOUZA-SILVA et al., 2010). Uma pesquisa realizada na região do 

semiárido brasileiro sobre a família Apocynaceae, incluiu 29 espécies nativas, 

destas, sete são endêmicas (SOUZA-SILVA et al., 2010). 

A maioria das plantas vasculares são relatadas abrigando micro-organismos 

endofíticos (KHIDIR et al., 2010; SURYANARAYANAN et al., 2011; CHANDRA, 

2012; LOPEZ et al., 2012). Os fungos endofíticos são definidos como aqueles que 

habitam o interior de tecidos e órgãos vegetais sem causar prejuízos ao seu 

hospedeiro e possuem imensa diversidade taxonômica (AZEVEDO; ARAÚJO, 2007; 

HYDE; SOYTONG, 2008; WHITE JR.; BACON, 2012). Estudos revelam que 
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espécies de fungos endofíticos apresentam uma diversidade de relações ecológicas 

com as plantas hospedeiras além de produzirem uma variedade de metabólitos 

(PEIXOTO-NETO et al., 2004). Desta forma, os endófítos têm demonstrado grande 

potencial para utilização em processos biotecnológicos e ambientais, com a 

existência de pesquisas que contribuem com o conhecimento da diversidade de 

fungos e descoberta de novas espécies (ESTRADA et al., 2012; SIQUEIRA et al., 

2008; BEZERRA et al., 2017). 

Ainda, destaca-se que os fungos endofíticos foram descritos como 

promissores na produção da enzima L-asparaginase por Theantana et al. (2007, 

2009) em estudo com plantas medicinais da Tailândia. A L-asparaginase (L-

asparagina amidohidrolase E.C.3.5.1.1) é uma enzima utilizada no tratamento de 

diversos cânceres em humanos (DEVI; AZMI, 2012; LOUREIRO, 2010) e outros 

animais (SCHLEIS et al., 2011), e também é utilizada na indústria alimentícia na 

redução de um composto cancerígeno e neurotóxico, a acrilamida (HENDRIKSEN et 

al., 2005; KUMAR et al., 2014).  

Essa enzima pode ser produzida por animais, plantas e micro-organismos, no 

entanto, os micro-organismos são considerados as melhores fontes de produção de 

L-asparaginase (KUMAR et al., 2013). Existem duas fontes clínicas conhecidas de L-

asparaginase de origem bacteriana (BURKHOLDER et al., 1953; DYE, 1969; 

SAMSON et al., 2005). Por ser de origem procariota, o uso prolongado dessa 

enzima pode causar serios efeitos colaterais, como hipersensibilidade, anafilaxia, 

problemas no fígado, pâncreas entre outros (AMENA et al., 2010). Estudos apontam 

que os micro-organismos eucarióticos podem produzir L-asparaginase com menores 

efeitos devido a semelhança nas estruturas celulares com as células humanas. 

(SARQUIS et al., 2004; LOREIRO et al., 2012).  

Nagarajan et al. (2014) verificaram que os fungos endofíticos Acremonium 

sp., Curvularia lunata e Fusarium sp., isolados de plantas na Índia, produziam L-

asparaginase. No Brasil, estudos verificaram a produção de L-asparaginase por 

fungos filamentosos (LOREIRO et al., 2012; SANTOS et al., 2015) e atualmente, 

existem poucos registros sobre a produção de L-asparaginase por fungos 

endofíticos de plantas da Caatinga (SANTOS et al., 2015; SILVA et al., 2018; 

PÁDUA et al., 2018). 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 CAATINGA 

 

A floresta tropical seca, no Brasil conhecida como Caatinga, apresenta 

características marcantes, clima semiárido semelhante a um deserto, que abriga em 

sua composição várias espécies endêmicas (LEAL et al., 2005). A Caatinga é o 

único bioma predominantemente brasileiro e também considerado o maior e mais 

importante da região Nordeste do Brasil. Possui uma extensão territorial de 

aproximadamente 850.000 km², ocupando parte dos estados do Piauí, Ceará, Rio 

Grande do Norte, Paraíba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e parte do estado 

de Minas Gerais (ALVES et al., 2009; CARLIXTO JUNIOR; DRUMOND, 2014). Sua 

área territorial é limitada a leste pela Floresta Atlântica, a oeste pela Floresta 

Amazônica e ao Sul, pelo Cerrado (LEAL et al., 2005; MMA, s.d.). 

A palavra Caatinga é de origem Tupi-Guarani e significa “mata branca”, em 

decorrência do aspecto esbranquiçado que a vegetação apresenta durante o 

período seco, momento em que a maioria das plantas perde suas folhas e os 

troncos tornam-se secos e esbranquiçados (PRADO, 2003; DRUMOND et al., 2012).  

A diversidade da comunidade vegetal é caracterizada por uma série de 

combinações entre variações microclimáticas e tipos edáficos, com dominância de 

uma vegetação arbustiva ou arbórea, apresentando diversos arbustos e árvores de 

pequeno porte, muitos dos quais apresentam microfilia, espinhos e características 

xerofíticas adaptadas para o déficit hídrico (PRADO, 2003; BARROS, 2003; LEAL et 

al., 2005).    

O bioma Caatinga destaca-se por apresentar características extremas: resiste 

a mais alta radiação solar e temperatura média anual, possui baixa nebulosidade, 

baixas taxas de umidade relativa, elevada evapotranspiração e principalmente 

precipitações baixas e irregulares (PRADO, 2003). Apresenta clima quente, do tipo 

Bsh (semiárido), e a precipitação média anual varia de 240 a 1500 mm (MMA, s.d). 

Cerca de 50% da região recebe menos de 750 mm de chuva, e outras áreas menos 

de 500 mm. As chuvas na Caatinga se concentram em três meses consecutivos, 

sendo o período de estação seca muito variável entre as diversas áreas do bioma 

(VELLOSO et al., 2002; PRADO, 2003). O total de chuva varia muito entre os anos, 
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em intervalos de 10-20 anos chegam a menos da metade da média (VELLOSO et 

al., 2002). A temperatura média anual varia de 20 a 28°C, diminuindo em altitudes 

acima de 500m nas chapadas e serras (MARACAJÁ; BENEVIDES, 2006; ALVES et 

al., 2009). 

As bacias hidrográficas na Caatinga apresentam regime sazonal e 

intermitente, reflexo da escassez e irregularidade das chuvas e da alta taxa de 

evaporação hídrica, no entanto, estas características não se aplicam a todos os rios 

da Caatinga, tendo em vista, que os rios São Francisco e Parnaíba são perenes 

(ROSA et al., 2003).  

A região da Caatinga possui riqueza de fauna e flora, além de inúmeras 

espécies endêmicas (ALVES et al., 2009). O percentual de endemismo varia de 7 a 

57% entre peixes, anfíbios, répteis, aves, mamíferos e plantas vasculares (LEAL et 

al., 2005). Além disso, a Caatinga é apontada como um bioma rico em recursos 

genéticos, dado a sua alta biodiversidade quando comparada a outras regiões 

semiáridas no mundo (PEREIRA JUNIOR et al., 2012). 

Apesar de sua composição estar bastante alterada, devido, sobretudo a ação 

antrópica, a Caatinga possui ainda alta variedade de tipos de vegetação, grande 

número de espécies, incluindo táxons raros e endêmicos, entre eles, 178 espécies 

de mamíferos, 177 de répteis, 591 de aves, 79 de anfíbios, 221 de abelhas e 241 de 

peixes (GIULIETTI et al., 2004; MMA, s.d.).  

Considerada a região semiárida mais povoada do mundo, a Caatinga é 

ocupada por cerca de 27 milhões de habitantes, em sua maioria carente, que 

utilizam os recursos naturais para a sua sobrevivência (HAUFF, 2010). A economia 

da região é sustentada pelas atividades realizadas com finalidades agrosilvopastoris 

e industriais, em especial nos ramos farmacêutico, químico, cosméticos e alimentos 

(MMA, s.d.). Atividades não sustentáveis resultantes da ação do homem, como 

agricultura de corte e queima, caça de animais, corte de madeira para lenha e a 

remoção contínua da vegetação para criação de pastos e animais, tem aumentado 

em larga escala, a degradação ambiental da Caatinga (LEAL et al., 2005; GARDA et 

al., 2018). 

O uso insustentável dos recursos naturais desse bioma tem ocasionado a 

perda de espécies endêmicas, a formação de núcleos de desertificação e a 

modificação de processos ecológicos, elevando a necessidade de estratégias de 

conservação da Caatinga (LEAL et al., 2007). No país, 62% das áreas que são 
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susceptíveis à desertificação estão localizadas na Caatinga (MMA, s.d.). Esse bioma 

brasileiro é considerado um dos mais degradados, estima-se que 45,3% de sua área 

total esteja modificada, e 52% sofre com problemas de degradação, colocando-o 

como o terceiro bioma mais alterado do Brasil, sendo superado apenas pelo Cerrado 

e a Mata Atlântica (AGEITEC, 2017).  

Devido à situação crítica em que se apresenta o bioma Caatinga, os mais 

diversos setores governamentais e não governamentais estão em estado de alerta 

em relação a degradação causada pela ação antrópica (VELLOSO et al., 2002; 

TABARELLI et al., 2018). Apenas 8,4% de sua região é protegida por unidades de 

conservação estaduais e federais, 3,9% deste percentual, distribuídos em 23 

unidades, correspondem as unidades de conservação federal (HAUFF, 2010; 

ICMBIO, 2017). Este bioma possui 47 unidades de conservação (LEAL et al., 2005), 

entre estas, o Parque Nacional do Catimbau (PARNA do Catimbau).  

 

2.1.1 Parque Nacional do Vale do Catimbau 

 

O Parque Nacional do Vale do Catimbau (PARNA DO CATIMBAU) foi criado 

através do Decreto 913/12 de 2002 e corresponde a uma das áreas de relevante 

importância na Caatinga (ROCHA et al., 2010). É uma Unidade de Conservação de 

Proteção Integral, sendo considerada uma área de extrema relevância biológica 

(MMA, 2002), por apresentar ambientes com vários tipos de vegetações e uma 

fauna e flora bastante peculiar (PEREIRA et al., 2009).  

O nome Catimbau foi derivado da serra do Catimbau, a qual está localizada 

no distrito do Catimbau, em Buíque (VASCONCELOS; MELO, 2016). O Parque 

possui uma extensão de 62.300 km², e ocupa parte dos municípios de Buíque, 

Ibimirim e Tupanatinga, no estado de Pernambuco (Figura 2), localizado numa 

região popularmente conhecida como Sertão do Moxotó (MELO, 2012). Sua criação 

teve por objetivo a preservação e conservação dos ecossistemas naturais, o que 

possibilita a realização de atividades de educação ambiental, turismo ecológico e 

pesquisas científicas (MMA, 2002; IBAMA, 2017). 
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Figura 1. Localização do Parque Nacional do Vale do Catimbau (PNC), Pernambuco, Brasil. 

 

Fonte: Melo (2012). 

 

A região do Parque caracteriza-se por apresentar solo pobre, altitude elevada 

variando entre 800 a 1.000 m, flora e fauna bastante exóticas, com presença de 

espécies endêmicas (CARVALHO et al., 2007). Apresenta clima predominantemente 

semiárido e precipitação média anual oscilando entre 650 a 1.100 mm, sendo o 

período de setembro a janeiro considerado o de menor precipitação, com 

temperatura média anual variando em torno de 23 ºC (MACHADO et al., 2013). 

A vegetação do Parque Nacional do Catimbau é composta por arbustos, 

árvores perenifólias e uma camada subarbustiva densa (SILVA et al., 2007). O 

Parque possui ainda espécies com ampla distribuição, pertencentes não só a 

Caatinga, mas também ao Cerrado, a Restinga e ao Campo rupestre. Apresenta 

vegetação diversificada, com diversas famílias como Cactaceae, Apocynaceae, 

Bromeliaceae, entre outras (RODAL et al., 1998). Cerca de 56 espécies de plantas 

exclusivas da Caatinga são encontradas no Parque, entre elas merece destaque a 

Mandevilla catimbauensis, uma espécie de planta rara pertencente à família 

Apocynaceae, que se sobressai por ser endêmica e enquadrar-se na categoria 

vulnerável à extinção (SOUZA-SILVA et al., 2010). 
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2.2 FAMÍLIA APOCYNACEAE (gênero Mandevilla) 
 

A família Apocynaceae é considerada uma das mais representativas do grupo 

das Angiospermas (MOROKAWA et al., 2013). Estima-se que existam cerca de 375 

gêneros e 5.000 espécies pertencentes à família Apocynaceae, com distribuição 

pantropical e algumas espécies em regiões temperadas (ENDRESS, 2004). No 

território brasileiro, é possível encontrar aproximadamente 85 gêneros e 950 

espécies, com ocorrência de 127 endêmicas para o bioma Caatinga (JUDD et al., 

2009).   

As Apocynaceae são caracterizadas pela presença de laticíferos e látex 

geralmente leitoso. Possuem folhas opostas, no entanto, por vezes espiraladas, 

coletéres comumente presentes na base do pecíolo. Flores frequentemente radiais e 

frutos expondo-se com frequência aos pares (JUDD et al., 2009). Além disso, 

apresentam mecanismos de apresentação secundária de pólen, o que aumenta a 

complexidade floral e o nível de especialização dos agentes polinizadores. A 

polinização nesta família é realizada por vários insetos, principalmente 

himenópteros, lepidópteros e dípteros (ALVINO et al., 2007). 

O gênero Mandevilla Lindley. compreende cerca de 150 espécies 

(LEEUWENBERG, 1994), sendo a maior parte com ocorrência em florestas secas e 

úmidas (WOODSON, 1933). É considerado o maior gênero neotropical da família 

Apocynaceae e teve sua descrição ampliada com a inclusão dos gêneros 

Macrosiphonia Müll.Arg., Quiotania Zaruqui e Telosiphonia (Woodson) Herinckson 

como sinônimos (SIMÕES et al., 2007). 

No Brasil, foram reconhecidas 40 espécies pertencentes ao gênero 

Mandevilla, incluindo oito novidades taxonômicas (SALES et al., 2006; SOUZA-

SILVA et al., 2010). Uma pesquisa realizada na região do semiárido brasileiro sobre 

a família Apocynaceae incluiu 29 espécies nativas, destas, sete são endêmicas 

(SOUZA-SILVA et al., 2010). As espécies desse gênero apresentam grande 

importância medicinal, devido à capacidade de produzir compostos químicos 

secundários, e por isso estão sendo bastante utilizadas na medicina moderna (DI 

STASI; HIMURA-LIMA, 2002). 
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2.2.1 Mandevilla catimbauensis 

 

A espécie Mandevilla catimbauensis foi descrita por Souza-Silva et al. (2010) 

em uma pesquisa sobre a família Apocynaceae realizada na região semi-árida 

brasileira. Essa espécie é uma planta endêmica do Parque Nacional do Catimbau, 

Serra de Jerusalém (8° 24’ 00” e 8°36´35” S, 37° 09´30’ e 37° 14´40’ O). 

