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RESUMO 
 

 

 

 

As plantas mantêm relações simbióticas com microrganismos como estratégia para 

suportar as adversidades, a partir deste canal de troca os microrganismos recebem 

fotoassimilados e proporcionam benefícios ao vegetal. Anacardium othonianum Rizzini 

conhecido como caju-de-árvore-do-cerrado é uma espécie arbórea da família anacardiaceae 

nativa da região centro-oeste do Brasil. Objetivou-se com este trabalho caracterizar a 

comunidade de fungos endofíticos cultiváveis e seus traços funcionais, associados às raízes 

de Anacardium othonianum Rizzini. Raízes de A. othonianum foram fragmentadas a um 

cm e inoculadas em meio para isolamento de microrganismos endofiticos, a identificação 

molecular dos isolados foi realizada pelo sequenciamento parcial do espaçador interno 

transcrito (ITS). Os isolados endofíticos obtidos foram testados quanto da síntese de ácido 

indolacetico e solubilização de fosfato por método colorimétrico. Fragmentos de raízes 

foram diafanizadas, coradas e analisadas em microscópio. Foram encontradas estruturas 

características de microrganismos endomicorrízicos e endofíticos nas lâminas analisadas. 

67 linhagens de fungos foram isoladas e identificadas por métodos moleculares em 12 

espécies: Fusarium oxysporum, Bionectria ochroleuca, Periconia macrospinosa, 

Phomopsis lagerstroemiae, Penicillium kloeckeri, Eupenicillium shearii, Phomopsis 

asparagi, Penicillium pinophilum, Agaricomycetes sp., Diaporthe sp., Cladosporium 

cladosporioide e Paecilomyces lilacinus. Todos os gêneros encontrados já foram relatados 

na literatura como espécie endofítica. Conclui-se com esse trabalho que A. othonianum 

mantém associação a fungos e endomicorrízicos e endofiticos. Doze linhagens endofíticas 

foram isoladas de Anacardium othonianum Rizzini, destas sete possuem potencial de 

solubilização de fosfato e de sintetizar AIA. 

 

Palavras-chaves: simbiose, diversidade genética, caju-de-árvore-do-cerrado. 
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ABSTRACT 
 

 

 

 

Plants maintain symbiotic relationships with microorganisms as a strategy to withstand 

adversity, from this exchange channel microorganisms receive assimilates and provide 

benefits to the plant. Anacardium othonianum Rizzini known as the savanna-cashew-tree is 

a tree of the Anacardiaceae family native in the central-western region of Brazil. The 

objective of this work was to characterize the community of culturable endophytic fungi 

and their functional traits, associated with the roots of Anacardium othonianum Rizzini. 

Roots of A. othonianum were fragmented to 1cm and inoculated into medium for isolation 

of endophytic microorganisms. The molecular identification of the isolates was performed 

by partial sequencing of the internal transcribed spacer (ITS). Endophytic isolates were 

tested for the synthesis of indoleacetic acid and phosphate solubilization by colorimetric 

method. Root fragments were cleared, stained and examined under a microscope. There 

were found characteristic structures of mycorrhizal and endophytic microorganisms in the 

analyzed slides. A total of 67 strains of fungi were isolated and identified by molecular 

methods in 12 species: Fusarium oxysporum, Bionectria ochroleuca, Periconia 

macrospinosa, Phomopsis lagerstroemiae, Penicillium kloeckeri, Eupenicillium shearii, 

Phomopsis asparagine, Penicillium pinophilum, Agaricomycetes sp., Diaporthe sp., 

Cladosporium and cladosporioide Paecilomyces lilacinus. All genera found have been 

reported in the literature as endophytic species. It is concluded from this work that A. 

othonianum maintains association to fungi and endomycorrhizal and endophytic. Twelve 

endophytic fungi were isolated from Anacardium othonianum Rizzini, from these seven 

have potential for phosphate solubilization and synthesize IAA. 

 

Key words: Symbiosis, genetic diversity, savannah-cashew-tree 
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INTRODUÇÃO GERAL 
 

 

 

1. O Cerrado Brasileiro 

O Cerrado é considerado um dos domínios de maior biodiversidade vegetal do 

mundo, com área de 204 milhões de hectares, correspondendo a aproximadamente a 

22% do território brasileiro, distribuído nos estados de Minas Gerais, Goiás, Mato 

Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocantins, Bahia, Piauí, Maranhão e Distrito Federal 

(Silva e Bates, 2002). 

O Cerrado brasileiro concentra sobre a sua superfície uma fonte inestimável de 

recursos biológicos, pouco explorados e de elevado potencial econômico, com grande 

número de espécies medicinais, frutíferas, ornamentais e fornecedoras de madeira 

(Castro, 2005). Sabe-se que o bioma Cerrado vem sofrendo, desde a metade do século 

passado, um grave processo de degradação e intensificação do uso do solo para fins 

agro-pastoris, sendo que se não forem reduzidas as taxas de desmatamento o Brasil 

perderá o restante da cobertura vegetal remanescente do Cerrado (cerca de 50%) (Sano 

et al., 2010).  

O Cerrado tem mais de 12 mil espécies vasculares, compondo a savana mais rica 

do mundo e foi incluído entre as 34 áreas consideradas críticas para conservação da 

diversidade biológica no mundo (hotspots) por causa de sua riqueza e a alta pressão 

antrópica a que tem sido submetido (Silva e Bates, 2002). 

Sua vegetação é composta por um mosaico representado por formações 

florestais, savânicas e campestres, onde a vegetação possui estratégias de adaptação à 

seca, como a germinação de sementes na época das chuvas, crescimento radicular 

rápido nos primeiros estádios de desenvolvimento, controle de transpiração e 

diminuição de taxas fotossintéticas, além de manter simbiose com microrganismos 

promotores de crescimento vegetal (Gull et al., 2004). 
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Os microrganismos são responsáveis pela manutenção da flora do Cerrado, ao 

serem responsáveis por degradar a matéria orgânica e assim reciclar os nutrientes no 

solo, pela decomposição de xenobióticos e o controle biológico de pragas e doenças, 

porém o conhecimento sobre a microbiota deste domínio ainda é escasso (Bresolin et 

al., 2010). Alguns estudos confirmam a diversidade da comunidade microbiana do solo, 

Castro et al., (2008) mostraram notável diferença em comunidades de fungos de solo 

entre uma área de mata ciliar, pasto e plantação de soja em solos de Cerrado. 

 

2 Anacardium othonianum Rizzini 

O gênero Anacardium pertence à família Anacardiaceae, que compreende cerca 

de 74 gêneros e 600 espécies. É composto por 10 espécies de árvores, arbustos e 

subarbustos rústicos, típicos de clima tropical, sendo o principal centro de diversidade 

do gênero, a região Amazônica e, como centro secundário estão os Cerrados (Paiva et 

al., 2003). 

De acordo com a classificação de Rizzini (Joly, 1993), o Anacardium 

othonianum tem a seguinte posição sistemática: 

Divisão: Magnoliophyta; 

Classe: Magnoliopsida; 

Ordem: Sapindales; 

Família: Anacardiaceae; 

Gênero: Anacardium; 

Espécie: Anacardium othonianum. 

O Anacardium othonianum Rizzini, também conhecido como Caju-de-árvore-

do-Cerrado, cajuzinho e cajuí, distingue das demais espécies do Cerrado: A. humile, A. 

nanum e A. corymbosum, pelo seu porte arbóreo, sendo o principal cajueiro de 

importância econômica para a região Centro-Oeste, encontrado em Campo Sujo e 

Cerradão (Correa et al., 2008).  

Esta espécie pode atingir até 6 m de comprimento e 20-40 cm de diâmetro, 

possui folhas coriáceas que medem 12-17 cm x 8-11 cm, flores hermafroditas e 

unissexuais. Seu fruto é um aquênio, cujo pedúnculo se desenvolve em pseudofruto, que 

tem forma variada e coloração de amarela a vermelha, sendo o fruto (castanha) e o 

pseudofruto constituintes do duplo fruto característico do gênero (Figura1) (Vieira et al., 

2006; Correa et al., 2008).  
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Figura 1. Aspecto visual de uma planta adulta (A), folhas e fruto (B) de Anacardium 

othonianum Rizzini. 

 

O pseudofruto pode ser consumido na forma de sucos, licores, geleias, 

rapaduras, sorvetes, produtos cristalizados e aguardentes (Vieira et al., 2006; Correa et 

al., 2008). O consumo do cajuzinho na alimentação foi reforçado, pela comprovação 

dos altos valores nutricionais de seu pseudofruto, valores proteicos de 1,18 g.100g
-1

; 

lipídios (0,63 g.100g
-1

), carboidratos (6,97 g.100g
-1

), fibra alimentar (4,26 g.100g
-1

), 

resultando num valor energético total de (38,27 kcal.100g
-1

) destaca-se pelos seus 

valores de o cálcio (15 mg.100g
-1

) zinco (0,65 mg.100g
-1

) e ferro (0,26 mg.100g
-1

) além 

de ser rico em vitamina C e em compostos fenólicos, em especial taninos que lhe 

confere adstringência (Silva et al., 2008). 

O fruto é do tipo drupa reniforme (castanha), contendo cerca de 46,5% de 

lipídios (Gallina et al., 1993; Lima et al., 2004). O líquido da casca da castanha de caju 

(LCC) é muito empregado na indústria química para a produção de polímeros, que são 

utilizados na produção de matérias plásticas, isolantes e vernizes. Este óleo representa 

cerca de 25% do peso da castanha de caju; é constituído principalmente por compostos 

fenólicos, como o ácido anacárdico, o cardol e o cardanol. Os ácidos anacárdicos, são 

inibidores de enzima acetilcolinesterase, atuando com propriedades antimicrobianas, 

anticoagulante e antitumorais (Vieira et al., 2006). 

O Anacardium othonianum é encontrado em altitudes entre 380 e 1100m, 

ocorrendo, em maiores densidades, em altitudes acima de 790m. Seu florescimento 
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acontece entre junho e outubro, com produtividade de 200 a 600 frutos por planta, 

pesando cada um entre 5 e 10 g, sendo colhidos entre setembro e outubro (Correa et al., 

2008). 

Esta espécie é adaptada à região do Cerrado, possui tolerância a temperaturas 

elevadas, períodos de secas e solos ácidos (pH 4,5 – 6,5). Este comportamento de 

preferência por ambientes desfavoráveis associados aos solos com maiores declividades 

faz com que tenha elevado potencial para exploração, preservação e manejo de grandes 

áreas no Cerrado (Vieira et al., 2006). 

Com isso uma alternativa para maximizar produção de mudas de caju-de-

árvore-do-cerrado é a inoculação de microrganismos, isto porque, vários estudos 

demonstraram a capacidade destes microrganismos em auxiliar o desenvolvimento de 

seu hospedeiro pela capacidade de produção de hormônios vegetais e a disponibilização 

de fósforo (P) que auxiliaram o crescimento da planta hospedeira (Piccoli et al., 2011; 

Elgharably e Marschner 2011; Kochar et al., 2011). 

O caju-de-árvore-do-cerrado tem grande potencial para exploração econômica, 

porém informações essenciais sobre essa cultura, bem como a comunidade microbiana 

que mantém associação com esta espécie são escassas. 

 

3. Interação entre microrganismos e vegetais 

Os microrganismos constituem um universo pouco explorado da biodiversidade 

do Cerrado, representando grande potencial, seja para estudos de aplicação 

biotecnológica ou para descrição de novas espécies (Mesquita et al., 2013). 

Em 1997, a micobiota no Cerrado tinha como representante cerca de 875 

espécies conhecidas. Porém, de acordo com a estimativa feita por Hawksworth (1991) 

baseado na proporção de seis espécies de fungos por espécie vegetal, este número pode 

representar menos de 4,5% das possíveis espécies existentes na região. Portanto, haveria 

ao menos 24.000 espécies de fungos no Cerrado ainda desconhecidas (Santos et al., 

2011). 

Diversas espécies de fungos obtêm seus nutrientes de outros organismos 

utilizando diferentes estratégias, desde parasitismo, comensalismo até mutualismo. E, 

grande parcela destas espécies está associada de alguma forma à planta, seja na 

superfície (epifíticos), no interior dos tecidos (endofítico) ou na rizosfera. Devido às 
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pesquisas de isolamento de microrganismos, sabe-se que as plantas são 

microecossistemas e excelentes hospedeiras (You et al., 2012).  

Uma interação entre o sistema radicular de plantas e fungos micorrízicos 

arbusculares (FMA) pode funcionar como canais de troca de informações entre as 

plantas conectadas e, consequentemente, influenciar no estabelecimento, na competição, 

diversidade e dinâmica da comunidade vegetal (Selosse et al., 2006). 

Plantas nativas do Cerrado possuem maior crescimento quando inoculadas com 

FMA. Isso foi confirmado em mudas de angico (Anadenanthera macrocarpa B.), 

jenipapo (Genipa americana L.), alfafa (Medicago sativa L.) e porta-enxertos de 

pessegueiro cv. Okinawa (Prunus persica L.) (Carneiro et al., 2009; Sugai et al., 2011; 

Nunes et al., 2011; Soares et al., 2012). 

Os microrganismos que vivem dentro da planta sem causar danos visíveis ou 

alterações morfológicas no seu hospedeiro são conhecidos como microrganismos 

endofíticos (Kogel et al., 2006). A interação entre planta e endofíticos depende de um 

equilíbrio antagônico, pois microrganismos considerados como endofíticos podem ser 

fitopatógenos, pelo estímulo ambiental e fatores de estresse (Khan et al., 2008; 

Druzhinina et al., 2011). 

Acredita-se que espécies endofíticas podem ter evoluído a partir de fungos 

patogênicos possuidores de longos períodos de latência ou que perderam sua virulência 

(Wang et al., 2007). Segundo Ma et al., (2011), os microrganismos endofíticos podem 

ser eficientes no estabelecimento de plantas em programas de remediação em solos 

contaminados por metais pesados. 