Caracteriza-se por apresentar um entrelaçamento elíptico, folhas glabras, 

coriáceas e flores roxas, entre outras características (Figura 3). Através da 

observação dessas particularidades sua identificação torna-se mais fácil (SOUZA-

SILVA et al., 2010).  

 

Figura 2. Mandevilla catimbaunesis no Parque Nacional do Vale do Catimbau. 

Fonte: Acervo próprio 

 

Considerando ser a descoberta da Mandevilla catimbauensis relativamente 

recente, não existem outros estudos acerca da mesma, que pudessem expandir o 

conhecimento a respeito da espécie ou ainda indicar características como produção 

de metabólitos secundários, potencial medicinal, tampouco a presença de micro-

organismos endofíticos. Neste sentido, é impossível realizar neste momento uma 

descrição mais detalhada da espécie. 
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2.3 FUNGOS ENDOFÍTICOS 
 

O termo “Endófito” derivado do grego e utilizado por De Bary (1866) no século 

XIX, agrupava organismos que viviam dentro das plantas, ‘endo’ significa dentro e 

‘phyte’ significa planta (JALGAONWALA et al., 2011). Esse conceito inicialmente foi 

muito abrangente e incluía, além de fungos, bactérias, vírus, protistas e 

invertebrados que viviam dentro de vegetais (LÉVEILLÉ, 1846; WILSON, 1995). 

Segundo Petrini (1991), os endófitos habitam o interior dos vegetais, colonizam os 

tecidos sadios de raízes, caules, ramos, folhas e frutos, sem causar-lhes danos 

aparentes, nem produzindo estruturas externas visíveis (AZEVEDO et al., 2000; 

JOHRI, 2006).  

Os micro-organismos endofíticos são estudados por um ramo da ciência 

denominado endofitologia (UNTERSEHER et al., 2012). Esses micro-organismos 

vivem de maneira simbiótica com o vegetal em forma de micélio (no caso dos 

fungos). Assim, para se denominar fungo endofítico deve haver presença das hifas 

no tecido vivo (KAUL et al., 2012).  

É importante observar a diferença entre micro-organismo endofítico, epifítico 

(vivem na superfície de plantas) e fitopatógeno (causam doenças em plantas), pois 

muitas vezes, essa situação vai depender do estágio de interação do micro-

organismo com o hospedeiro (STROBEL et al., 2004; PATIL et al., 2015). Estudos 

relacionam os fungos endofíticos com diversos tipos de vegetais como, por exemplo, 

plantas de florestas tropicais (STROBEL, 2002), plantas herbáceas 

(TAECHOWISAN et al., 2003), plantas medicinais (HUANG et al., 2001), plantas 

cultivadas (MELNROY; KLOEPPER, 1995), plantas aquáticas (CHEN et al., 2003) e 

plantas de ambientes semiárido (BEZERRA et al., 2012; 2017; SILVA et al., 2018).  

A região geográfica pode interferir nos padrões de distribuição dos fungos 

endofíticos e essa interferência pode ser influenciada por características ecológicas, 

incluindo a composição botânica e as condições climatológicas (COLLADO et al., 

1999; SUN et al., 2012). De acordo com Hoffman e Arnold (2008), os micro-

organismos endofíticos de plantas de áreas desérticas podem sofrer forte seleção 

para atuar como generalistas e destacam que o benefício de colonizar o hospedeiro 

supera o custo da exposição prolongada ao calor intenso, radiação ultravioleta e 

dessecação.  
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A propagação dos endófitos pode ocorrer de maneira vertical, quando 

penetram no vegetal através das sementes ou pela raiz, e horizontal, quando entram 

através dos estômatos ou diretamente na parede celular utilizando estruturas de 

fixação e absorção, como os apressórios e haustórios (SAIKKONEM et al., 2004). A 

colonização de micro-organismos endofíticos ocorre em qualquer tecido ou órgão do 

vegetal, por via intracelular e limitada a poucas células, intercelular e localizada ou 

ainda inter e intracelular sistêmica (MARINHO et al., 2007).  

Geralmente são obtidos inúmeros isolados de um único vegetal e a partir 

deste único hospedeiro, pelo menos uma espécie apresenta-se como específica, 

confirmando o fato que os endofíticos são um componente importante da 

diversidade microbiana (TAN; ZOU, 2001; STROBEL; DAYSE, 2003). Para realizar a 

identificação dos endófitos é necessário seu isolamento em meios de cultura 

específicos, observação das estruturas macroscópicas e microscópicas, através da 

utilização de técnicas de microscopia ótica, além disso, também pode ser realizada 

uma detecção através de técnicas diretas de biologia molecular através da 

amplificação de DNA (SCHULZ; BOYLE, 2005).  

Pesquisas sobre fungos endofíticos de plantas de regiões secas e desérticas, 

destacaram o isolamento de espécies pigmentadas como as do gênero 

Cladosporium, Alternaria e Phoma (SURYANARAYANAN et al., 2005; SUN et al., 

2012). Os fungos pigmentados armazenam melanina na parede das suas células e 

esse acúmulo pode ser considerado como um mecanismo que lhes proporciona 

tolerância a estresses ambientais, tais como, radiação UV, resposta a defesa de 

plantas hospedeiras e animais contra a infecção fúngica (JACOBSON et al., 1995; 

KAWAMURA et al., 1997; REDMAN et al., 2002). Entretanto, a pesquisa realizada 

por Kawamura et al. (1997) indica que o acúmulo de melanina em algumas espécies 

de fungos, tais como Alternaria alternata e Magnaporthe grisea, pode ser um indício 

para a patogenicidade. 

Estudos apontam os fungos endofíticos como responsáveis pela produção de 

compostos bioativos, o que torna a utilização desses micro-organismos em 

processos biotecnológicos fundamentais (SPECIAN et al., 2015). Alguns compostos 

secundários, tais como alcaloides, terpenos, esteroides e compostos aromáticos, já 

foram descritos na literatura como sendo produzidos por fungos endofíticos, e 

conferem ao vegetal, proteção contra predadores, como ataques de herbívoros, 

além disso, algumas espécies já foram relatadas como produtoras de micotoxinas 
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(Fusarium e Aspergillus) (PORRAS-ALFARO; BAYMAN, 2011; SANTOS et al., 2015; 

SWETT et al., 2015).  

A produção de metabólitos secundários na natureza por micro-organismos 

endofíticos sofre influência de diversos fatores. O bioma no qual se encontram 

inseridos, pode influenciar as vias biogenéticas da produção de metabólitos 

secundários (SCHULZ et al., 2002). 

Segundo Strobel e Daisy (2003), os micro-organismos endofíticos são 

potenciais fontes de produção de antibióticos, e foram observados na inibição ou na 

eliminação de agentes causadores de doenças como bactérias, vírus, fungos e 

protozoários que acometem humanos e animais. Além disso, esses micro-

organismos são extremamente importantes na realização de processos de 

biotransformações (ADRIO; DEMAIN, 2003). 

De maneira geral, os micro-organismos, incluindo os fungos endofíticos, 

constituem uma valiosa fonte de substâncias de aplicação em diversas áreas. São 

utilizados na produção de antibióticos, antitumorais, imunossupressores, 

antiparasitários, vitaminas, pigmentos e enzimas (ADRIO, 2003; GUNATILAKA, 

2006). Além disso, os estudos sobre fungos endofíticos são indispensáveis para 

fornecer informações fundamentais para a avaliação da diversidade fúngica global e 

de distribuição, bem como para a descoberta de novas espécies que podem ser 

promissoras para estudos biotecnológicos (STONE et al., 2004; SIQUEIRA et al., 

2008). 

 

2.3.1 Importância ambiental e biotecnológica dos fungos 

endofíticos 

 

Os fungos endofíticos desempenham, através da interação com seus 

hospedeiros, importantes funções para saúde dos vegetais, como por exemplo, 

atuam no controle de fitopatógenos, protegem as plantas de insetos herbívoros, 

tornando-as mais resistentes a nematóides e outros animais (PEIXOTO NETO et al., 

2002; KAUL et al., 2012; NUR, 2016). 

Existem estudos relacionados com a química dos endófitos, no entanto, ainda 

são escassos, quando se observa a grande diversidade fúngica e a sua 
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especificidade na colonização de seus hospedeiros. O conhecimento das relações 

entre planta e micro-organismo, além de contribuir para a compreensão de 

processos químicos na ecologia, pode resultar na criação de novas fontes de 

substâncias de interesse industrial (SANTOS et al., 2008; PANSA et al., 2013; 

PIRES et al., 2015). Fungos endofíticos são potenciais fontes de bioprodutos que 

podem ser explorados na indústria, agricultura e medicina, além disso, apresentam 

enorme potencial de produzir substâncias bioativas (STROBEL; DAISY, 2003; 

CHAPLA et al., 2013).  

Pesquisas verificaram o potencial de fungos endofíticos no favorecimento do 

crescimento de plantas (HANADA et al., 2010; KHAN et al., 2012; WAQAS et al., 

2012). Estes, podem proporcionar um melhor desenvolvimento e crescimento mais 

acelerado das plantas através de mecanismos, embora não totalmente 

desvendados, mas evidenciados, pela produção de fitohormônios (PEIXOTO NETO 

et al., 2002, KAUL et al., 2012). Luz et al. (2006) observaram que fungos endofíticos 

promoveram o crescimento de mudas de maracujazeiro-amarelo e Silva et al. 

(2006), verificaram o potencial de fungos endofíticos em proporcionar o crescimento 

de mudas de pinha. No estudo de Hwang et al. (2011), o endófito Penicillium 

citrinum influenciou, no crescimento da planta Carex kobomugi de forma bem 

expressiva.  

Alguns fungos apresentam atividade antagonista e podem ser utilizados como 

agentes no biocontrole (OLIVEIRA et al., 2011). Além disso, podem melhorar a 

resistência das plantas às adversidades ambientais (CLAY, 1988; WOLOCK-

MADEJ; CLAY, 1991), promover uma maior resistência a doenças (CHEN et al., 

1994), aumentar a fixação de nitrogênio, melhorar a capacidade do hospedeiro em 

explorar habitats extremos como regiões quentes e secas, de pouca luz e baixa 

fertilidade do solo (TEIXEIRA et al., 2007).  

Num estudo sobre fungos endofíticos isolados da planta Baccharis 

dracunculifolia, Esteves et al. (2007) observaram que a riqueza desses micro-

organismos foi inversamente proporcional a riqueza de herbívoros na planta, e 

concluíram posteriormente, que alguns fungos poderiam estar produzindo toxinas, e 

que a ocorrência desse fato, evidencia à importância dos endófitos na defesa de 

determinados hospedeiros. As plantas, por sua vez, oferecem aos endófitos 

nutrientes e estrutura espacial, (FAETH; FAGAN, 2002), e até precursores para 

síntese de metabólitos (CLAY; SCHARDL, 2002).  
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Os fungos endofíticos são potenciais produtores de substâncias (metabólitos 

primários e secundários) de importância biotecnológica, considerados produtos 

naturais de utilidades medicinal, agrícola, industrial e farmacêutico. (SOUZA et al., 

2004; CHAPLA et al., 2013). Esses produtos naturais produzidos pelos fungos 

endofíticos, podem agir como antibióticos que inibem ou causam a morte de 

patógenos como bactérias, vírus, protozoários e até mesmo fungos que causam 

doenças ao homem e animais (STROBEL; DAYSI, 2003). 

Brakhage e Schroeckh (2010) avaliaram a grande diversidade de compostos 

bioativos produzidos por micro-organismos e concluíram que as linhagens mais 

produtoras pertenciam principalmente ao Reino Fungi. Pesquisa com fungos 

endofíticos, Pires et al. (2015) verificaram o potencial antibacteriano de fungos 

isolados de plantas da Caatinga, e observaram que dos 60 endófitos testados, 21 

apresentaram atividade antagônica contra bactérias causadoras de doenças ao 

homem. 

Estudos relatam também os fungos endofíticos como produtores de enzimas 

de grande importância industrial (BEZERRA et al., 2012; CHANDRA, 2012; 

BEZERRA et al., 2015). A capacidade de produzir enzimas extracelulares por fungos 

endofíticos foi verificada no estudo de Cuzzi et al. (2011). Bezerra et al. (2012), 

verificaram o potencial de produção de enzimas por isolados de Opuntia ficus-indica, 

e relataram a capacidade desses fungos em produzir as enzimas celulase, 

pectinase, protease e xilanase. Em outro estudo, Bezerra et al. (2015), também 

constataram produção de celulase, protease, xilanase e lipase por fungos isolados 

da planta Bauhinia forficata. Enquanto que, Bischoff et al. (2009), verificaram 

elevada atividade enzimática de xilanase no endófito Acremonium zeae. 

A relação dos fungos endofíticos com as plantas hospedeiras e 

consequentemente a produção de enzimas, desperta um interesse por parte das 

indústrias para sua utilização na produção de alimentos, bebidas, medicamentos, 

detergentes, indústria têxtil e de couro (WENZEL et al., 2013). Em estudos com 

biorremediação, Moura et al. (2015), avaliaram o potencial de fungos endofiticos de 

folhas de amoreira (Morus nigra) na biorremediação de corante têxtil e relataram que 

os isolados testados possuem capacidade de degradar corante têxtil, sugerindo os 

fungos endofíticos como uma alternativa para o tratamento destes poluentes.  

Diversos produtos naturais obtidos de fungos endofíticos podem se tornar 

fármacos inovadores contra muitas doenças (JIANG; AN, 2000). O taxol é um 
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poderoso anticancerígeno, isolado inicialmente do endófito Taxomyces andreanae, 

associado à planta Taxus brevifolia e utilizado no combate a diversos tipos de 

câncer (STIERLE et al., 1993). Os fungos endofíticos também têm sido relatados 

como produtores da enzima L-asparaginase (KALYANASUNDARAM et al., 2015; 

THEANTANA et al., 2007; 2009). Silva et al. (2018) estudaram não só a riqueza dos 

dos fungos endofíticos de Tillandsia catimbauensis, planta endêmica da Caatinga, 

como também o potencial biotecnológico desses fungos para produzir a enzima L-

asparaginase.   

 

2.4 A ENZIMA L-ASPARAGINASE 
  

As enzimas são proteínas biologicamente sintetizadas, algumas vezes, 

usadas como medicamentos, que otimizam uma determinada reação de forma 

eficiente e específica em um determinado substrato (AVRAMIS; TIWARI, 2006).  

A L-asparaginase (L-asparagina amidohidrolase E.C. 3.5.1.1) é uma enzima 

utilizada como catalisador na reação de hidrólise do aminoácido L-asparagina 

resultando em ácido aspártico e amônia (Figura 1) (THEANTANA et al., 2009). Pode 

ser produzida por animais, plantas e micro-organismos, no entanto, os micro-

organismos são considerados as melhores fontes de produção desta enzima. 

(KUMAR et al., 2013) 

 

Figura 3. Reação química catalisada pela enzima L-Asparaginase. 

 

Fonte: Roth (2011). 