Na associação mutualística entre planta-endofítico, o microrganismo recebe 

nutrição e microabitat da planta hospedeira, aumentando sua possibilidade de 

sobrevivência e garante sua disseminação (Muller e Krauss, 2005). O hospedeiro se 

beneficia aumentando sua capacidade competitiva frente a estresses bióticos e abióticos, 

porque o microrganismo proporciona benefícios através da produção, indução ou 

inibição de metabólitos, enzimas, que atuam no controle biológico, solubilização de 

fosfatos, síntese de fitormônio e na biorremediação de compostos recalcitrantes (Piccoli 

et al., 2011). 

A colonização dos microrganismos endofíticos ocorre através da penetração dos 

órgãos vegetais por aberturas naturais como estômatos e/ou hidatódios, pelas raízes 

secundárias, ou ainda através de ferimentos. Também pode ocorrer penetração ativa de 

endofíticos por produção de enzimas ou estruturas que facilitam o processo. Alguns 
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microrganismos endofíticos têm capacidade de perpetuar sua colonização no hospedeiro 

através da transmissão vertical (Wang et al., 2007).  

Khan et al., (2012) ao estudar Populus trichocarpa (Torr. & Gray) e Sitka 

sitchensis descobriram que plantas inoculadas com endofíticos não só tiveram melhor 

viabilidade e florescimento precoce e frutificação, mas também incrementam seu 

crescimento e a produção de frutos quando cultivadas em solo com nitrogênio limitado. 

Os autores ainda afirmam que a utilização de endófitos específicos pode ser preferível a 

utilização de fertilizantes químicos, em razão dos custos monetários e ambientais, 

contribuindo para sistemas agrícolas mais sustentáveis. 

As plantas, geralmente, são repletas de microrganismos que colonizam suas 

estruturas externa e internas. Esses microrganismos fornecem novas vias nutricionais e 

de defesa, influenciando rotas bioquímicas nas plantas. Muitos caracteres vegetais são 

mediados pela microbiota funcional, dessa forma, os microrganismos podem influenciar 

os ecossistemas através de seus efeitos funcionais sobre a dinâmica populacional de 

seus hospedeiros. Esses efeitos são atualmente chamados de traços funcionais (Friesen 

et al., 2011). 

 

3.1 Síntese de ácido indolacético  

A síntese de fitormônios por microrganismos maximiza o crescimento vegetal, 

quando comparado aos indivíduos que não mantêm relação simbiótica com os mesmos. 

Dentre as auxinas, o ácido indolacético (AIA) é o mais estudado, essa substância afeta a 

morfologia das raízes, aumenta o comprimento e o número de pelos radiculares, permite 

explorar novas regiões e aumentado a área de captação radicular (Piccoli et al., 2011). 

Isolados endofiticos de Trichoderma testados por Badawi et al. (2011) e Oliveira 

et al. (2012) foram capazes de produzir AIA in vitro e o uso do precursor L-triptofano 

proporcionou efeito positivo como indutor para a síntese deste fitormônio. Segundo 

Vitorino et al., (2012) 52% dos isolados endofíticos de Hyptis marrubioides Epling 

(Lamiaceae), foram capazes de sintetizar AIA in vitro. 

 

3.2 Solubilização de fosfato 

O fósforo (P) é considerado um macronutriente essencial ao crescimento e 

desenvolvimento vegetal, tendo em vista sua atuação estrutural, funcional e na 

transferência de energia (Ma et al.,2011). Muitos tipos de solos são deficientes em P, 
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tendo sua concentração menor que 10 μM em pH 6,5, no qual o P está insolúvel, além 

de ser adsorvido na superfície dos minerais de argila, em solos neutros ou alcalinos, ou 

na superfície de óxidos de ferro e de alumínio e minerais de argila em solos ácidos 

(Elgharably e Marschner, 2011). 

Alguns microrganismos presentes nos solos possuem papel importante no ciclo 

natural do P, sendo responsáveis pela sua hidrólise para a forma inorgânica, tornando-o 

disponível às plantas. Estes processos são mediados por enzimas, ácidos orgânicos e 

sideróforos (Xiang et al.,2012).  

Os microrganismos solubilizadores de fosfato atuam sobre o fosfato insolúvel 

por meio de fosfatases, principalmente fosfatases ácidas, com a produção de ácidos 

orgânicos e inorgânicos reduzindo o pH, obtendo então o fosfato disponível para as 

plantas (Pelzer et al.,2011; Ma et al., 2011). 

Isolados endofíticos de Hyptis marrubioides Epling (Lamiaceae), espécie nativa 

do Cerrado, demonstraram capacidade de solubilização de fosfato, em especial três 

cepas foram classificadas como de alto potencial, pois obtiveram valores superiores na 

solubilização de fosfato e na síntese de AIA (Vitorino et al., 2012). 

 

4 Identificação molecular  

A análise molecular é uma ferramenta importante no estabelecimento de um 

sistema de identificação de fungos. Estudos vêm aplicando esta técnica molecular que 

tem demonstrado ser um método rápido na identificação de espécies, tais como: 

Aspergillus terreus, Fusarium oxysporum, Fusarium sporotrichioides e Penicillium 

expansum (Lorenço et al., 2007). 

Análises de fragmentos de restrição de DNA amplificados por PCR (Polimerase 

chain reaction) constituem uma ferramenta poderosa que permite a detecção de 

moléculas de ácidos nucleicos específicos presentes em pequenas quantidades e é 

aplicada com sucesso na identificação de fungos. O uso da PCR com primers que 

flanqueiam a região genômica do ITS (Internal transcribed spacer) tem permitido a 

identificação taxonômica dos fungos sem os problemas de variações nos caracteres 

morfológicos que dificultam a taxonomia tradicional (Satow et al., 2008; Badali et al, 

2009) 

O DNAr contém repetições que são separadas por regiões não transcritas, que 

geralmente não apresentam variação de sequência; e regiões internas que apresentam 
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variações na sequência e são transcritas (ITS 1 e ITS 2). Assim, dados oriundos de 

sequenciamento da região ITS são utilizados para estudos de filogenia e evolução, bem 

como para identificação e descoberta de novas espécies (Satow et al., 2008; Badali et al, 

2008; Bridge e Newsham, 2009). 
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OBJETIVO GERAL 
 

 

 

 

Caracterizar as populações de fungos endofíticos cultiváveis e seus traços 

funcionais, associados às raízes de caju-de-árvore-do-cerrado (Anacardium othonianum 

Rizzini).  
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Diversidade de fungos endofíticos de Anacardium othonianum 

Rizzini e seu potencial biotecnológico 

 

 

 

Resumo: As plantas mantêm relações simbióticas com microrganismos como estratégia 

para suportar as adversidades, a partir deste canal de troca os microrganismos recebem 

fotoassimilados e proporcionam benefícios ao vegetal. Anacardium othonianum Rizzini 

conhecido como caju-de-árvore-do-cerrado é uma espécie nativa da região centro-oeste do 

Brasil. Objetivou-se com este trabalho caracterizar a comunidade de fungos endofíticos 

cultiváveis e seus traços funcionais, associados às raízes de Anacardium othonianum 

Rizzini. Raízes de A. othonianum inoculadas em meio para isolamento de microrganismos 

endofiticos, a identificação molecular dos isolados foi realizada pelo sequenciamento 

parcial do espaçador interno transcrito (ITS). Os isolados endofíticos obtidos foram 

testados quanto a síntese de ácido indolacetico e solubilização de fosfato por método 

colorimétrico. Foram encontradas estruturas características de microrganismos 

endomicorrízicos e endofíticos nas lâminas analisadas. 67 linhagens de fungos foram 

isoladas e identificadas por métodos moleculares em 12 espécies: Fusarium oxysporum, 

Bionectria ochroleuca, Periconia macrospinosa, Phomopsis lagerstroemiae, Penicillium 

kloeckeri, Eupenicillium shearii, Phomopsis asparagi, Penicillium pinophilum, 

Agaricomycetes sp., Diaporthe sp., Cladosporium cladosporioide e Paecilomyces 

lilacinus. Conclui-se com esse trabalho que A. othonianum mantém associação a fungos e 

endomicorrízicos e endofiticos. Doze linhagens endofíticas foram isoladas de Anacardium 

othonianum Rizzini, destas sete possuem potencial de solubilização de fosfato e de 

sintetizar AIA. 

Palavras-chaves: simbiose, diversidade genética, caju-de-árvore-do-cerrado. 
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Diversity of endophytic fungi of Anacardium othonianum Rizzini and its 

biotechnological potential 

 

Abstract: Plants maintain symbiotic relationships with microorganisms as a strategy to 

withstand adversity, from this exchange channel microorganisms receive assimilates and 

provide benefits to the plant. Anacardium othonianum Rizzini known as the savanna-

cashew-tree is a native species in the central-western region of Brazil. The objective of this 

work was to characterize the community of culturable endophytic fungi and their 

functional traits, associated with the roots of Anacardium othonianum Rizzini. Roots of A. 

othonianum were inoculated into medium for isolation of endophytic microorganisms. The 

molecular identification of the isolates was performed by partial sequencing of the internal 

transcribed spacer (ITS). The Endophytic isolates were tested for the synthesis of 

indoleacetic acid and phosphate solubilization by colorimetric method. There were found 

characteristic structures of mycorrhizal and endophytic microorganisms in the analyzed 

slides. A total of 67 strains of fungi were isolated and identified by molecular methods in 

12 species: Fusarium oxysporum, Bionectria ochroleuca, Periconia macrospinosa, 

Phomopsis lagerstroemiae, Penicillium kloeckeri, Eupenicillium shearii, Phomopsis 

asparagine, Penicillium pinophilum, Agaricomycetes sp., Diaporthe sp., Cladosporium 

and cladosporioide Paecilomyces lilacinus. It is concluded from this work that A. 

othonianum maintains association to fungi and endomycorrhizal and endophytic. Twelve 

endophytic fungi were isolated from Anacardium othonianum Rizzini, from these seven 

have potential for phosphate solubilization and synthesize IAA. 

 

Key words: Symbiosis, genetic diversity, savannah-cashew-tree. 

 

1. Introdução 

Os microrganismos constituem um universo pouco explorado da biodiversidade 

do Cerrado, representando um grande potencial biológico a ser explorado, seja para 

estudos de aplicação biotecnológica como para descrição de novas espécies. Em 1997, a 

micobiota fúngica conhecida era representada por 875 espécies distribuídas em 301 

gêneros. Porém, de acordo com Hawksworth (1991), que se baseia na proporção de seis 

espécies de fungos por espécie vegetal, este número pode representar menos de 4,5% 
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das possíveis espécies existentes na região. Portanto, haveria ao menos 24.000 espécies 

de fungos no Cerrado ainda desconhecidos (Santos, 2011). 

Diversas espécies de fungos obtêm seus nutrientes de outros organismos 

utilizando diferentes estratégias, como parasitismo, comensalismo ou simbiose. Grande 

parcela destas espécies está associada de alguma forma as plantas, seja na rizosfera, na 

superfície ou no interior dos tecidos como endofítico. Nas relações simbióticas entre 

plantas e microrganismos normalmente o vegetal utiliza a associação como estratégia 

para suportar as adversidades bióticas e abióticas (Guo et al., 2008; Piccoli et al., 2011; 

You et al., 2012). 

A conexão entre sistemas radiculares de plantas hospedeiras é bastante 

documentada em fungos endomicorrízicos, em especial micorrízicos arbusculares 

(FMA) pertencentes ao filo Glomeromycota (Helgason e Fitter, 2009), justamente por 

fornecer benefício e pela sua baixa especificidade ao hospedeiro (Sharma e Jha, 2012). 

Esta conexão pode funcionar como canal de troca de informações e 

consequentemente, influenciar no estabelecimento de plântulas, competição, 

diversidade e dinâmica da comunidade vegetal. Mas, principalmente auxilia as plantas 

na absorção de nutrientes e água, e o benefício da associação para a planta surge do 

aumento da extensão da superfície de absorção, em troca, o fungo recebe carboidratos 

da planta (Wu, et al., 2009; Zhan, et al., 2011).  

Já foi observado que a inoculação de FMA em pinhão-manso (Jatropha curcas 

L.) proporcionou incremento na biomassa de parte aérea e raiz (Saboya et al., 2012) e, 

em Anacardium othonianum Rizzini, foi observado aumento no comprimento e na 

biomassa seca das mudas (Cabral et al., 2012).  

Os microrganismos que habitam o interior das plantas sem causar danos visíveis 

ou alterações morfológicas no seu hospedeiro são conhecidos como microrganismos 

endofíticos (Kogel et al., 2006; White e Bacon, 2012). Em geral, microrganismos 

endofíticos penetram os órgãos vegetais por aberturas naturais como estômatos e 

hidatódios, ou ainda através de feridas. Outras portas de entrada são aberturas causadas 

por insetos e até mesmo pelas estruturas de fungos patogênicos, como os apressórios. 

Também pode ocorrer penetração ativa de endofíticos por produção de enzimas ou 

estruturas que facilitam o processo (Qin et al., 2012). 

Possuem a capacidade de fornecer benefícios ao hospedeiro, como a 

solubilização de fosfato insolúvel por meio da produção de ácidos orgânicos e 

inorgânicos e a redução do pH, ocorrendo a dissociação do fosfato, tornando-o 
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disponível para as plantas (Pelzer et al., 2011). Além de sintetizar fitormônios e 

fornecer ao vegetal, o ácido indolacético (AIA) pode ser sintetizado por duas vias, uma 

em que o triptofano é utilizado como precursor (Contreras et al., 2010) e a via 

independente de triptofano (Kochar e Srivastava, 2012).  