 

As enzimas originadas a partir de micro-organismos são consideradas as 

fontes enzimáticas mais promissoras para as indústrias, uma vez que, em curto 

prazo, podem ser produzidas em grandes proporções, possuem tempos de gerações 
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reduzidos e o processo de manipulação genética pode ser mais facilmente realizado. 

O setor industrial busca novas fontes microbianas para produção de diferentes 

enzimas que atendam as exigências de pernancerem ativas, estáveis e ausentes de 

toxicidade (ANBU et al., 2015).  

A L-asparaginase possui grande aplicação na indústria farmacêutica e 

alimentícia (CACHUMBA et al., 2016). Além disso, possui utilidades clínicas na 

medicina veterinária e pode ser utilizada também como biossensores em 

diagnósticos (BATOOL et al., 2016; SCHLEIS et al., 2011). 

 

2.4.1 Importância da L-asparaginase para a indústria farmacêutica 

 

A L-asparaginase foi descoberta em 1953 como droga antitumoral e 

introduzida na década de 1960 em atendimento clínico (KIDD, 1953; MALONEY et 

al., 2010). No tratamento quimioterápico, a enzima age na remoção da L-asparagina 

do sangue, privando as células tumorais, controlando, assim, o crescimento do 

tumor de forma eficaz, uma vez que é um aminoácido essencial para proliferação de 

células malignas (CHOW; TING, 2014).  

Os mais importantes compostos antitumorais usados no tratamento do câncer 

são produzidos microbiologicamente (DEMAIN, 1999; MORAIS et al., 2014; 

SPECIAN et al.,2014). A L-asparaginase é utilizada como agente anticancerígeno 

para o tratamento da leucemia linfoblástica aguda (LLA) (VERNA et al., 2007) e 

também é aplicada no tratamento da leucemia linfocítica crônica, leucemia 

mielocítica aguda, doença de Hodgkin, melanossarcoma, reticulossarcoma e 

tratamento linfossarcoma (LOUREIRO, 2010; DEVI; AZMI, 2012).  

Através da enzima L-asparagina sintetase o aminoácido L-asparagina pode 

ser produzido no interior das células, e pode também ser absorvido externamente 

(corpo disponibiliza as suas células). As células cancerígenas necessitam de 

grandes quantidades de asparagina para atender o seu rápido crescimento 

(TRIVEDI; PADALIA, 2016), essas células são deficientes na produção de 

aminoácidos, logo, necessitam de associação extracelular para sintetizar proteínas. 

O mecanismo de ação da enzima L-asparaginase leva a perda de asparagina 

extracelular, o que inibe a síntese de proteínas, acarretando a morte das células 

neoplásicas (KEATING et al., 1993; GUILLEME et al., 2013). As células saudáveis 
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não são atingidas, pois produzem asparagina através da L-asparagina sintetase 

presente em quantidades suficientes (NARTA et al., 2007). 

Existem duas fontes clínicas conhecidas de L-asparaginase de origem 

bacteriana, Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi, conhecida também por 

Pectobacterium chrysanthemi, Dickeya chrysanthemi e Erwinia caratovora 

(BURKHOLDER et al., 1953; DYE, 1969; SAMSON et al., 2005), ambas dão origem 

aos três tipos de asparaginases que são usadas para o tratamento da leucemia 

linfoblástica aguda (LLA), duas derivadas de E. coli, asparaginase peguilado 

(polietilenoglicol [PEG] - asparaginase: Oncaspar; Sigma-Tau Pharmaceuticals) e 

asparaginase nativa (asparaginase de E. coli: Kidrolase; EUSA Pharma Oxford; 

Reino Unido; Elspar; Ovation Pharmaceuticals; Deerfield; Illinois; Crasnitin; Bayer 

AG; Leverku-sem; Alemanha; Leunase; Sanofi-Aventis; Paris; França; Asparaginase 

Medac; Kyowa Hakko; Tóquio; Japão), e uma derivada de Erwinia chrysanthemi a 

Erwinia asparaginase (Erwinase; EUSA Pharma; Oxford; Reino Unido) ou 

crisantaspase (DUVAL et al., 2002; PIETERS et al., 2011; RIZZARI et al., 2013). 

Uma quarta preparação de E. coli asparaginase recombinante foi 

desenvolvida, essa foi projetada para ter a mesma sequência de aminoácidos de 

Asparaginase Medac, com dados iniciais baseados num perfil de eficiência e 

toxicidade comparável aqueles das outras asparaginases de E. coli (PIETERS et al., 

2011). Além disso, uma asparaginase encapsulada em glóbulos vermelhos tem sido 

proposta como uma nova abordagem para manter a atividade enzimática, enquanto 

reduz a formação de anticorpos antiasparaginase (BACHET et al., 2015). Estudo 

pré-clínico de uma forma peguilada de Erwinia asparaginase recombinante está em 

desenvolvimento (PIETERS et al., 2011). 

Apesar da produção dessa enzima vir de fonte procariota e possuir 

mecanismos de ação e efeitos tóxicos semelhantes, as propriedades 

farmacocinéticas são diferentes, podendo gerar resistência em diferentes tipos de 

pacientes (NARTA et al., 2007).  

Assim, com a administração prolongada da L-asparaginase, alguns anticorpos 

são produzidos no corpo, provocando efeitos como choque anafilático ou 

neutralização da eficácia do fármaco (AMENA et al., 2010). Outros efeitos adversos 

já relatados da L-asparaginase são pancreatite, hipercoagubilidade, disfunção 

hepática, diabetes, leucopenia, reações alérgicas e hipersensibilidade, este último, é 

o mais frequentemente relatado (DEANGELO et al., 2015; SHRIVASTAVA, et al. 
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2016; MARINHO et al., 2017). Por isso, há uma necessidade por parte dos 

pesquisadores de encontrar novas fontes que produzam L-asparaginase com 

menores efeitos colaterais, rendimento elevado e baixo custo (AMENA et al., 2010). 

Estudos apontam que os micro-organismos eucarióticos podem produzir L-

asparaginase com menores efeitos adversos (SARQUIS et al., 2004; LOUREIRO et 

al., 2012).  

A L-asparaginase é vendida comercialmente no Brasil sob o nome de Elspar® 

da Merck, originada a partir de E. coli, e Erwinase da Speywood®. As duas possuem 

o mesmo mecanismo de ação e toxicidade, diferindo nas propriedades 

farmacocinéticas. Quando utilizadas por longo prazo, podem causar 

hipersensibilidade, levando a reações alérgicas e até anafilaxia (DUVAL et al., 2002; 

VERNA et al., 2007). 

Em 2010, o fármaco teve a fabricação suspensa no Brasil e, segundo os 

médicos, a falta dele comprometeu o tratamento de muitos pacientes, já que o seu 

uso é importante nas primeiras quatro semanas de tratamento. Nesse mesmo ano, o 

Governo Federal recorreu à importação do medicamento, onde cada caixa contendo 

um frasco-ampola (10 mL) custava aproximadamente U$100,00. A fabricação foi 

reestabelecida e em 2012, o Ministério da Saúde investiu aproximadamente R$ 17 

mil para compra deste medicamento (PORTAL DA TRANSPARÊNCIA, 2012). 

Atualmente no Brasil, nenhuma indústria de medicamentos possui o registro e o 

certificado de Boas Práticas de Fabricação para a produção de L-asparaginase 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). 

Devido ao potencial de sua aplicação no tratamento do câncer, a demanda 

por L-asparaginase tende a aumentar. Deste modo, é indispensável buscar outras 

fontes de produção desta enzima com intuito de aumentar a disponibilidade do 

medicamento à população e diminuir os diversos efeitos colaterais ocasionados pela 

utilização dessa substância quando administrada por longos períodos (PEDRESCHI 

et al., 2008). 
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2.4.1.1 Importância da L-asparaginase como fármaco para medicina 

veterinária 

 

Na medicina veterinária o uso de L-asparaginase na quimioterapia de animais 

domésticos é bastante comum. Ela é indicada para o tratamento de caninos e felinos 

com leucemias linfoides e linfossarcomas, e sua administração geralmente é 

associada a outros fármacos, como corticosteroides e alcaloides (SCHLEIS et al., 

2011). 

O diagnóstico preciso é realizado através amostras citológicas obtidas por 

Punção Aspirativa com Agulha Fina (PAAF) e/ou de exames histopatológicos de 

tecidos biopsiados, no entanto, para um diagnóstico mais preciso e de melhor 

compreensão a respeito do comportamento biológico tumoral, recomenda-se a 

utilização de técnicas moleculares (DICKINSON, 2008). 

A toxicidade devido ao uso contínuo da L-asparaginase mais comumente 

vista em pacientes veterinários é uma reação de hipersensibilidade, embora possa 

aparecer outros efeitos colaterais. Os animais afetados geralmente apresentam 

vômito, diarreia, urticária, edema, prurido, dispneia, agitação, hipotensão, e 

raramente colapso (CHUN et al., 2007). 

 

2.4.2 Importância para a indústria alimentícia 

 

A procura pela enzima L-asparaginase na indústria alimentícia tende a 

aumentar, pois seu uso ajuda a reduzir os níveis de acrilamida dos alimentos 

termicamente processados (KUMAR et al., 2013). A acrilamida é uma substância 

química considerada potencialmente cancerígena e neurotóxica para os seres 

humanos, havendo casos de sintomas como formigamento nos pés e nas mãos e 

até paralisia (HENDRIKSEN et al., 2005; KUMAR et al., 2014). Esta substância pode 

estar presente em elevadas concentrações em alimentos fritos e cozidos, 

particularmente nos enriquecidos em carboidratos. Por ser um composto químico 

presente em alimentos populares e de alto consumo, se faz necessário um 

monitoramento e controle (ZUO et al., 2015).  
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A ação carcinogênica da acrilamida atinge os seres humanos e também os 

animais. Estes podem ser vítimas através de suas rações, que podem conter 

acrilamida e aminas heterocíclicas, ambos compostos carcinogênicos, formados a 

partir do processamento comercial de rações animais (AYVAZ et al., 2015; SILVA, 

2015). 

O processo de formação de acrilamida é atribuído a temperaturas elevadas, 

resultado das reações de Maillard, que por sua vez, são essenciais para produção 

de sabor, cor e aroma desejável. Os elementos básicos para a reação de Mailard 

são os açúcares redutores como frutose e glicose, e os aminoácidos, como a 

asparagina, no caso da batata (PEDRESCHI et al., 2008). 

Segundo Hendriksen et al. (2009), o emprego da enzima L-asparaginase (L-

asparagine amidohydrolase, E.C. 3.5.1.1) viabiliza uma possibilidade para redução 

de acrilamida nos alimentos. Existem vários produtos como pães, batatas fritas, 

biscoitos, cereais e café, nos quais, a formação de acrilamida pode ser reduzida pela 

utilização da enzima L-asparaginase (KORNBRUST et al., 2010). A L-asparaginase 

é capaz de reduzir por hidrólise o nível de asparagina livre, sem prejudicar os outros 

aminoácidos, de forma, a remover um dos precursores essenciais para formação de 

acrilamida, limitando assim, o impacto nas características finais dos alimentos 

(HENDRIKSEN et al., 2009). 

Atualmente são comercializados dois produtos utilizados para reduzir o nível 

de acrilamida nos alimentos, o Acrylaway® da Novozymes A/S e o PreventASeTM da 

DSM, ambos produzidos a partir dos fungos filamentosos Aspergillus oryzae e 

Aspergillus niger, respectivamente (KRISHNAKUMAR; VISVANATHAN, 2014; XU et 

al., 2016). O Acrylaway® é um produto líquido que age reduzindo a formação de 

acrilamida em diversos alimentos como biscoito, batata-frita, cereais e café 

(NOVOZYMES, 2013), e o PreventASeTM atua diminuindo em até 90% a formação 

de acrilamida em pães, sem influenciar no sabor e textura, convertendo a 

asparagina em ácido aspártico (DSM, 2018).  

Em uma pesquisa realizada sobre a eficiência da L-asparaginase na 

diminuição da formação de acrilamida para um produto de batata, Zyzak et al. (2003) 

observaram que um pré-tratamento com a enzima reduziu quase 100% a formação 

de acrilamida e comprovaram que a via principal para formação desse composto 

está ligada ao aminoácido asparagina. Kumar et al. (2013), relataram que a L-

asparaginase produzida por Cladosporium sp. reduziu a formação de acrilamida 
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durante o processo de fabricação de pães, não afetando suas propriedades físico-

sensoriais. 

 

2.4.3 Importância da L-asparaginase como biossensor 

 

O desenvolvimento de biossensores com a finalidade de analisar os níveis de 

asparagina em diagnóstico da leucemia, ou ainda, os elevados níveis desse 

aminoácido na indústria alimentar, é uma outra aplicação da L-asparaginase 

(VERMA et al., 2012). 

Diversas técnicas de espectrometrias são utilizadas para detecção dessa 

enzima, no entanto, a maioria possui um custo elevado, o que torna menos favorável 

sua utilização (BATOOL et al., 2016). Alguns estudos têm testado o uso de 

biossensores na detecção de asparagina por ser uma tecnologia rápida, de 

confiança e com um custo mais acessível, além de ser de fácil manuseio e capaz de 

identificar a asparagina tanto em amostras de alimentos, como em soro humano 

(KOTZIA; LABROU, 2011; VERMA et al., 2013).   

 
2.4.4. Produção de L-asparaginase 
 

O sistema de produção enzimática é composto basicamente por duas etapas 

principais: a produção através da utilização de um micro-organismo e a purificação 

da proteína de interesse. Em geral, a produção enzimática é realizada, 

principalmente, por fermentação submersa (LOPES et al., 2017). Entretanto, em 

alguns casos, a fermentação em estado sólido também é aplicada, por envolver uma 

matriz sólida que pode ser uma fonte de nutrientes, todo o processo ser realizado na 

ausência de água, além do risco de contaminação ser reduzido (ABHA, 2006; 

CAVALCANTI et al., 2018). 

A técnica mais utilizada para produção de L-asparaginase é a fermentação 

submersa, por seu meio de cultivo possuir características que favorecem um alto 

rendimento e qualidade. Nessa técnica, não há necessidade de um pré tratamento 

do substrato, os parâmetros do processo (pH, temperatura e etc.) são mais 

acessíveis, além de suportar a presença de micro-organismos geneticamente 

modificados e possuir o processo de purificação mais simples (SUBRAMANIYAM; 
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VIMALA, 2012). Entretanto, podem surgir algumas desvantagens como: maior gasto 

de energia (agitação/aeração), risco de contaminação, maior custo de produção, e 

muitas vezes, geração de resíduos difíceis de eliminar (VIMAL; KUMAR, 2017). 

Algumas pesquisas já utilizaram a fermentação em estado sólido para produção de 

L-asparaginase (SARQUIS et al., 2004; PATRO; GUPTA, 2012; THAKUR et al., 

2013; KUMAR; MANONMANI, 2013; VARALAKSHMI; RAJU, 2013; BEDAIWY et al., 

2016). 

Durante a produção da enzima em escala industrial, diversos fatores devem 

ser cuidadosamente avaliados e considerados para obter como produto final, um 

composto de alto rendimento e viabilidade econômica. As principais variáveis a 

serem consideradas para produção da L-asparaginase por micro-organismos são: 

pH, temperatura, fontes de carbono e nitrogênio, aeração, período de fermentação e 

principalmente o agente microbiano (GURUNATHAN; SAHADEVAN, 2011). 

Diversos meios de cultura estão sendo estudados para a produção da L-

asparaginase. A glicose representa a fonte de carbono mais utilizada, enquanto as 

fontes de nitrogênio podem ser consideradas, um dos fatores mais importantes e 

determinantes no meio (FARAG et al., 2015). 

Algumas etapas realizadas posteriormente ao processo de produção são: 

centrifugação, filtração, cromatografia extração líquido-líquido e precipitação da 

proteína. Para o setor industrial, a purificação através da precipitação de proteínas 

pode ser uma técnica bastante interessante, por ser de baixo custo, ter alto 

rendimento e ter a possibilidade de poder reutilizar o precipitado. O agente 

precipitante pode ser recuperado ao final do processo, evitando com isso, um 

posterior dano ambiental (LOPES et al., 2017). 

Logo após o processo de produção enzimática realizado pelo micro-

organismo de interesse, é desempenhada a etapa de purificação da proteína. As 

etapas de extração e purificação são fundamentais na produção e são também as 

que geram maior custo ao processo. É necessário controle rigoroso durante todas as 

etapas, para que haja alto nível de pureza no produto final, uma vez que a enzima é 

produzida intracelularmente pela maioria dos micro-organismos, e no momento da 

extração as organelas e outras moléculas do interior do micro-organismo virão 

juntamente com a enzima, podendo ocasionar reações imunológicas aos pacientes 

(CACHUMBA et al., 2016). 
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Outra técnica de grande relevância no processo de produção enzimática é a 

purificação realizada por cromatografia. Essa técnica é utilizada para garantir o alto 

grau de pureza da enzima, e pode ser realizada através de troca iônica, exclusão 

molecular por tamanho e por afinidade (LOPES et al., 2017). 

Tendo em vista à grande relevância da enzima L-asparaginase para algumas 

indústrias, novas estratégias de produção no setor farmacêutico e alimentício são 

necessárias para suprir a procura desta enzima. A busca alternativa por novas 

fontes de produção de L-asparaginase através de micro-organismos eucarióticos 

pode conduzir a descoberta de uma enzima com efeitos colaterais reduzidos 

(SARQUIS et al., 2004; LOUREIRO et al., 2012).  

 

 

 

2.5 L-ASPARAGAGINASE PRODUZIDA POR FUNGOS ENDOFÍTICOS 

 

De maneira geral, os fungos possuem ampla aplicabilidade nas indústrias por 

produzirem inúmeros compostos como antibióticos, pesticidas, vitaminas, pigmentos, 

além de produzirem enzimas utilizadas na produção de bebidas, clarificação de 

sucos, produção de papel, biorremediação de ambientes contaminados, fabricação 

de medicamentos, entre outros (MACIEL et al., 2014; SILVA et. al., 2017; SILVA 

LISBOA et. al., 2017). 

Diversos estudos vêm relatando a produção da enzima L-asparaginase por 

fungos endofíticos. Theantana et al. (2009), num estudo realizado com plantas 

medicinais da Tailândia, constataram que os principais gêneros produtores dessa 

enzima foram Colletotrichum, Fusarium, Penicillium, Eupenicillium e Tallaromyces. 

Nagarajan et al. (2014), verificaram que diferentes fungos endofíticos isolados de 

plantas na Índia como Acremonium sp., Alternaria sp., Aspergillus sp., Chaetomium 

sp., Cladosporium cladosporioides, Curvularia lunata, Fusarium sp., Pestalotiopsis 

sp., Phomopsis sp. e Torulomyces sp. produziam L-asparaginase.  

Estudando o potencial de produção de L-asparaginase de fungos endofíticos 

isolados de plantas com propriedades anticancerígenas, Chow e Ting (2014) 

relataram que 25 morfotipos produziram L-asparaginase, sendo 19 destes 

identificados como prováveis espécies do gênero Fusarium, Colletotrichum, Phoma e 
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Penicillium. Santos et al. (2015) observaram que as espécies de fungos endofíticos 

Aspergillus flavus (URM 6887), A. japonicus (URM 6872), A. parasiticus (URM 6868), 

A. sydowii (URM 6866), Fusarium oxysporum (URM 6815), Gibberella fujikuroi var. 

fujikuroi (URM 6816) e Penicillium brevicompactum (URM 6833) isolados de Cereus 

jamacaru produzem uma quantidade significativa da enzima. Silva et al. (2018), 

verificaram a produção da enzima por espécies de Penicillium e Talaromyces, e 

realizaram a otimização parcial da produção da L-asparaginase com a espécie mais 

promissora. Pádua et al. (2018), estudaram a diversidade de fungos endofíticos de 

uma planta medicinal da floresta tropical seca do Brasil e testaram a produção de L-

asparaginase, o isolado do gênero Diaporthe apresentou melhor resultado quanto a 

produção enzimática. 

 

 

3. OBJETIVOS 
 

3.1. GERAL 

 

Avaliar o potencial biotecnológico na produção da enzima L-asparaginase por 

fungos endofíticos isolados de Mandevilla catimbauensis do Parque Nacional do 

Vale do Catimbau e estimar a diversidade desses fungos.  

  

3.2. ESPECÍFICOS 

 

- Isolar e purificar fungos endofíticos de tecidos sadios de M. catimbauensis;  

- Verificar a taxa de colonização dos fragmentos da folha de M. catimbauensis; 

- Identificar por taxonomia morfológica e molecular os fungos endofíticos; 

- Realizar a análise filogenética da comunidade de fungos endofíticos; 

- Estimar a frequência e diversidade de espécies de fungos endofíticos; 

- Avaliar o potencial dos isolados endofíticos quanto a produção da enzima L- 

asparaginase através de fermentação submersa; 

- Determinar as melhores condições de produção da L-asparaginase pelo endófito 

mais promissor. 
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Resumo 
 
A comunidade de fungos endofíticos de folhas de 20 indivíduos de Mandevilla 
catimbauensis do Parque Nacional do Vale do Catimbau no Brasil foi estudada, e um 
total de 66 isolados foram obtidos. A taxa de colonização dos fragmentos foi de 
11,78%. As sequências de ITS e LSU do DNAr revelaram que os isolados 
pertencem a sete ordens do filo Ascomycota (Pleosporales, Diaporthales, 
Mycosphaerellales, Botryosphaeriales, Capnodiales, Phacidiales e Eurotiales). Um 
total de 18 espécies foram identificadas pertencentes aos seguintes gêneros: 
Phaeophleospora, Phyllosticta, Pseudofusicoccum, Alternaria, Diaporthe, 
Pyrenochaeta, Cladosporium, Paraconiothyrium, Talaromyces, Preussia, 
Pseudocercosporella, e uma incluída na família Tympanidaceae. Os endófitos mais 
fequentemente isolados foram membros do gênero Phyllosticta (45,10%). Quatro 
gêneros (Phaeophleospora, Cladosporium, Paraconiothyrium e Preussia) 
apresentaram baixa frequência (1,96%) e foram considerados como isolamentos 
raros. A curva de acumulação de espécies não alcançou o ponto de estabilização, e 
o esforço de amostragem não foi suficiente para recuperar toda riqueza estimada. A 
riqueza total de fungos endofíticos foi de 18 táxons, a diversidade total dos endófitos 
com base no índice de Shannon variou de 0,64 a 1,91 e o valor total utilizando o 
índice de Fisher alfa variou de 1,0 a 5,37. Este estudo é o primeiro relato de fungos 
endofíticos de M. catimbauensis. Além disso, essa pesquisa contribuiu para 
catalagar a descoberta de uma nova espécie de fungo endofítico Phyllosticta 
catimbauensis. 
 
Palavras-chave: Ascomycota, endófitos, espécies fúngicas, riqueza.   
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Introdução 
 

Uma das florestas tropicais secas do Brasil, conhecida como Caatinga, 

abrange a maior parte dos estados da região Nordeste do país e uma pequena parte 

ao norte da região Sudoeste, abrigando diversas espécies de plantas, animais e 

micro-organismos (Leal et al. 2005; Cruz, et al. 2013, 2017). Esta região, apesar da 

frágil conservação ambiental, possui regiões de proteção federal tais como, o 

Parque Nacional do Vale do Catimbau, que corresponde a uma área de Unidade de 

Conservação de Proteção Integral do bioma Caatinga. Considerado o segundo 

maior parque arqueológico do Brasil, possui uma área de extrema relevância 

biológica (Rocha et al. 2010), por abrigar diversas espécies de plantas endêmicas e 

exclusivas, dentre elas Mandevilla catimbauensis, espécie rara e classificada como 

vulnerável a extinção (Judd et al. 2009; Souza-Silva et al. 2010). 

O gênero Mandevilla Lindl. é considerado o maior gênero neotropical da 

família Apocynaceae (Simões et al. 2004). No Brasil, foram reconhecidas 40 

espécies pertencentes a esse gênero, incluindo oito novidades taxonômicas (Sales 

et al. 2006; Souza-Silva et al. 2010). Uma pesquisa realizada na região do semiárido 

brasileiro sobre a família Apocynaceae incluiu 29 espécies nativas, das quais, sete 

são endêmicas (Souza-Silva et al. 2010). Espécies desse gênero apresentam 

grande importância medicinal devido à capacidade de produzir compostos químicos 

secundários, e por isso estão sendo utilizadas na medicina tradicional (Di Stasi e 

Himura-Lima 2002). 

Micro-organismos endofíticos são principalmente fungos e bactérias que 

habitam o interior dos tecidos vegetais sadios, sem causar danos ou sintomas à 

planta hospedeira (Stone et al. 2000; Chow e Ting 2015). Dentre esses micro-

organismos, os fungos são os mais frequentemente encontrados associados aos 

vegetais e em diversos estudos já foram relatados desempenhando papéis 

essenciais no desenvolvimento de várias espécies de plantas, como por exemplo, no 

controle biológico de fitopatógenos e insetos herbívoros, proteção de temperaturas 

extremas e radiação UV (Fernandes et al. 2015; Bezerra et al. 2016).  

Estudos de fungos endofíticos têm sido mais explorados em florestas 

tropicais úmidas e temperadas, entretanto, trabalhos realizados em ambientes 

áridos, semiáridos e/ou desérticos, tais como a floresta tropical seca brasileira 

(Caatinga) vêm ganhando dimensões pelo fato de desvendar uma grande riqueza de 
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espécies, além de contribuir e catalogar novidades taxonômicas (Banerjee 2009; 

Bezerra et al. 2012, 2013, 2016; Freire et al. 2015; Pires et al. 2015; Pádua et al. 

2018; Silva et al. 2018). 

Fungos endofíticos produzem uma diversidade de substâncias bioativas que 

aceleram o crescimento das plantas, além disso, podem produzir compostos com 

função anticancerígena e antibacteriana de interesse para indústria farmacêutica. 

Também existem relatos da utilização desses endófitos na biorremediação de 

ambientes contaminados e na produção de biocombustíveis (Gunatilaka 2006; 

Massimo et al. 2015).  

O aproveitamento dos fungos endofíticos em diversos processos tem 

despertado interesse de pesquisadores na utilização desses micro-organismos em 

estudos em diferentes regiões do Brasil e do mundo, com o intuito de fornecer 

informações essenciais a respeito da biodiversidade e aumentar o conhecimento 

acerca da sua distribuição geográfica, além de tentar esclarecer as relações 

ecológicas entre esses organismos e seus hospedeiros (Bezerra et al. 2013; Santos 

et al. 2015). 

A dinâmica da interação entre fungo endofítico e planta hospedeira de 

ambiente seco vem sendo estudada com maior frequência nos últimos anos, porém 

ainda não foi totalmente esclarecida. Estudos sobre diversidade de fungos 

endofíticos realizados na Caatinga apontam o filo Ascomycota com o maior número 

de endófitos, seguidos por Basidiomycota e Mucoromycota (Maia et al. 2015). A 

maioria dos trabalhos publicados sobre fungos endofíticos da Caatinga são 

relacionados às plantas da família Cactaceae (Bezerra et al. 2013, 2016; Freire et al. 

2015), mas também existem estudos da comunidade de fungos endofíticos 

associadas a folhas de Indigofera suffruticosa Miller (Fabaceae) (Santos et al. 2015), 

folhas de Tillandsia catimbauensis (Bromeliaceae) (Silva et al. 2018) e folhas de 

Myracrodruon urundeuva (Anacardiaceae) (Pádua et al. 2018). 

Baseando-se nesse panorama de crescentes estudos sobre a comunidade 

de fungos endofíticos em áreas de Caatinga e a necessidade de buscar estratégias 

de conservação desse bioma, o presente estudo teve como objetivo estudar a 

microbiota endofítica fúngica associadas a folhas de M. catimbauensis em área da 

floresta tropical seca brasileira, protegida no Parque Nacional do Vale do Catimbau, 

e elucidar a diversidade das espécies endofíticas através de análises filogenéticas 
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utilizando sequências de parte das regiões ITS e LSU do DNAr e análises 

morfológicas das colônias.    

 

Material e Métodos 

Área de estudo 

A coleta do material vegetal foi realizada no Parque Nacional do Catimbau 

(8° 24’ 00” e 8°36´35” S, 37° 09´30’ e 37° 14´40’ O), uma área de conservação da 

Caatinga que possui aproximadamente 623 km2 de extensão. Situada na região 

semiárida do estado de Pernambuco, Brasil, apresenta um clima do tipo Bsh (semi-

árido), com temperaturas médias anuais de 23º C e precipitação média de 650 a 

1.100 mm ao ano, sendo os meses de maio e novembro o mais chuvoso, e o mais 

seco, respectivamente. O parque também apresenta uma vegetação heterogênea, 

com quatro fitofisionomias distintas, a saber: campos rupestres, vegetação florestal 

perenifólia, caatinga arbustiva e vegetação arbustiva perenifólia (Köppen 1948; 

Rodal et al. 1998; Melo 2012). A coleta foi realizada no mês de maio de 2015, após 

um dos maiores períodos de seca dos útimos 50 anos. O pedido de autorização de 

coleta foi registrado no ICMBio com o número 48492-1. 

 

Material vegetal 

Folhas de cerca de 7 cm foram coletadas aleatoriamente de 20 indivíduos de 

M. catimbauensis, acondicionadas em embalagens plásticas e transportadas ao 

Laboratório de Microbiologia, Tecnologia Enzimática e Bioprodutos, da Central 

Analítica da Unidade Acadêmica de Garanhuns (UAG), Universidade Federal Rural 

de Pernambuco e processadas em 24 horas. Um exemplar exsicata de M. 

catimbauensis está depositado no Herbário UFP - Geraldo Mariz da Universidade 

Federal de Pernambuco sob o registro de número 81.210.   