Um grupo de fungos endofíticos que possui hifas marrons e a formação de 

microesclerócio é conhecido como dark septate (DSE) e atuam fornecendo algumas 

vantagens as plantas, porém, o benefício da associação com os DSE ainda não é 

totalmente esclarecido e acredita-se que os benefícios que este grupo fornece a planta 

seriam similares aos FMA (You et al., 2012). 

O A. othonianum Rizzini é uma Anacardiaceae nativa do Cerrado brasileiro, 

popularmente conhecida como caju-de-árvore-do-cerrado, que possui grande 

importância regional, ao ser explorada como espécie frutífera e medicinal (Caramori et 

al., 2004). O caju-de-árvore-do-cerrado distingue-se das demais espécies, A. humile, A. 

nanum e A. corymbosum, pelo porte arbóreo, podendo atingir até 6,0 m de comprimento 

(Vieira et al., 2006). 

O pseudofruto desta espécie pode ser consumido na forma de sucos, licores, 

geleias, rapaduras, sorvetes, produtos cristalizados e aguardentes (Correa et al., 2008). 

O consumo do cajuzinho na alimentação foi reforçado, pela comprovação dos altos 

valores nutricionais (Silva et al., 2008). Porém, o crescimento lento de suas mudas vem 

restringindo seu cultivo comercial, tornando o seu aproveitamento limitado a pequenos 

produtores e a exploração extrativista (Vieira et al., 2006).  

Contudo estudos sobre a comunidade microbiana que se associam às raízes desta 

espécie são inexistentes, portanto, objetivou-se com este trabalho caracterizar as 

populações de fungos endofíticos cultiváveis e seus traços funcionais, associados às 

raízes de A. othonianum Rizzini. 

 

2. Material e Métodos 

2.1 Material vegetal 

Três plantas jovens de aproximadamente 50 com de caju-de-árvore-do-cerrado 

foram coletadas no verão -março de 2012 - no município de Montes Claros de Goiás – 

GO (S 16°08’ de latitude e W 51º17’ de longitude, 592m de altitude). 

As plantas foram integralmente retiradas do solo com o uso de um escavador 

manual, cuidadosamente manuseado para impedir danos à raiz e preservar grande 
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quantidade do solo rizosférico. Em seguida foram conduzidas ao Laboratório de 

Microbiologia Agrícola do IF Goiano – Câmpus Rio Verde para processamento. 

 

2.2 Observação de associação entre fungos e raízes de caju-de-árvore-do-cerrado 

Amostras de raízes previamente mantidas em álcool 70% foram despigmentadas 

pelo método de Koskey e Gemma (1989), modificado. As raízes foram imersas em 

KOH (2%), autoclavadas a 121ºC, por 20 minutos e transferidas para uma nova solução 

de KOH (2%) por 24 horas, à temperatura ambiente, seguido de imersão em solução 

alcalina de peróxido de hidrogênio amoniacal (NH4OH 0,5% e H2O2 0,5% em água) por 

60 minutos. 

A coloração das raízes foi realizada com o corante azul de tripano (0,05%) em 

lactoglicerol (Phillips e Heyman, 1970), e 10 lâminas para microscopia foram 

confeccionadas com três fragmentos de raízes, permitindo a visualização das estruturas 

em microscópio Leica DM500, com câmera Leica ICC 50 adaptada ao software LAZ 

EZ, versão 1.8.0, de forma a classificá-las de acordo com literatura especializada 

(Petrini, 1986; Peterson et al., 2004). 

 

2.3 Isolamento, caracterização genética e identificação molecular das linhagens de 

fungos endofíticos cultiváveis 

As raízes das plantas de caju-de-árvore-do-cerrado foram lavadas em água 

corrente, posteriormente foram imersas em água de torneira com detergente neutro e 

agitadas por 5 minutos. Em seguida, foram enxaguadas com água destilada até a retirada 

completa de todo o detergente.  

Em fluxo laminar, as raízes foram imersas em álcool (70%) por um minuto; 

hipoclorito de sódio (2,5%) de cloro ativo três minutos e álcool (70%) por 30 segundos, 

posteriormente enxaguadas três vezes com água destilada esterilizada e o excesso de 

umidade retirado com papel filtro esterilizado. Como controle do processo de assepsia, 

foram coletados 500 μL da água utilizada no enxágue final das amostras, para 

inoculação em tubos contendo meio de cultura.  

Sete fragmentos de raízes de aproximadamente um cm foram cortados com 

auxílio de pinça e tesoura, e distribuídos superficialmente em 12 placas de Petri 

contendo meio BDA (Infusão de 200 g de batata, dextrose 20 g, ágar 15 g e 1000 mL 

água) suplementado com 100 mg.L
-1

 de Clorofenicol
®
, e em 9 placas de Petri com meio 

AN (extrato de carne 3 g, peptona 5 g e ágar 15 g). Ao total foram analisados 84 
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fragmentos em meio BDA e 63 fragmentos em meio AN, oriundos de cada indivíduo de 

caju-de-árvore-do-cerrado. 

Os microrganismos que cresceram nos fragmentos foram transferidos para 

placas de Petri contendo BDA e os fungos purificados por repicagem do micélio em 

placas contendo meio sólido. Os fungos foram agrupados em linhagens por 

características morfológicas de acordo com a cor do micélio, textura e extensão de 

crescimento micelial e, em seguida, mantidos a 2 a 8 ºC em vidros de penicilina 

contendo BDA. 

Um representante de cada morfotipo foi utilizado para a extração do DNA 

genômico, que foi realizada com kit de extração Miniprep, seguindo recomendações do 

fabricante (Axygen biosciences, USA). A caracterização genética foi realizada com o 

uso de marcadores moleculares IRAP-PCR (Inter-Retrotransposon amplified 

polymorphisms) e ISSR-PCR (Inter-Simple Sequence Repeat). 

O marcador IRAP-PCR, no qual foram utilizados os primers CL IRAP 1 (5' – 

CGT ACG GAA CAC GCT ACA GA - 3') e CL IRAP 4 (5' – CTT TTG ACG AGG 

CCA TGC - 3') (Santos et al., 2012), com volume da reação de 25 μL e nas condições 

de amplificação de desnaturação inicial 94 ºC por 4 minutos, 35 ciclos com 

desnaturação de 94 ºC por 0,40 minutos, anelamento 44 ºC 0,40 minutos, síntese 72 ºC 

2 minutos e síntese final: 72 ºC por 10 minutos.  

Para o marcador ISSR-PCR, no qual foi utilizado o primer BH1 (5' - GTG GTG 

GTG GTG GTG - 3') (Smith et al., 2003), com volume de reação de 25 μL e as 

condições de amplificação foram realizadas com, desnaturação inicial 94 ºC por 2 

minutos, 35 ciclos com desnaturação de 94 ºC por 1 minuto, anelamento 50 ºC 2 

minutos, síntese 72 ºC 2 minutos e síntese final: 72 ºC por 10 minutos.  

Os produtos das amplificações IRAP-PCR e ISSR-PCR foram submetidos à 

eletroforese em gel de agarose 1,2%. Os tamanhos dos amplificados foram 

determinados com marcador 123pb DNA Ladder (Sigma-Aldrich, Inc.). As imagens 

foram salvas em um fotodocumentador (Loccus Biotecnologia, Brasil) para posterior 

análise.  