 

Isolamento de fungos endofíticos 

Para isolamento de fungos endofíticos as folhas foram processadas como 

descrito por Bezerra et al. (2015). As folhas coletadas foram lavadas em água 

corrente e em seguida imersas em etanol 70% durante 60 s, hipoclorito de sódio (2-

2,5% de cloro ativo) por 180 s, etanol 70% durante 30 s, e posteriormente foram 

então lavadas três vezes em água destilada e esterilizada. Após esse procedimento, 

o material vegetal foi cortado com o auxílio de um bisturi, em fragmentos de cerca de 
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1cm2 e inoculados em placas de Petri contendo o meio de cultura batata-dextrose-

ágar (BDA) suplementado com cloranfenicol (100 mg/L) e tetraciclina (50 mg/L) para 

restringir o crescimento bacteriano. As placas foram incubadas a 28 ± 2 °C por até 

30 dias, em fotoperíodo natural. Para verificar a eficácia da assepsia da superfície, 1 

mL de água da última lavagem foi semeada em placas de Petri contendo o mesmo 

meio, e incubadas sob as mesmas condições. Os endófitos foram isolados, 

purificados e mantidos em BDA para identificação taxonômica.  

Culturas representativas de fungos endofíticos estão depositadas na 

Coleção de Culturas – Micoteca URM (filiada ao World Directory of Collections of 

Culture of Microrganisms - WFCC nº 604) da Universidade Federal de Pernambuco, 

Recife, Brasil (www.ufpe.br/micoteca).  

 

Extração de DNA, PCR e sequenciamento 

A extração e amplificação de fragmentos do DNA dos isolados foram 

realizados no Laboratório de Biologia Molecular do Departamento de Micologia, 

Centro de Biociências, UFPE. A extração do DNA genômico dos isolados foi 

realizada utilizando o kit de purificação de DNA genômico Wizard® (Promega, EUA), 

seguindo as instruções do fabricante e com algumas modificações de acordo com 

Bezerra et al. (2017). Foram utilizados os primers ITS1 e ITS4 (White et al. 1990), 

para amplificar parte da região ITS do DNAr, e os primers LR1 e LR5 (Van Tuinen et 

al. 1998) para parte da região LSU. Os parâmetros para amplificação e as 

concentrações dos reagentes (dNTPs, cloreto de magnésio, Taq DNA polimerase e 

tampão de reação) foram realizados de acordo com Bezerra et al. (2017). Os 

produtos amplificados foram purificados utilizando o kit de purificação “PureLink PCR 

Purification Kit” (Invitrogen, Lituania) e encaminhados para sequenciamento na 

Plataforma Multiusuária de Sequenciamento e Expressão Gênica do Centro de 

Biociências da UFPE. 

 

Análises filogenéticas 

Foram realizadas pesquisas utilizando a ferramenta BLASTn do banco de 

dados do GenBank no NCBI, para verificar as relações filogenéticas associadas as 

sequências de DNAr de ITS e LSU. Após essa primeira busca, sequências similares 

de ITS depositadas no banco de dados foram selecionadas e alinhadas com as 

sequências de estudo para verificar as relações evolutivas com base na análise de 
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Inferência Bayesiana (IB). O programa MAFFT on-line (Katoh e Standley 2013) foi 

usado para realizar o alinhamento, e o software MEGA v. 7.0 (Kumar et al. 2016) foi 

utilizado para o ajuste das sequências. A IB foi conduzida pelo programa MrBayes 

3.1.2 (Ronquist e Huelsenbeck 2003) lançado a partir do Topali 2.5 (Milne et al. 

2004) usando duas corridas de 1 x 106 gerações com um valor de 25%. O modelo de 

substituição de nucleotídeos foi calculado através da ferramenta on-line Findmodel 

(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/findmodel/findmodel.html), que sugeriu 

modelo Jukes-Cantor (JC). A árvore obtida foi visualizada com TreeView v. 1.6.6 

(Figtree, 2018). 

 

Taxa de colonização e frequência absoluta e relativa 

A taxa de colonização (TC%) foi calculada pela razão entre o número de 

fragmentos com crescimento fúngico (Nf) e o número total de fragmentos (Nt) 

(FI=Nf/Nt X 100) (Araújo et al. 2002), além disso, a frequência absoluta (FA) de 

isolamento foi calculada como sendo o número de vezes que cada táxon foi isolado 

da planta e a frequência relativa (FR) foi calculada como sendo o número de 

isolados de uma espécie dividido pelo total do número de isolados (FR = FA/Nt X 

100) (Larran et al. 2002). 

 

Análise de dados ecológicos 

A estrutura da comunidade de fungos endofíticos foi estimada através da 

riqueza de espécies (S) e os índices de diversidade de Shannon-Wiener (H’) e 

Fisher alfa. A riqueza foi determinada como sendo o número de espécies em cada 

amostra e o índice de diversidade de Shannon-Wiener (H’) calculado com base na 

equação H’ = −Σ (Pi ln(Pi)), onde Pi = ni/N, ni = número de isolados endofíticos da 

espécie i, N = número total de isolados endofíticos de todas as espécies (Shannon-

Weaver 1949), e por fim, os valores de H’ foram convertidos em Exp (H’). O índice 

de Fisher alfa foi calculado baseado na equação S = α*ln (l + n/α), onde S é o 

número de taxa, n é o número de isolados, e α é o alfa de Fisher (Fisher et al. 1943). 

A curva de acumulação de espécies foi determinada, e a riqueza total observada foi 

comparada com a riqueza estimada usando o Chao de primeira ordem (índice Chao 

1) para avaliar a eficiência do esforço de amostragem. Todas as análises foram 

realizadas utilizando o software R v.3.5.0 (R Development Core Team 2018) usando 
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os pacotes ‘agricolae’ (Mendiburu 2017), ‘vegan’ (Oksanen et al. 2018) e ‘iNEXT’ 

(Hsieh et al. 2018).   

 

Resultados 

Um total de 20 indivíduos (560 fragmentos de folhas) de M. catimbauensis 

foram utilizados para o isolamento dos fungos endofíticos, e 66 endófitos foram 

obtidos. A taxa de colonização dos fragmentos pelos fungos endofíticos foi de 

11,78%. Os isolados foram agrupados através das características morfológicas 

(macro e microscópicas) e em seguida, submetidos a extração de DNA, amplificação 

e análises das sequências de DNAr das regiões ITS e LSU. Buscas por sequências 

similares usando a ferramenta Blastn do banco de dados GenBank do NCBI foram 

realizadas e as sequências de espécies fúngicas que apresentaram similaridade 

com as sequências dos isolados de M. catimbauensis foram listadas na tabela 1 e 

foram utilizadas na construção da árvore filogenética. 

 

Tabela 1. Sequências que apresentaram alta similaridade com as sequências dos isolados de M. 

catimbauensis após busca no banco de dados GenBank. 

Identificação por 
Gênero 

Identificação do 
fungo por Blast 

LSU Ident
. 

ITS Ident
. 

Identificação Final 

Alternaria A. alternata KP124449 99% KP12429
8 

100
% 

Alternaria alternata 
complexo 

 A. arborescens KP124554 100
% 

KP12440
1 

99%  

 A. gaisen KC584275 99% KC58419
7 

99%  

Cladosporium C. cladosporioides AY386195 100
% 

NR_1198
39 

100
% 

Cladosporium 
cladosporioides 

complexo 
 C. tenuissimum  100

% 
HM14819

7 
100
% 

 

Diaporthe D. acaciarum   KP00446
0 

99% D. acaciarum 

 D. anacardii   KC34302
4 

99% D. anacardii 

 D. brasiliensis   KC34304
2 

100
% 

Diaporthe sp. 

 D. caatingaensis KY085932 100
% 

KY08592
8 

100
% 

D. caatingaensis 

 Diaporthe cf. 
heveae 

  KJ463815 99% D. heveae 

 Diaporthe 
inconspicua 

  KC34312
4 

99% Diaporthe sp. 

Collophorina C. africana GQ154609 83% GQ15457
0 

86% Tympanidaceae incerte  
sedis 

 C. capensis GQ154610 85% GQ15457
3 

89%  
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 C. hispanica   NR_1116
80 

85%  

 C. paarla GQ154611 87% NR_1197
49 

87%  

Paraconiothyrium P. thysanolaenae KP744496 100
% 

NR_1556
46 

99% P. thysanolaenae 

Phaeophleospora P. eucalypticola KX228318 99% NR_1451
23 

99% P. eucalypticola 

 P. 
hymenocallidicola 

KR476772 100
% 

KR47673
9 

100
% 

P. hymenocallidicola 

Phyllosticta P. capitalensis KF766336 100
% 

FJ538319 100
% 

P. capitalensis 

 P. catimbauensis MF466163 100
% 

MF46616
0 

100
% 

P. catimbauensis 

Preussia P. persica GQ292752 98% GQ29275
0 

98% Preussia sp. 

 P. minima AY510391 91% AY51042
6 

98% Preussia sp. 

Pseudocercospore
lla 

P. bakeri KX288463 98% KX28730
6 

98% Pseudocercosporella 
sp. 

 P. bidentis KF421120 99% KF42111
4 

99% Pseudocercosporella 
sp. 

Pseudofusicoccu
m 

P. stromaticum DQ377931 100
% 

KF76622
3 

99% P. stromaticum 

Pyrenochaeta P. protearum JQ044453 99% JQ04443
4 

99% Pyrenochaeta sp. 

 P. unguis-hominis LN907372 98% LT726715 99%  

Talaromyces T. borbonicus   NR_1575
02 

99% T. borbonicus 

 T. helicus FJ430763 94% AF03339
6 

93%  

 

 

Através do conjunto de informações morfológicas e moleculares dos isolados 

fúngicos, foi possível identificar a presença de endófitos pertencentes a sete ordens 

do filo Ascomycota (Pleosporales, Diaporthales, Mycosphaerellales, 

Botryosphaeriales, Capnodiales, Phacidiales e Eurotiales).  

A análise filogenética através de Inferência Bayesiana mostrou que as 

sequências se agruparam em clados distintos, com probabilidade superior a 94%, 

sendo possível identificar a maioria dos isolados até nível de probabilidade (Figura 

1).  
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Figura 1. Árvore de Inferência Bayesiana obtida das sequências de ITS DNAr de fungos endofíticos 

isolados de folhas da M. catimbauensis da floresta tropical seca brasileira (Caatinga). Earliella 

scabrosa (URM 7788) foi usado como grupo externo. Foram considerados valores de probabilidade 

acima de 50% e posteriores de BI acima de 0,80 são mostrados nos nós. 

 

Analisando a árvore filogenética, foi possível observar a existência de 18 

táxons (Tabela 2) distribuídas nos seguintes gêneros: Phaeophleospora, 

Phyllosticta, Pseudofusicoccum, Alternaria, Diaporthe, Pyrenochaeta, Cladosporium, 

Paraconiothyrium, Talaromyces, Preussia, Pseudocercosporella, e uma incluída na 

família Tympanidaceae. Os fungos endofíticos mais frequentemente isolados 

pertencem ao gênero Phyllosticta (45,10%), e Diaporthe foi considerado o segundo 

gênero mais frequente (11,76%). Outros quatro gêneros (Phaeophleospora, 

Cladosporium, Paraconiothyrium e Preussia) apresentaram baixa frequência (um ou 

dois isolados) e foram considerados como isolamentos raros. 

 

Tabela 2.  Frequência absoluta (Fa) e frequência relativa (Fr) das espécies fungos endofíticos 

isoladas de Mandevilla catimbauensis, planta endêmica do Parque Nacional do Vale do Catimbau. 

Fungos endofíticos  Fa Fr(%) 

Alternaria alternata (complexo) 3 5,88 

Cladosporium cladosporioides (complexo) 2 3,92 

Diaporthe sp.2 (heveae) 1 1,96 

Diaporthe sp.3 (anacardii) 1 1,96 

Diaporthe sp.4 (caatingaensis) 1 1.96 

Diaporthe sp.5  1 1,96 

Diaporthe sp1. (acaciarum) 2 3,92 

P haeophleospora hymenocallidicola 1 1,96 

Paraconiothyrium thysanolaena 1 1,96 

Phaeophleospora eucalypticola 1 1,96 

Phyllosticta capitalensis 14 27,45 

Phyllosticta catimbauensis 9 17,65 

Preussia sp. 1 1,96 

Pseudocercosporella sp.  3 5,88 

Pseudofusicoccum stromaticum 3 5,88 
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Pyrenochaeta sp. 1 1,96 

Talaromyces borbonicus 5 9,8 

Tympanidaceae incertae sedis 1 1,96 

 

 

A curva de acumulação de espécies não atingiu o ponto de estabilização, e o 

esforço de amostragem não foi suficiente para recuperar toda riqueza estimada, 

usando o índice Chao (Chao 1) (Figura 2). Observando a curva de acumulação, é 

possível verificar que mesmo duplicando o número de amostras (indivíduos de M. 

catimbauensis), não seria possível representar toda a riqueza esperada para M. 

catimbauensis, ou seja, a amostragem não foi exaustiva. Entretanto, vale ressaltar 

que por se tratar de uma espécie de planta ameaçada de extinção, a realização de 

novas coletas para obtenção de um esforço amostral maior ficaria inviável.  

A riqueza total de fungos endofíticos foi de 18 espécies e a riqueza estimada 

por indivíduo de M. catimbauensis, variou 1 a 7 espécies, com uma média de 1,9. A 

diversidade total de fungos endofíticos com base no índice de Shannon variou de 

0,64 a 1,91 nas amostras, com uma média de 0,56. Já o valor total utilizando o 

índice de Fisher variou de 1,0 a 5,37, e a média foi de 3,26. Pode-se verificar com os 

resultados obtidos, que o método utilizado subestimou a diversidade de endófitos. 

Entre os endófitos isolados de M. catimbauensis, constatou-se a presença 

de algumas leveduras, entretanto, não foi possível concluir sua identificação, pois 

não houve crescimento posterior em meio de cultura, impossibilitando o cultivo. 
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Figura 2. Curva de acumulação de espécies de fungos endofíticos isolados de Mandevilla 

catimbauuensis, planta endêmica da floresta tropical seca do Brasil. 

 
 
Discussão 
 

Durante muitos anos, os estudos de fungos endofíticos se concentravam, na 

maior parte, em plantas de regiões temperadas e florestas tropicais (Rodrigues e 

Petrini 1997; Arnold e Lutzoni 2007; Azevedo e Araújo 2007; Lima et al. 2013). No 

entanto, esse cenário tem sofrido mudanças e várias pesquisas estão sendo 

desenvolvidas com fungos endofíticos de plantas de ambientes áridos, revelando 

uma grande diversidade desses micro-organismos incluindo novidades taxonômicas 

(Murali et al. 2007; Khidir et al. 2010; Bezerra et al. 2012, 2013, 2017; Lopez et al. 

2012; Zhou et al. 2015, Crous et al. 2017; Pádua et al. 2018; Silva et al. 2018). 

Existe na literatura, alguns registros de fungos endofíticos relacionado as 

plantas da família Apocynaceae (Rodrigues et al. 2005; Huang et al. 2007b; Nithya e 

Muthumary 2011; Kuriakose et al. 2016; Venieraki et al. 2017). Palem et al. (2015), 

isolaram fungos endofíticos de caule, folhas, pétalas de flor e pedicelo de 

Catharanthus roseus (Apocynaceae), e obtiveram um total de 22 isolados. Na 

pesquisa de Yin e Sun (2011), um total de 10 fungos endofíticos foi isolado de 

raízes, caules e folhas de Vinca minor (Apocynaceae). Huang et al. (2007a) isolaram 

fungos de folhas e caules de Nerium oleander (Apocynaceae) e obtiveram um total 

de 42 isolados, destes, 20 foram isolados das folhas. Resultado superior foi 

verificado no presente estudo, no qual, foi possível isolar 66 fungos endofíticos de 

folhas de M. catimbauensis (Apocynaceae).  
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Em um estudo sobre a diversidade de fungos endofíticos de diferentes 

tecidos de Bauhinia forficata (Fabaceae) realizado por Bezerra et al. (2015), 95 

endófitos foram isolados, dos quais, 18 foram obtidos do tecido das folhas. Sun et al. 

(2008), isolaram fungos de diferentes tecidos vegetais e constataram maior número 

de isolados endofíticos nos galhos, do que nas folhas das seis plantas estudadas 

(Eucommia ulmoides, Forsythia suspense, F. giraldiana, F. ovata, Berberis poiretii, 

Rhus potanini). Singh et al. (2017) também isolaram fungos de diferentes tecidos de 

Tectona grandis (Lamiaceae), e obtiveram nas folhas a maior diversidade de fungos 

endofíticos.  

A maioria dos fungos endofíticos isolados no presente estudo foi pigmentado 

(Phyllosticta, Cladosporium, Alternaria, Pseudofusicoccum, etc). Os pigmentos 

produzidos pelos fungos (melanina, carotenoides) podem conferir ao vegetal, 

tolerância a condições adversas, proteção contra estresses, radiação UV, impacto 

ambiental e patogenicidade (Khidir et al. 2010; Gupta et al. 2015). Além disso, 

quando esses fungos estão associados as raízes, podem auxiliar as plantas na 

absorção de água (Barrow et al. 2007). Os fungos pigmentados foram isolados em 

estudos com várias espécies de plantas de ambientes áridos (Gehlot et al. 2008; 

Bezerra et al. 2013; Massimo et al. 2015).  

Gêneros como Phyllosticta, Diaporthe (Phomopsis), Colletotrichum, já foram 

isolados como os mais frequentes endófitos de folhas de diversas espécies de 

plantas tropicais (Suryanarayanan et al. 2001; Murali et al. 2007; Sing et al. 2017). 

Suryanarayanan et al. (2002), estudaram a ocorrência e a distribuição de fungos 

endofíticos de florestas tropicais e observaram que os gêneros mais frequentemente 

isolados foram Colletotrichum, Phyllosticta e Phomopsis.  Semelhante ao estudo 

citado anteriormente, o gênero mais frequentemente isolado durante essa pesquisa 

foi Phyllosticta, seguido de Diaporthe. Sing et al. 2017, verificaram que o gênero 

mais frequente no isolamento de Tectona grandis (Lamiaceae) foi Diaporthe, e 

Phomopsis longicolla foi a espécie mais frequente. Diferindo dos estudos anteriores, 

Bezerra et al. (2012) e Freire et al. (2015) estudaram uma espécie de Cactaceae da 

Caatinga, não recuperaram espécies relacionadas aos gêneros citados. 

De acordo Imbrahim et al. (2017), a taxa de colonização dos fungos 

endofíticos das folhas de árvores decíduas tendem a ser alta (80% a 100%). A taxa 

de colonização das folhas de M. catimbauensis foi considerada baixa (11,78%), 

quando comparada ao estudo de Zhou et al. (2015), que isolaram fungos endofíticos 
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de diferentes plantas de ambiente geotérmico, e obtiveram uma taxa de colonização 

fúngica variando entre as seis espécies vegetais testadas de 43,75% a 75,63%. O 

fato da taxa de colonização dos fragmentos de folhas de M.  catimbauensis ter sido 

considerada baixa pode ser devido a presença de látex na composição do vegetal. O 

látex de algumas plantas da família Apocynaceae já foi descrito na literatura com 

ação antitumoral e antifúngica (SOUSA et al., 2010). 

Nascimento et al. (2015), obtiveram uma taxa de colonização de 32,1% em 

folhas de Calotropis procera. Pádua et al. (2018), verificaram que a taxa de 

colonização de Myracrodruon urundeuva na Caatinga (10,41%) foi inferior a 

encontrada nos Brejos de Altidude (39,58%). Na pesquisa de Pieterse et al. (2018), 

fungos endofíticos de plantas da África do Sul apresentaram uma taxa de 

colonização de 52,6%.  

Alguns autores afirmam que a diversidade de fungos endofíticos nos 

vegetais pode ser influenciada por diversos fatores, como o tipo e a idade dos 

tecidos vegetais, mudanças climáticas, relação entre fungo-planta hospedeira e etc. 

(Nascimento et al. 2015; Koide et al. 2017). Isso pode explicar a diferença na 

quantidade de fungos encontrados nas folhas de M. catimbauensis, quando 

comparada a de outras pesquisas. 

No presente estudo, foi possível identificar isolados pertencentes a três 

classes, Eurotiomycetes, Sordariomycetes e Dothideomycetes. Resultado 

semelhante foi encontrado na pesquisa de Huang et al. (2016), onde isolaram 

fungos pertencentes as três classes anteriormente citadas, além de Leotiomycetes e 

Pezizomycetes. Doust et al. (2017) obtiveram dominância de isolados pertencentes 

a Dothideomycetes e Sordariomycetes, evidenciando um resultado similar ao 

encontrado neste estudo.  

A curva de acumulação obtida no presente estudo mostrou que a 

comunidade de fungos endofíticos não foi recuperada em sua totalidade, e que o 

ponto de estabilização não foi alcançado. Semelhantemente a esse estudo, algumas 

pesquisas com fungos endofíticos de plantas de ambientes diversos, incluindo a 

floresta tropical seca, não conseguiram recuparar a totalidade dos fungos endofíticos 

(Murali et al. 2007; Bezerra et al. 2013; Silva-Hughes et al. 2015; Dastogeer et al. 

2017).  

Embora uma parcela da comunidade de fungos endofíticos de M. 

catimbauensis tenha sido recuperada nesse estudo, a descoberta de uma nova 
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espécie do gênero Phyllosticta, a qual, foi publicada por Crous et al. (2017) com o 

nome de Phyllosticta catimbauensis, foi importante para enriquecer esse estudo. 

Além disso, a importância da descoberta de vários táxons de fungos presentes em 

M. catimbauensis mostra que esse estudo é pioneiro em relatar fungos endofíticos 

dessa planta ameaçada de extinção. Essa descoberta encoraja ainda mais 

pesquisas com fungos endofíticos de ambientes secos, e alerta quanto a importância 

de estudar plantas de áreas endêmicas, além de estimular a realização de 

isolamento com novas ocorrências, o que poderá contribuir para a informação de 

espécies ainda não relatadas. 

 

 

 

Conclusão 
 
Na pesquisa realizada constatou-se que a comunidade de fungos endofíticos 

presentes nas folhas de M. catimbauensis é diversa. Vários gêneros de fungos 

endofíticos foram identificados. Esse trabalho, serviu de base para um artigo de uma 

nova espécie do gênero Phyllosticta (Phyllosticta catimbauensis), ou seja, foi 

importante para catalogar e divulgar a existência não só da nova espécie, mas 

também, de todos os isolados encontrados. Esse é o primeiro estudo de fungos 

endofíticos nessa planta endêmica do Parque Nacional do Vale do Catimbau. Essa 

pesquisa servirá como base para realização de mais estudos, com o objetivo de 

aumentar o conhecimento acerca das espécies endofíticas, conhecer possíves 

potenciais biotecnológicos desses endófitos e também traçar estratégias de 

conversação para o vegetal, tendo em vista ser uma planta que merece atenção por 

está enquadrada na categoria vulnerável a extinção. 
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Resumo 
 

A produção de L-asparaginase foi estudada em 20 isolados de 10 gêneros de fungos 

endofíticos de M. catimbauensis, planta endêmica da Caatinga. No total de 14 

fungos apresentaram capacidade de produzir a enzima (0,48 U g-1 –2,22 U g-1). 

Pyllosticta catimbauensis exibiu capacidade de produção significativa (2,22 U g-1),  e 

foi selecionada para realizar um planejamento fatorial 23 com quatro pontos centrais 

com objetivo de melhorar a produção de L-asparaginase. Variáveis como 

concentração de L-asparagina, pH e quantidade de inóculo (biomassa fúngica) 

foram consideradas importantes no planejamento. Após o planejamento fatorial a 

produção enzimática foi de 2,25 U g-1, utilizando 1,5 g de L-asparagina, pH 5 e 1,5 g 

de inóculo. Posteriormente, foi realizada uma sequência experimental baseada nos 

resultados do planejamento anterior e foi possível obter um aumento significativo na 

produção de L-asparaginase de 3,50 U g-1, utilizando 3,5 g de L-asparagina, pH 4,2 

e 1 g de inóculo. Esse estudo demonstra que alguns endófitos de M. catimbauensis 

possui potencial biotecnológico para produção de L-asparaginase, e que Phyllosticta 

catimbaunesis é a espécie com melhor potencial de produção. As informações 

contidas nesse estudo, são fundamentais para o conhecimento de novas fontes 

eucarióticas produtoras de L-asparaginase.     

Palavras chave: Enzima. L-asparagina. Planejamento fatorial.  
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Introdução 

 

Microrganismos endofíticos são aqueles que habitam o interior das plantas, 

de maneira simbiótica, colonizam tecidos vegetais, sem prejudicar o hospedeiro 

(Peixoto Neto et al. 2002). Através da relação simbiótica com a planta hospedeira, 

os microrganismos são capazes de produzir diversos compostos com a finalidade de 

promover o crescimento vegetal, proteger contra insetos herbívoros, além de 

proporcionar uma maior resistência a micro-organismos fitopatogênicos (Waqas et 

al. 2012; Zhou et al. 2016.) Em contrapartida, a planta hospedeira pode oferecer um 

ambiente favorável, com maior estrutura espacial, disponibididade de nutrientes e 

proteção (Peixoto Neto et al. 2004). 

Estudos demonstram que a floresta tropical seca brasileira conhecida como 

Caatinga, abriga uma diversidade de fungos endofíticos. Esses fungos foram 

relatados em plantas da família Cactaceae, Fabaceae, Bromeliaceae e 

Apocynaceae (Bezerra et al. 2013, 2017; Freire et al. 2015; Crous et al. 2017; Pádua 

et al. 2018; Silva et al. 2018). Estudos com esses endófitos enriquecem o 

conhecimento a cerca dos fungos que habitam ambientes secos, e contrariam 

pesquisas que afirmam existir uma maior diversidade de fungos endofíticos em 

plantas de floresta temperadas e tropicais úmidas (Rodrigues e Petrini 1997; 

Chandra 2012; Lima et al. 2013).  

Pesquisas com resultados promissores foram realizadas com o objetivo de 

estudar a capacidade biotecnológica dos fungos endofíticos de ambientes secos, na 

produção de biomoléculas de interesse industrial, como por exemplo, a enzima L-

asparaginase (Santos et al. 2015; Pádua et al. 2018; Silva et al. 2018).  

A L-asparaginase é uma enzima utilizada como fármaco no tratamento 

quimioterápico de diversos cânceres em humanos e animais (Loureiro 2010; Schleis 

et al. 2011; Devi e Azmi 2012; Guilleme et al. 2013). Seu mecanismo de ação age na 

redução extracelular do aminoácido L-asparagina, as células neoplásicas não são 

capazes de produzir L-asparagina sintetase suficiente para a manutenção e rápido 

crescimento, o que compromete as funções celulares resultando na inibição da 

síntese protéica e indução por apoptose das células tumorais (Guilleme et al. 2013). 

A L-asparaginase comercializada para o tratamento quimioterápico é de 

origem bacteriana, produzida por Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi 

(Burkholder et al. 1953; Dye 1969; Samson et al. 2005). O uso dessa enzima a longo 
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prazo em pacientes, pode causar reações alérgicas, hipersensibilidade e até 

anafilaxia (Sarquis et al. 2004).  

Além de seu uso como fármaco, a L-asparaginase também é utilizada na 

indústria alimentícia, na redução dos níveis de acrilamida nos alimentos 

termicamente tratados (Hendriksen et al. 2009; Kornbrust et al. 2009). A acrilamida é 

um composto químico cancerígeno e neurotóxico para os seres humanos e outros 

animais. A enzima age reduzindo por hidrólise o nível de asparagina livre, sem 

atingir os demais aminoácidos, resultando na remoção de um dos precursores 

essenciais para formação de acrilamida (Hendriksen et al. 2009). A L-asparaginase 

comercializada na indústria de alimentos tem origem fúngica, e é proveniente das 

espécies Aspergillus oryzae e A. niger (Krishnakumar e Visvanathan 2014).  

Os estudos sobre novas fontes microbianas de produção da L-asparaginase 

tendem a aumentar nos próximos anos, uma vez que, é preciso suprir a demanda 

nas indútrias farmacêuticas e alimentícias (Gurunathan e Sahdevan 2010; Jha et al. 

2012; Lopes et al. 2015). Não existe na literatura relatos de estudos sobre o 

potencial biotecnológico para produção de L-asparaginase por fungos endofíticos 

isolados de Mandevilla catimbaunesis, planta da família Apocynaceae. Essa espécie 

foi descrita por Souza-Silva et al. (2010), e é uma planta da floresta tropical seca 

brasileira (Caatinga), exclusiva do Parque Nacional do Vale do Catimbau e possui 

distribuição restrita no parque. 

Diante do exposto anteriormente, esse estudo teve como objetivo, investigar 

o potencial biotecnológico para produção de L-asparaginase, dos fungos endofíticos 

previamente isolados de M. catimbauensis, uma planta endêmica da Caatinga, 

ameaçada de extinção e ausente de estudos sobre o potencial biotecnológico dos 

seus endófitos. 

 
Material e Métodos 

 

Seleção dos fungos endofíticos  

Foram selecionados aleatoriamente 20 isolados de fungos endofíticos de 

Mandevilla catimbauensis (Souza-Silva et al. 2010) (Apocynaceae) coletada no 

Parque Nacional do Vale do Catimbau-PE (Tabela 1). 
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Tabela 1. Fungos endofíticos selecionados para produção de L-asparaginase isolados de Mandevilla 
catimbuensis. 