A avaliação da diversidade foi obtida por inspeção visual do gel, considerando 

todas as bandas visíveis. O perfil de amplificação foi transformado em uma matriz 

binária com os valores: 0: ausência e 1: presença para cada amplicon. A similaridade 

dos dados foi calculada através do Coeficiente de Jaccard (Sneath e Sokal, 1973). O 

agrupamento, utilizando o algoritimo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with 
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Arithmetical Average), foi obtido baseando na matriz de similaridade com o software 

NTSys v.2.1 (ROHLF, 2001). Um nível de 75% de similaridade mínima entre os 

isolados foi considerado para definição da Unidade Taxonômica Operacional (OTU) 

(Torres et al, 2008). 

A identificação molecular dos isolados foi realizada pelo sequenciamento parcial 

do espaçador interno transcrito (ITS) da região rDNA de representantes de cada OTU. 

Os oligonucleotídeos ITS 4 (5′-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3′) e ITS 5 (5`-

GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3') (White et al. 1990) foram utilizados para 

amplificação da região intergênica. O volume de reação foi de 25 μL e as condições de 

amplificação foram realizadas como segue: desnaturação inicial de 94ºC por 4 minutos, 

seguido de 35 ciclos de 94 ºC por 40 segundos, 58 ºC por 35 segundos e 72 ºC por 1,20 

minutos, e o passo final de alongamento de 72 ºC por 10 minutos em um 

AMPLITHERM Thermal Cyclers. Os produtos de amplificação foram purificados 

(Dunn e Blattner, 1987) e quantificados por eletroforese em gel de agarose 1,2%. 

O sequenciamento foi realizado pelo método de Sanger com o Kit Big Dye no 

ABI3100 Applied Biosystem. As sequências foram comparadas no banco de dados do 

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) com sequências conhecidas, por uma pesquisa 

de similaridade via Blastn (Altschul et al., 1990). 

A frequência relativa das espécies encontradas foi calculada dividindo o número 

de isolados de uma espécie pelo número total de isolados. O índice de diversidade de 

Shannon (H’) foi calculado de acordo com Kumar e Hyde (2004). 

 

2.4 Traços funcionais das espécies endofíticas 

Um total de 12 isolados endofíticos obtidos de A. othonianum, foram utilizadas 

para avaliação da síntese de ácido indolacetico (AIA) e solubilização de fosfato de 

cálcio, ferro e alumínio. 

 

2.4.1 Solubilização de Fosfato de Cálcio, Ferro e Alumínio  

Os isolados fúngicos foram crescidos em meio BDA (infusão de 200 g de batata, 

dextrose 20 g e ágar 15 g) por três dias a 30 ºC. Posteriormente discos de micélio de 5 

mm, foram inoculados em triplicata, em vidros de penicilina contendo 9 mL de meio 

GELP básico (glicose, extrato de levedura e peptona) com três diferentes fontes de 

fosfato (5 g.L
-1

 de fosfato de cálcio - CaHPO4, 1 g.L
-1

 de fosfato de ferro - FePO4, 2 g.L
-
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1 
de fosfato de alumínio - AlPO4). Em seguida mantidos sob agitação constante com o 

auxílio de agitador orbital – Shaker (Nova Técnica NT 712
®
) em rotação a 90 rpm, por 

72h, a 30 ºC. A solubilização de fosfato foi avaliada por meio do método colorimétrico 

descrito por Braga e DeFelipo (1974). 

A solubilização de fosfato pelos fungos foi determinada utilizando a equação da 

curva padrão e as médias comparadas pelo teste Scott-Knott (5%). 

 

2.4.2 Síntese de ácido indolacético (AIA) 

Os 12 isolados fúngicos foram crescidos em meio BDA por três dias a 30 ºC. 

Posteriormente, discos de micélio de 5 mm, em triplicata, foram inoculados em vidros 

de penicilina contendo 5 mL de meio BD (Infusão de 200 g de batata, dextrose 20 g e 

1000 mL água) suplementado com 100 μg mL
-1

 de triptofano. 

Os isolados ficaram sob agitação constante com o auxílio de agitador orbital – 

Shaker (Nova Técnica NT 712
®
) em rotação a 90 rpm, por 72h, a 30 ºC. A produção de 

AIA foi avaliada por meio do método colorimétrico, descrito por Gordon e Mitchell 

(1951).  

A síntese de AIA dos fungos foi determinada utilizando a equação da curva 

padrão e as médias comparadas pelo teste Scott-Knott (5%). 

 

3. Resultados e Discussão 

3.1 Observação de associação entre fungo e raízes de caju-de-árvore-do-cerrado 

Na análise microscópica das raízes de A. othonianum não se observou alterações 

morfológicas nem sintomas de doenças nas raízes coletadas para este trabalho. Foram 

observados dois grupos de microrganismos colonizando as raízes desta espécie arbórea, 

confirmando que o método de preparação das raízes foi eficiente para esta espécie. 

O primeiro grupo encontrado foi os fungos endofíticos chamados de dark septate 

(DSE). Foi possível esta classificação pela observação de hifas septadas na coloração 

marrom (Figura 1A-D) e estruturas de microesclerócios (Figura 1E-H) que são típicas 

deste grupo. 

Os fungos possuem crescimento inter e extracelular e, como estratégia de 

colonização intercelular, a hifa diminui o seu diâmetro ao penetrar a parede celular, 

consequentemente, a região que está na porção extracelular da hifa dilata-se, e 

possibilita determinar o local exato da colonização (Figura 1C-D). 
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Foi observado diferentes estádios de desenvolvimento do microesclerócio. 

Segundo Wu (2009), o microesclerócio pode ser uma estrutura responsável por 

armazenar substâncias especiais ou ainda como estrutura de propágulo. 

 

 

Figura 1. Estruturas de fungos endofíticos dark septate em raízes de Anacardium 

othonianum Rizzini, coltado em Montes Claros de Goiás, GO. Legenda: HD 

hifas de dark septate, MS microesclerócio. 

 

A coloração escura dos fungos dark septate está relacionada à capacidade de 

aumentar a rigidez da parede celular das células do fungo, bem como, a resistência do 

fungo contra a irradiação, temperatura elevada e a dessecação (Zhan et al., 2011), visto 
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que estes microrganismos possuem alta habilidade de colonizar ambientes desérticos ou 

áridos (Wu et al.,2009).  

O segundo grupo fúngico encontrado foram os FMA, grupo caracterizado por 

hifas sem septo e a presença de estruturas características como a vesícula (V) e o 

arbúsculo (A) (Figura 2A). 

De acordo com Smith e Smith (2007), a presença de arbúsculos típicos, 

resultante da intensa ramificação no interior das células do córtex do hospedeiro, é 

característica de colonização Arum, enquanto a presença abundante de hifas enoveladas, 

no interior das células do córtex, é característica do padrão de colonização Paris. A 

observação simultânea dos dois tipos de padrão de colonização micorrízica – Arum e 

Paris, considerando que o tipo de colonização é influenciado pela identidade do fungo 

simbionte, neste caso pode haver mais de uma espécie fúngica colonizando as raízes. 