Espécies Número de depósito 
na URM ou número do 

isolado 
Alternaria (complexo) G22 

Alternaria (complexo) G7 

Cladosporium (complexo) G45 

Collophorina (Tympanidaceae 
incerte  sedis) 

G48 

Diaporthe sp. G30 

Diaporthe sp. G25 

Phyllosticta catimbauensis URM7672 – G8 

P. catimbauensis G12 

P. catimbauensis URM 7673 – G16 

P. catimbauensis G20 

P. capitalensis G13 

P. catimbauensis URM 7674 - G14 

P. capitalensis G21 

Preussia sp. G37 

Pseudocercosporella sp. G46 

Pseudofusicoccum stromaticum G6 

P. stromaticum G41 

Pyrenochaeta sp. G24 

Talaromyces borbonicus G60 

T. borbonicus G61 

 

 

Produção de L-asparaginase em fermentação submersa 

A enzima L-asparaginase foi produzida em meio de cultura Czapex Dox’s 

modificado (CDM) (Gulati, Saxena e Gupta 1997), constituido por glicose (2,0 g L-1), 

L-asparagina (10,0 g L-1), KH2PO4 (1,52 g L-1), KCl (0,52 g L-1), MgSO4.7H2O (0,52 g 

L-1), CuNO3.3H2O (0,01 g L-1), ZnSO4.7H2O (0,01 g L-1), FeSO4.7H2O (0,01 g L-1), pH 

6,2. Na etapa de pré-fermentação, 100 mL do meio CDM contidos em frascos de 

Erlenmeyer (250 mL) foram utilizados, com modificação apenas na quantidade de 

glicose (14 g L-1) e adição de (NH₄)₂SO₄ (2,0 g L-1) ao meio de cultura. Discos de 

5mm de culturas fúngicas com sete dias de crescimento foram inoculados em 

frascos de Erlenmeyer (250 mL) e incubados a 30 °C, a 120 rpm por 96 horas. Após 

esse período, todas as culturas foram filtradas utilizando papel de filtro Whatman nº 

1 e a biomassa micelial foi utilizada na etapa de fermentação. 

Na etapa de fermentação, a biomassa coletada na pré-fermentação, foi 

inoculada em frascos de Erlenmeyer (250 mL) contendo 100 mL do meio CDM. Em 
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seguida incubados a 30 °C, a 120 rpm por 96 horas. Após esse período, as culturas 

foram filtradas utilizando papel de filtro Whatman nº 1. O micélio obtido foi utilizado 

para quantificar a atividade enzimática (Loureiro et al. 2012). 

 

Quantificação da atividade enzimática 

A atividade enzimática foi quantificada de acordo com Drainas e Pateman 

(1977) modificado. A solução para determinar a atividade foi composta de 1,5 mL 

Tris-HCl (20 mM, pH 8,6), 0,2 mL solução de L-asparagina (100 mM), 0,2 mL 

solução de hidroxilamina (1 M) e 0,1 g de biomassa fúngica. O tampão Tris-HCl foi 

adicionado a biomassa de cada cultura (0,1 g), em seguida, o material foi 

homogeneizado e agitado no vórtex. Apenas nas amostras foram adicionadas as 

soluções de L-asparagina e hidroxilamina. Tanto as amostras quanto os brancos 

(biomassa e Tris-HCl) foram incubados a 37 °C, 150 rpm, por 30 minutos. 

Posteriormente, foi adicionado à mistura, 0,5 mL de solução de cloreto 

férrico/TCA/HCl [10% (p/v) de FeCl3 mais ácido tricloroacético a 5% (p/v) em 0,66 

mM de HCl] em todas as amostras e brancos. Posteriormente, nos brancos foram 

acrescentadas as soluções de L-asparagina e hidroxilamina e centrifugados a 6.000 

rpm por 15 minutos. Após centrifugação, foi realizada a leitura dos sobrenadantes 

das amostras em espectrofotômetro a 500 nm. Uma unidade de L-asparaginase foi 

definida como a quantidade de enzima que libera 1 μmol de β-hidroxámico aspártico 

por minuto a 37 °C. Todas as análises foram comparadas ao branco da amostra. 

 

Seleção das melhores condições de produção de L-asparaginase 

Um planejamento experimental estatístico (2³ com quatro pontos centrais) 

(Myers e Montgomery 1995; Box et al. 2005) foi desenvolvido, com o objetivo de 

verificar a influência das variáveis para a produção de L-asparaginase do melhor 

produtor enzimático (Tabela 2). Foram avaliadas as influências das variáveis: 

concentração de L-asparagina, pH, e concentração de inóculo.  

Nesta etapa, as condições da pré-fermentação foram as mesmas descritas 

anteriormente. A fermentação ocorreu em frascos de Erlenmeyer (250 mL) contendo 

100 mL do meio CDM modificado foram utilizados, onde as variáveis utilizadas foram 

ajustadas em cada frasco de acordo com o planejamento seguido (Tabela 2). Estes 

frascos foram incubados por 120 horas a 30 °C e 120 rpm. Após a incubação, a 
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biomassa foi filtrada e utilizada para quantificar a atividade L-asparaginásica 

(Drainas e Pateman 1977).  

 

Tabela 2. Planejamento fatorial estatístico 23 com quatro pontos centrais para seleção das melhores 
condições de produção de L-asparaginase pelo endófito Phyllosticta catimbauensis 

 

 
 

Com base nos resultados obtidos no planejamento fatorial, foi realizada uma 

sequência experimental com o objetivo de aumentar a produção enzimática (Tabela 

3). 

 

Tabela 3. Sequência experimental para melhor produção de L-asparaginase pelo endófito Phyllosticta 
catimbauensis 

Ensaio Asparagina 
(%) 

pH Inóculo (g) 

1 1,5 5 1 

2 1,5 4,6 1 

3 2,5 4,6 1 

4 2,5 4,2 1 

5 3,5 4,2 1 

6 4,5 4,2 1 

 
Análise estatística 

Todos os resultados obtidos de atividade enzimática dos fungos endofíticos 

de M. catimbauensis foram submetidos ao teste não paramétrico Kruskal-Wallis. 

Este teste foi utilizado para verificar a existência de diferença estatisticamente 

significante (p <0,05) entre as atividades enzimáticas produzidas pelos endófitos. 

Para os resultados obtidos na otimização da produção de L-asparaginase, 

utilizou-se o teste F (ANOVA). Este teste foi realizado para verificar e avaliar a 

relação entre as variáveis independentes selecionadas e a produção enzimática. O 

Ensaio L-asparagina (%) pH Inóculo (g) 
1 0,5 5,0 0,5 
2 1,5 5,0 0,5 
3 0,5 7,0 0,5 
4 1,5 7,0 0,5 
5 0,5 5,0 1,5 
6 1,5 5,0 1,5 
7 0,5 7,0 1,5 
8 1,5 7,0 1,5 
9 1 6,0 1 

10 1 6,0 1 
11 1 6,0 1 
12 1 6,0 1 
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software R (R Core Team 2015) foi utilizado para realizar todas as análises 

estatísticas. 

 

Resultados 

 
Dos 20 fungos endofíticos testados para produção de L-asparaginase, 14 

isolados apresentaram capacidade de produzir a enzima com valores variando de 

0,48 U g-1 – 2,22 U g-1. Com base nos resultados obtidos no teste não paramétrico 

de Kruskal-Wallis, foi possível verificar a existência de oito grupos (A-H) de acordo 

com a produção enzimática apresentada. O valor de p obtido no teste foi 0,0056, 

sendo possível afirmar que pelo menos um grupo dos isolados foi estatisticamente 

diferente dos demais. Os resultados obtidos estão apresentados na Tabela 4. Os 

maiores valores estatisticamente diferentes foram classificados no grupo A e foram 

obtidos dos isolados G8 e G45 (2,22 U g-1 e 2,11 U g-1), respectivamente. Outro 

grupo também se descatou quanto a produção enzimática (grupo B) apresentando 

atividades variando de 0,80 U g-1 a 1,11 U g-1. Os isolados Alternaria (complexo) 

(G7), P. capitalensis (G13), Alternaria (complexo) (G22), P. stromaticum (G41), 

Collophorina (Tympanidaceae incerte sedis) (G48) e T. borbonicus (G61) não 

apresentaram capacidade de produzir a enzima L-asparaginase (grupo H).  

 

 

Talela 4. Atividade enzimática dos fungos endofíticos isolados de Mandevilla catimbauensis 

Espécies 
Número de 

depósito URM ou 
Isolado 

Média da 
atividade das 
absorbâncias 

(U g-1) 
P. catimbauensis URM 7672 - G8 2,22a 

Cladosporium (complexo) G45 2,11a 

T. borbonicus G60 1,11b 

Preussia sp. G37 0,95b 

Diaporthe sp. G30 0,80b 

P. catimbauensis URM 7673 - G16 0,99bc 

Pyrenochaeta sp. G24 0,79bc 

P. capitalensis G21 0,76cd 

P. catimbauensis G20 0,75de 

P. stromaticum G6 0,61ef 

P. catibauensis URM 7674 - G14 0,57ef 

Diaporthe sp. G25 0,56fg 
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P. catimbauensis G12 0,48g 

Pseudocercosporella sp. G46 0,48g 

Alternaria (complexo) G22 0,00h 

Alternaria (complexo) G7 0,00h 

Collophorina  (Tympanidaceae 
incerte  sedis) 

G48 0,00h 

P. capitalensis G13 0,00h 

P. stromaticum G41 0,00h 

T. borbonicus G61 0,00h 

Teste não paramétrico de Kruskal-Wallis (p = 0,0056). Médias seguidas pela mesma letra não diferem 
estatisticamente uma da outra. Os endófitos listados (grupo H) não apresentaram atividade de L-
asparaginase  

 
 
 

Entre todos os isolados testados, o endófito P. catimbaunesis URM 7672 

destacou-se por apresentar maior produção de L-asparaginase. Por isso, foi 

selecionado para realizar a etapa posterior de seleção das melhores condições de 

produção enzimática, sendo submetido a um modelo de planejamento fatorial 23. 

Uma informação relevante sobre esse endófito, é que essa espécie (Phyllosticta 

catimbaunesis) foi recentemente descoberta e publicada por Crous et al. (2017), e 

até o presente momento, não existem estudos sobre seu potencial biotecnológico. 

No planejamento fatorial realizado para melhorar a produção da L-

asparaginase, foi possível obter uma produção enzimática variando de 2,25 U g-1 a 

0,61 U g-1 (Tabela 5). As melhores condições de produção foram obtidas no ensaio 

seis, com 1,5 g de L-asparagina, pH 5 e 1,5 g de inóculo. 

 

Tabela 5. Produção enzimática de Phyllosticta catimbauensis URM 7672 em um planejamento fatorial 

23 com quatro pontos centrais 

Ensaio Asparagina 
(g) 

pH Inóculo (g) Atividade 
(U g-1) 

1 0,5 5 0,5 0,61 

2 1,5 5 0,5 2,03 

3 0,5 7 0,5 1,07 

4 1,5 7 0,5 1,38 

5 0,5 5 1,5 1,46 

6 1,5 5 1,5 2,25 

7 0,5 7 1,5 0,67 

8 1,5 7 1,5 1,81 

9 1 6 1 1,7 

10 1 6 1 1,85 

11 1 6 1 1,46 
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12 1 6 1 1,54 

 

De acordo com os valores obtidos no planejamento fatorial, foi realizada uma 

sequência experimental com as variáveis ajustadas para a obtenção de uma maior 

produção enzimática (Tabela 6).  

 

Tabela 6. Sequência experimental para aumentar a produção enzimática do endófito Phyllosticta 

catimbauensis URM 7672 

Ensaio Asparagina 
(%) 

pH Inóculo 
(g) 

Atividade 
(U g-1) 

1 1,5 5 1 2,33 

2 1,5 4,6 1 2,49 

3 2,5 4,6 1 1,13 

4 2,5 4,2 1 3,47 

5 3,5 4,2 1 3,5 

6 4,5 4,2 1 2,91 

 

Foi aplicado o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis (Tabela 7) para 

determinar se existiu diferença estatisticamente significativa entre a produção 

enzimática dos diferentes tratamentos realizados, obtendo-se um valor de p de 

0,0155. Foi possível observar a formação de três grupos distintos (A-C). Os 

melhores valores de produção enzimática foram encontrados nos ensaios 4 e 5 

(3,47 U g-1 e 3,50 U g-1) respectivamente. De acordo com o teste não existiu 

diferença significativa entre esses valores de atividade. Ambos os ensaios possuíam 

o mesmo pH (4,2) e concentração de inóculo (1 g), porém, diferiram apenas na 

concentração de asparagina, onde no ensaio 4 tinha 2,5 g e no ensaio 5 foi de 3,5 g. 

Pelo fato de não haver diferença significativa entre os ensaios, pode-se considerar 

que o ensaio quatro por utilizar uma menor quantidade de substrato L-asparagina 

(2,5 g) foi considerado o melhor. 

 

 

 

 

Tabela 7. Atividade da L-asparaginase por Phyllosticta catimbauensis URM 7672 obtida através das 

melhores condições da sequência experimental 

Ensaios Atividade 
Absorbâncias 

1 
Atividade 

Absorbâncias 2 
Atividade 

Absorbâncias 3 

Média das 
atividades 

das 
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(U g-1) (U g-1) (U g-1) 
Absorbâncias 

(U g-1) 
1 2,32 2,26 2,41 2,33bc 
2 2,05 2,34 3,09 2,49b 
3 1,05 1,13 1,22 1,13c 

4 3,23 3,74 3,43 3,47a 
5 3,54 3,03 3,94 3,50a 
6 2,55 3,09 3,09 2,91ab 

Teste não paramétrico de Kruskal-Wallis (p = 0,0155). Médias seguidas pela mesma letra não diferem 
estatisticamente uma da outra.  

 

Discussão 
 

Estudos sobre a produção de L-asparaginase por fungos endofíticos tem 

aumentado ao longo dos útimos anos, com o intuito se obter uma enzima com 

menores efeitos colaterais, oriunda de uma fonte eucariota e com aplicação nos 

diversos setores industriais (Kumar et al. 2005, 2013; Theantana et al. 2009; 

Nagarajan et al. 2014; Chow e Ting et al. 2015; Silva et al. 2018). A maioria dos 

fungos endofíticos isolados de M. catimbauensis utilizados no presente estudo, 

possuem capacidade de produzir a enzima L-asparaginase. 

A produção de L-asparaginase por fungos endofíticos de plantas da 

Caatinga foi relatada por Santos et al. (2015), Pádua et al. (2018) e Silva et al. 

(2018), destacando como melhores produtores enzimáticos os isolados pertencentes 

aos gêneros Aspergillus, Diaporthe e Talaromyces, respectivamente. Esses 

resultados diferem dos encontrados no presente estudo, no qual, os melhores 

produtores de L-asparaginase pertencem aos gêneros Phyllosticta e Cladosporium. 

Chow e Ting (2015) estudaram a produção de L-asparaginase por fungos endofíticos 

de plantas com propriedades anticancerígenas e constataram que isolados de 

Fusarium e Penicillium se destacaram na produção da enzima. 

Theantana et al. (2007) estudando fungos endofíticos de plantas da 

Tailândia, obtiveram níveis de produção de L-asparaginase variando entre 0,014 e 

1,530 U mL-1. Krishnapura e Belur (2016) encontraram em suas pesquisas com 

fungos endofíticos uma produção de L-asparaginase muito superior, variando entre 

54,17 e 155,93 U mL-1. Os autores citados anteriormente utilizaram metodologias de 

quantificação enzimática distinta (técnica de nesslerização e utilização do filtrado) 

das utilizadas nessa pesquisa. Sabendo disso, para que haja uma comparação com 

os resultados obtidos no presente estudo, deve-se levar em consideração as 

técnicas utilizadas para determinação da enzima.  
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Durante essa pesqusia, foi utilziada a biomassa fúgica para verificar a 

produção enzimática através da quantificação do β-hidroxâmico ácido aspártico. 

Através desse método, foi possível obter uma produção inicial de L-asparaginase 

por P. catimbauensis de 2,22 U g-1. Pádua et al. (2018) testaram a produção de L-

asparaginase por um isolado de Phyllosticta sp. e obtiveram uma atividade 

enzimática de 0,57 U g-1, além disso, utilizando a mesma técnica de quantificação, 

constaram uma maior produção enzimática por Diaporthe sp (2,41 U g-1). 

Semelhantemente, Silva et al. (2018) obtiveram uma atividade enzimática de 2,30 U 

g-1 pelo endófito Talaromyces cf. cecidicola.   

A produção enzimática por fungos filamentosos pode sofrer influência de 

diversos fatores como pH, temperatura, disponibilidade de água, nutrientes, 

oxigênio, fontes de carbono e nitrogênio (Gurunathan e Sahadevan 2011). Além 

disso, os diferentes componentes do meio de cultura, as condições de fermentação 

e a taxa de agitação também podem interferir na produção da enzima (Dias e Sato 

2016).  

Gurunathan e Sahadevan (2011) estudaram vários modelos estatísticos para 

a melhor condição de produção de L-asparaginase por Aspergillus terreus, 

verificaram que o nitrato de sódio, a sacarose e a L-asparagina são componentes 

significativos no processo de produção enzimática. No presente estudo, no modelo 

experimental aplicado, foram consideradas como variáveis importantes, a 

concentração de L-asparagina, o pH e quantidade de biomassa fúngica.  

De acordo com Bedaiwy et al. (2016), as melhores condições de produção 

de L-asparaginase com a espécie Aspergillus tamarii (11,11 U mL-1), foi utilizando o 

pH 7, temperatura de 30 ºC e concentração de L-asparagina de 1%. No 

planejamento realizado, utilizando pH 5, 1,5% de L-asparagina e uma quantidade de 

inóculo de 1,5 g, constatou-se que não houve um aumento significativo na produção 

da enzima (2,25 U/g). Planejamento semelhante foi realizado por Silva et al. (2018) e 

verificaram que a melhor produção enzimática obtida por Talaromyces cf. cecidicola 

(1,02 U g-1), foi utilizando pH 7, concentração de L-prolina de 0,5% e quantidade de 

inóculo de 3,5 g.  

 Niharika e Supriya (2014) verificaram que Fusarium oxysporum obteve a 

melhor produção enzimática utilizando 1% de L-asparagina, pH 5 (105,0 U mL-1) e 

que a sacarose e a glicose foram as melhores fontes de carbono para produção de 

L-asparaginase. Na sequência experimental realizada para melhorar a produção 
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enzimática, a melhor condição encontrada (3,50 U g-1) foi utilizando o pH 4,2, 

concentração de L-asparagina de 3,5% e quantidade de inóculo de 3,5 g. Essa 

diferença entre os valores das variáveis, sugere que cada microrganismo tem um 

comportamento específico para produção da enzima.  

 

Conclusão 

 

Os resultados desse estudo revelam que os fungos endofíticos de M. 

catimbauensis possuem potencial para produzir a enzima L-asparaginase. Sendo a 

primeira investigação sobre o potencial biotecnológico de fungos endofíticos de M. 

catimbauensis, planta endêmica da floresta tropical seca brasilleira. A espécie 

fúngica P. catimbauensis recentemente descrita e publicada se destacou quanto à 

produção enzimática. Essa pesquisa dará suporte e direcionamento aos 

pesquisadores para estudos mais aprofundados sobre novas fontes produtoras de L-

asparaginase. São necessários estudos mais detalhados sobre as melhores 

condições de produção enzimática, cinética e bioquímica, para futuramente 

conseguir obter uma enzima purificada e viável para comercialização, tendo em 

vista, toda a importância industrial dessa enzima. 
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Abstract   Novel species of fungi described in this study include those from various countries as follows: Antarctica: 
Cadophora antarctica	from	soil.	Australia: Alfaria dandenongensis on Cyperaceae, Amphosoma persooniae on 
Persoonia	sp.,	Anungitea nullicana on Eucalyptus sp., Bagadiella eucalypti on Eucalyptus globulus, Castanediella 
eucalyptigena on Eucalyptus	sp.,	Cercospora dianellicola on Dianella	sp.,	Cladoriella kinglakensis on Eucalyptus 
regnans, Cladoriella xanthorrhoeae	(incl.	Cladoriellaceae	fam.	nov.	and	Cladoriellales	ord.	nov.)	on	Xanthorrhoea 
sp.,	Cochlearomyces eucalypti	(incl.	Cochlearomyces	gen.	nov.	and	Cochlearomycetaceae	fam.	nov.)	on	Eucalyptus 
obliqua, Codinaea lambertiae on Lambertia formosa, Diaporthe obtusifoliae on Acacia obtusifolia, Didymella acaciae 
on Acacia melanoxylon, Dothidea eucalypti on Eucalyptus dalrympleana, Fitzroyomyces cyperi	(incl.	Fitzroyomyces 
gen.	nov.)	on	Cyperaceae, Murramarangomyces corymbiae	(incl.	Murramarangomyces	gen.	nov.,	Murramaran-
gomycetaceae fam.	nov.	and	Murramarangomycetales	ord.	nov.)	on	Corymbia maculata, Neoanungitea eucalypti 
(incl.	Neoanungitea	gen.	nov.)	on	Eucalyptus obliqua, Neoconiothyrium persooniae	(incl.	Neoconiothyrium	gen.	
nov.)	on	Persoonia laurina	subsp.	laurina, Neocrinula lambertiae	(incl.	Neocrinulaceae fam.	nov.) on Lambertia	sp.,	
Ochroconis podocarpi on Podocarpus grayae, Paraphysalospora eucalypti	(incl.	Paraphysalospora	gen.	nov.)	on	
Eucalyptus sieberi, Pararamichloridium livistonae	(incl.	Pararamichloridium	gen.	nov.,	Pararamichloridiaceae	fam.	
nov.	and	Pararamichloridiales ord.	nov.)	on	Livistona	sp.,	Pestalotiopsis dianellae on Dianella	sp.,	Phaeosphaeria 
gahniae on Gahnia aspera, Phlogicylindrium tereticornis on Eucalyptus tereticornis, Pleopassalora acaciae on 
Acacia obliquinervia, Pseudodactylaria xanthorrhoeae	 (incl.	Pseudodactylaria	 gen.	nov.,	Pseudodactylariaceae 
fam.	nov.	and	Pseudodactylariales	ord.	nov.)	on	Xanthorrhoea sp.,	Pseudosporidesmium lambertiae	(incl.	Pseu-
dosporidesmiaceae fam.	nov.) on Lambertia formosa, Saccharata acaciae on Acacia	sp.,	Saccharata epacridis 
on Epacris sp.,	Saccharata hakeigena on Hakea sericea, Seiridium persooniae on Persoonia	sp.,	Semifissispora 
tooloomensis on Eucalyptus dunnii, Stagonospora lomandrae on Lomandra longifolia, Stagonospora victoriana 
on Poaceae, Subramaniomyces podocarpi on Podocarpus elatus, Sympoventuria melaleucae on Melaleuca sp., 
Sympoventuria regnans on Eucalyptus regnans, Trichomerium eucalypti on Eucalyptus tereticornis, Vermiculari-
opsiella eucalypticola on Eucalyptus dalrympleana, Verrucoconiothyrium acaciae on Acacia falciformis, Xenopas-
salora petrophiles	(incl.	Xenopassalora	gen.	nov.)	on	Petrophile sp., Zasmidium dasypogonis on Dasypogon	sp.,	
Zasmidium gahniicola on Gahnia sieberiana. Brazil: Achaetomium lippiae on Lippia gracilis, Cyathus isometricus 
on decaying wood, Geastrum caririense on soil, Lycoperdon demoulinii	 (incl.	Lycoperdon	 subg.	Arenicola)	 on	
soil, Megatomentella cristata	(incl.	Megatomentella	gen.	nov.)	on	unidentified	plant,	Mutinus verrucosus on soil, 
Paraopeba schefflerae	(incl.	Paraopeba	gen.	nov.)	on	Schefflera morototoni, Phyllosticta catimbauensis on Man-
devilla catimbauensis, Pseudocercospora angularis on Prunus persica, Pseudophialophora sorghi on Sorghum 
bicolor, Spumula piptadeniae on Piptadenia paniculata. Bulgaria: Yarrowia parophonii from gut of Parophonus 
hirsutulus.	Croatia: Pyrenopeziza velebitica on Lonicera borbasiana. Cyprus: Peziza halophila	on	coastal	dunes.	
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Phyllosticta catimbauensis G.R.	Araújo-Magalhães,	J.D.P.	Bezerra,	A.R.	Machado,	
	 Souza-Motta	&	K.A.	Moreira,	sp. nov.
 Etymology.	Name	 refers	 to	 the	Catimbau	National	Park,	 a	 protected	
area	of	the	Brazilian	tropical	dry	forest	where	this	fungus	was	isolated	as	
endophyte from Mandevilla catimbauensis.

	 Classification	—	Phyllostictaceae, Botryosphaeriales, Dothi-
deomycetes.

Conidiomata pycnidial, solitary or aggregated, dark brown to 
black,	erumpent,	globose	to	subglobose,	160–280	µm	diam,	
exuding	hyaline	to	crystalline	conidia	masses;	wall	of	medium	
brown thick-walled cells of textura angularis.	Conidiophores 
hyaline,	smooth,	0–1-septate,	densely	aggregated,	cylindrical,	
reduced to conidiogenous cells, or with one supporting cell, that 
can	be	branched	at	the	base.	Conidiogenous cells terminal, sub-
cylindrical	to	ampulliform,	hyaline,	smooth,	9.5–10.5	×	3–3.5	
µm;	proliferating	several	 times	percurrently	at	apex. Conidia 
(8.5–)9.5(–10.5)	×	5.5–6	µm,	solitary,	hyaline,	aseptate,	thin-	
and smooth-walled, granular, ellipsoid, globose, subglobose, 
broadly ellipsoidal or obovoid, tapering towards a narrow trun-
cate	base,	2.5–3.5	µm	diam,	enclosed	in	a	persistent	mucoid	
sheath,	1.5–2.5	µm	thick,	and	bearing	a	hyaline,	apical	mucoid	
appendage,	3–6.5	×	1–1.5	µm,	flexible,	unbranched,	tapering	
towards	an	acutely	rounded	tip.	Spermatia aseptate, dumbbell-
shaped,	5.5–9.5	×	1.5–2	µm.
	 Culture	 characteristics	—	Colonies	 covering	Petri	 dishes	
after	2	mo	at	25	°C.	On	PDA,	colonies	with	irregular	margins,	
and sparse aerial mycelium, surface grey to dark grey and re-
verse	olivaceous-grey	to	dark	grey.	On	MEA,	surface	yellowish	
to	dark	brown	and	reverse	amber	to	buff.	On	OA	surface	and	
reverse	grey	to	dark	grey.

 Typus. Brazil,	Pernambuco	state,	Buíque	municipality,	Catimbau	National	
Park	(S8°36'35"	W37°14'40"),	as	endophyte	from	Mandevilla catimbauensis 
(Apocynaceae),	May	2015,	G.R. Araújo	(holotype	URM	90488,	culture	ex-
type	URM	7672;	ITS,	LSU,	actA and tef1	sequences	GenBank	MF466160,	
MF466163, MF466157	and	MF466155,	MycoBank	MB822131).

 Additional material examined. Brazil,	Pernambuco	state,	Buíque	munici-
pality,	Catimbau	National	Park	(S8°36'35"	W37°14'40"),	as	endophyte	from	
M. catimbauensis, May 2015, G.R. Araújo,	URM	7673,	URM	7674,	 (ITS,	
LSU,	actA and tef1	sequences	GenBank	MF466159,	MF466162,	MF466156,	
MF466154,	and	MF466161,	MF466164, MF466158,	MF466153,	respectively.

	 Notes	—	Species	of	Phyllosticta are reported around the 
world	as	plant	pathogenic,	endophytic	and	saprobic	(Van	der	
Aa	&	Vanev	2002).	Although	the	majority	of	these	species	are	
known	as	pathogens	of	specific	plant	hosts,	several	Phyllo-
sticta spp.	have	been	isolated	as	endophytes	(Guarnaccia	et	
al.	 2017).	Based	on	megablast	 searches	 in	GenBank,	 LSU	
sequences	of	P. catimbauensis have	high	 identity	 (99	%)	 to	
Phyllosticta species	(e.g.,	P. podocarpi;	CBS	111646;	GenBank	
KF206323.1).	On	 ITS	sequences,	P. catimbauensis is	99	%	
(540/547)	 similar	 to	Phyllosticta sp.	 (LGMF1196;	GenBank	
JX559614.1),	amongst	others.	Using	actA sequences,	P. catim-
bauensis has	low	similarity	of	91	%	(198/217)	to	P. bifrenariae 
(VIC	30556	=	CBS	128855;	GenBank	JF343649.1).	On	 tef1 
sequences	P. catimbauensis has	 96	%	 (323/337)	 similarity	
to Phyllosticta sp. (GZAAS6.1404;	GenBank	KR025445.1),	
amongst	others.	Morphologically,	P. catimbauensis is different 
from P. bifrenariae	 in	size	of	 the	pycnidia	 (up	 to	250	µm	vs 
160–280	μm	diam	in	P. catimbauensis),	conidiogenous	cells	
(7–10	×	4–5	μm	vs 9.5–10.5	×	3–3.5	µm	in	P. catimbauensis),	
conidia	((10–)11–13(–16)	×	(7–)8–9	μm vs (8.5–)9.5(–10.5)	× 
5.5–6	µm	in	P. catimbauensis),	appendages	(6–20	×	1–1.5	μm	
vs 3–6.5	×	1–1.5	µm),	spermatia	(5–10	×	1.5–2	μm	vs 5.5–9.5	
×	1.5–2)	(Glienke	et	al.	2011).	In	the	phylogenetic	analyses,	 
P. catimbauensis is closely related to P. bifrenariae.

 Colour illustrations.	Mandevilla catimbauensis in the Catimbau National 
Park; conidiomata;	conidiogenous	cells;	spermatia,	and	conidia.	Scale	bars	
=	10	µm.
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Bayesian	inference	analysis	conducted	with	MrBayses	v.	3.2.1	
at	CIPRES	science	gateway	using	a	concatenated	matrix	of	
actA, tef1	and	ITS	sequences.	The	new	species	is	shown	in	
bold.	Bayesian	posterior	probabilities	above	0.60	are	indicated	
at	the	nodes.	Phyllosticta capitalensis IMI	260.576	was	used	
as	outgroup.
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