As hifas do FMA são coradas com o corante azul de tripano e crescem 

intracelularmente (associação Arum), formando a chamada hifa enovelada, que envolve 

a célula internamente tomando seu formato à medida que a parede celular vegetal limita 

seu crescimento (Figura 2B), ou entre as células vegetais (Figura 2C) permitindo a 

associação do tipo Paris. Portanto, a morfologia da endomicorriza A. othonianum é 

intermediária. 

Os FMA encontrados colonizando as raízes de caju-de-árvore-do-cerrado têm a 

capacidade de armazenar lipídeos no interior das próprias hifas (Figura 2C) ou em 

estruturas especializadas chamadas de vesículas (Figura 2D). Foram encontradas 

vesículas entre as células vegetais (Figura 2D) e internamente as células (Figura 2A, 2E 

e 2F), com tamanho e forma variável. 

A presença de arbúsculos foi confirmada pela observação de hifas que se 

ramificam formando uma rede de hifas menores e, em maior número, no interior das 

células do vegetal permitindo constante comunicação entre o fungo e o vegetal (Figura 

2A, 2E e 2F). 
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Figura. 2 Estruturas de fungos micorrízicos colonizando raízes de Anacardium 

othonianum Rizzini, coletado no município de Montes Claros de Goiás. 

A: Vesícula, arbúsculo e hifas. B: Hifas enoveladas. C: Hifas contendo 

gotículas de lipídios. D: Vesícula intercelular armazenando lipídios. E: 

Vesícula e arbúsculo intracelular. F: Vesícula alongada e arbúsculo 

bastante ramificado. Legenda: A (arbúsculos), V (vesículas), H (hifas), 

HE (hifas enoveladas).  

 

As espécies do Cerrado de maneira geral têm seu crescimento limitado pelas 

condições edáfoclimáticas da região (Pinto et al., 2011) e várias estratégias de 

sobrevivência são usadas, sendo uma delas é a associação com FMA (Zhang et al., 

2011) ou endofíticos (Wu et al., 2009). Isto proporciona vantagens ao vegetal em 

virtude dos microrganismos competirem com patógenos, aumentarem sua área de 
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absorção de água e nutrientes no solo como o P, além de, fornecer alguns fitormônios 

(Simard e Durall, 2004; You et al., 2012). 

A simbiose micorrízica ocorre tendo em vista a capacidade dos fungos de 

aumentar a disponibilidade de nutrientes e água, explorando regiões mais profundas que 

as próprias raízes, e isto pode ser decisivo no estabelecimento e sobrevivência da 

espécie (Wu et al., 2009). O solo no qual o vegetal se estabelece é outro fator 

determinante para esta relação, pois em solos com baixa fertilidade, especialmente em 

teores de cálcio (Ca), ferro (Fe) e potássio (K) pouco solúveis a simbiose será 

estimulada (Uma et al., 2012; Sharma e Jha, 2012). 

Os FMA podem colonizar espécies lenhosas ou herbáceas (Zang et al.,2011; 

Vitorino et al., 2012), e estudos mostram que podem colonizar 64% do sistema radicular 

de Ficus sp. (Uma et al., 2012), e várias famílias já são conhecidas pela interação com 

FMA (Acanthaceae, Asclepidaceae, Amaranthaceae, Asteraceae, Caesalpinaceae, 

Chenopodiaceae, Commelinaceae, Cyperaceae, Labiatae, Nyctaginaceae, Poaceae, 

Rutaceae, Solanaceae, Umbellifereae, Verbanaceae, Lamiaceae, Phytolaccaceae, 

Fabaceae, Bignoniaceae, Moraceae, Myrtaceae, Rubiaceae, Melastomataceae e 

Myrsinaceae) (Detmann et al., 2008; Silva et al., 2009; Sharma e Jha, 2012; Vitorino et 

al., 2012).  

A colonização micorrízica na família Anacardiaceae foi relatada por Proborini 

(2013), ao estudar a morfologia característica de esporos de FMA isolados da rizosfera 

de A. occidentalle L.  

A dupla colonização de FMA e DSE em plantas indica a dinâmica da 

comunidade que coloniza essas raízes, reforçando a complexidade desta interação. Já 

foram relatadas a simbiose com os dois grupos fúngicos nas seguintes espécies do 

Cerrado Hyptis marrubioides, Alibertia edulis, Aeschynomene paniculata, 

Chamaecrista desvauxii, Chamaecrista nictitans, Coccocypselum sp., Eugenia 

dysenterica, Miconia albicans, Myrsine guianensis, Palicuria sp., Platypodium 

eleganspois (Detmann et al., 2008; Vitorino et al., 2012), e em Centilla asiatica e Leuca 

plukenitti (Sharma e Jha, 2012), espécies nativas da índia. 

Até o presente momento, a associação e os tipos de fungos colonizando 

internamente as raízes de A. othonianum não eram conhecidas. Esse hospedeiro é capaz 

de abrigar colonização concomitante de fungos DSE e FMA. São necessários estudos 

mais aprofundados para compreender a dinâmica desta relação entre estes grupos 

microrganismos e o hospedeiro. 
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3.2 Isolamento, caracterização genética e identificação molecular das linhagens de 

fungos endofíticos cultiváveis  

Foram obtidos 67 isolados de fungos endofíticos dos fragmentos de raízes de 

caju-de-árvore-do-cerrado, sendo 35 e 32 linhagens provenientes dos meios AN e BDA, 

respectivamente. Após o crescimento das linhagens, eles foram agrupados em 20 grupos 

morfológicos, diferenciados por características macroscópicas - borda, tipo e coloração 

do micélio, e microscópicas – diferenciação de estruturas reprodutivas. 

Por análise de marcador molecular, observou-se resultado distinto entre os 

marcadores utilizados, pelo marcador ISSR-PCR (“Inter-Simple Sequence Repeats” ou 

intermicrossatélites) foram observadas 13 OTU’s, sendo 9 por perfis únicos e 4 por 

grupos de isolados. 

Utilizando o marcador IRAP-PCR (“Inter-Retrotransposon Amplified 

Polymorphisms”) detectou-se 17 OTU’s, sendo 15 formados por perfis únicos e 2 

formados por grupos de isolados (Figura 3). 
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Figura 3. Similaridade entre os morfotipos de fungos de Anacardium othonianum 

Rizzini, coletado em Montes Claros de Goiás, GO pelo marcador ISSR e 

IRAP. Rio Verde – GO, 2013.  
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Os sistemas de marcadores moleculares baseados em RTNs (retrotransposons) 

de repetições terminais longas (LTRs) exploram o polimorfismo do DNA genômico 

resultante de fenômenos de inserção entre dois RTNs muito próximos, no caso do 

marcador IRAP (Schulman et al., 2004) Isso reflete na separação em nível de indivíduo, 

sendo um marcador eficiente e muito preciso, neste trabalho o IRAP revelou 17 OTU. 

O ISSR explora a ubiquidade dos microssatélites nos genomas e consiste na 

amplificação de regiões entre dois microssatélites adjacentes, inversamente orientados, 

tornando os marcadores multilocus (Smith e Bateman, 2002). Foi observado que este 

marcador originou 13 OTU, sendo considerado um marcador mais robusto. 

A análise molecular revelou 10 espécies fúngicas, Penicillium kloeckeri, 

Eupenicillium shearii, Paecilomyces lilacinus, Fusarium oxysporum, Periconia 

macrospinosa, Cladosporium cladosporioides, Bionectria ochroleuca, Phomopsis 

lagerstroemiae, Phomopsis asparagi e Penicillium pinophilum, uma classe 

Agaricomycetes sp., e um gênero Diaporthe sp. 

Phomopsis lagerstroemiae (Fun520A) foi a espécie mais frequente (44,8%) 

seguido de Periconia macrospinosa (Fun502A) (16,4%), Agaricomycetes sp. (Fun04C) 

(10,4%), Cladosporium cladosporioides (Fun422A) (7,5%) e Phomopsis asparagi – 

(Fun530A) (6,0%). As demais espécies foram consideradas raras, possuindo frequência 

inferior a 3% (Sun et al., 2012) (Tabela 1). 
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Tabela 1. Identificação dos isolados fúngios endofíticos isolados de Anacardium 

othonianum, coletados no município de Montes Claros de Goiás. 

Isolados 
GenBank % ID 

Nº acesso no 

GenBank 

Frequência relativa 

% 

Fun530A 

Fun219B  

Fun417A 

Fun527A 

Phomopsis asparagi 99 JX049385 5,970149254 

Fun520A 

Fun15C 

Fun19C 

Fun28C 

Fun38C 

Fun406A 

Fun407A 

Fun414A 

Fun415A 

Fun425A 

Fun431A 

Fun432A 

Fun503A 

Fun506A 

Fun513A 

Fun517A 

Fun522A 

Fun520A 

Fun521A 

Fun523A 

Fun524A 

Fun526A 

Fun529A 

Fun542A 

Fun544A 

Fun555A 

Fun557A 

Fun558A 

Fun559A 

Fun560A 

Fun564A 

Phomopsis lagerstroemiae 98 AY622994 44,7761194 

Fun118C 

Fun14C 
Penicillium pinophilum 98 AB455516 2,985074627 

Fun203B  Fusarium oxysporum 99 HQ328030 1,492537313 

Fun411A  

Fun412A 
Bionectria ochroleuca 98 HQ607798 2,985074627 

Fun111C Paecilomyces lilacinus 98 FJ765021 1,492537313 

Fun307B 

Fun308B 

Fun29C 

Fun121C 

Fun127C 

Fun502A 

Fun405A 

Fun410A 

Fun508A 

Fun534A 

Fun305B 

Periconia macrospinosa 99 JN859364 16,41791045 

Fun04C 

Fun24C 

Fun26C 

Fun37C 

Fun101C 

Fun102C 

Fun302B 

Agaricomycetes sp. 91 JF288547 10,44776119 

Fun216B Penicillium kloeckeri 98 HM469393 1,492537313 

Fun22C Eupenicillium shearii 99 JQ863221 1,492537313 

Fun510A 

Fun36C 
Diaporthe sp. 98 EF488448 2,985074627 

Fun420A  

Fun421A 

Fun429A 

Fun213B 

Cladosporium 

cladosporioides 
99 JX230994 7,462686567 

 

Segundo Wang et al (2005) o filo Basidiomycota raramente é isolado como 

endófito, em A. othonianum foram isolados sete representantes (Agaricomycetes sp.). 
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Contudo o filo Ascomicota representou 90% do total dos indivíduos, sendo encontrados 

três classes: Sordariomycetes (85%), Dothimycetes (8,4%) e Euromycetes (6,6%). 

O valor de diversidade de Shannon H’encontrado nas populações de fungos 

endofíticos de A. othonianum foi de 1,82. Ao estudar folhas e caules em áreas desérticas 

na China, Sun et al. (2012) obtiveram valores para o índice de Shannon variando 0,29-

4,78, e Bezerra et al. (2013) encontraram valores totais de 2,99 ao estudar cactus Cereus 

jamacaru DC, na floresta tropical seca do Brasil. Costa et al. (2012) encontraram Índice 

de Diversidade de Shannon na estação seca de 1.035, e um pouco menor no período 

chuvoso (H '= 1,026) ao estudar isolados endofíticas de Manguezal no nordeste do 

Brasil. 

Embora a taxonomia morfológica contribua muito para a elucidação da 

diversidade de fungos endofíticos, a utilização de métodos de identificação molecular 

tem se mostrado  excelente ferramenta para a identificação de morfoespécies (Bensch et 

al., 2012).  

Pela análise de máxima verossimilhança da análise de sequências ITS, foi 

possível observar um agrupamento por similaridade entre as espécies de fungos 

endofíticos isolados (Figura 4).  
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Figura 4. Análise molecular filogenética pelo método de máxima verossimilhança, 

entre isolados fúngicos endofíticos de Anacardium othonianum Rizzini, 

coletado no município de Montes Claros de Goiás, Rio Verde – GO, 

2013.  

 

O primeiro grupo é composto por apenas Agaricomycetes sp representando o filo 

Basidiomycota. O segundo grupo classificado como o filo Ascomycota, origina dois sub 

grupos, um composto por Cladosporium cladosporioides representando a classe 

Dothiomycetes, neste mesmo grupo, porém em condições mais derivadas se encontram 

as espécies Penicillium kloeckeri, Eupenicillium shearii e Penicillium pinophilum que 

compõem a classe Eutotiomycetes. No outro grupo do filo Ascomycota estão os 

representantes da classe Sordariomycetes: Phomopsis lagerstroemiae, Phomopsis 

asparagi, Diaporthe sp compõem um subgrupo, seguido de Periconia macrospinosa, 

Paecilomyces lilacinus, Fusarium oxysporum e Bionectria ochroleuca. 

Ao estudar a comunidade de fungos endofíticos das plantas de regiões desérticas 

da China, Sun et al. (2012) descreveram o isolamento de espécies de Cladosporium, 

Fusarium e Penicillium gêneros comuns aos descritos neste trabalho, um indicativo que 

estas espécies são comuns a hospedeiros que habitam locais de intensa luminosidade e 

estresse hídrico.  
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Espécies do gênero Penicillium foram descritas por Ge et al. (2008) e Wubsheta 

et al. (2013). Penicillium pinophilum é conhecido também por ser um fungo saprofítico 

que degrada celulose (Maciel et al., 2012), porém, acredita-se que possui efeito 

sinérgico com FMA, estimulando o estabelecimento e a esporulação do FMA (Quilliam 

e Jones, 2010). 

Diaporthe é um gênero endofítico conhecido por produzir enzimas que atuam na 

inibição do metabolismo de patógenos (Prada et al., 2009; Anaya et al., 2013) e foi 

observado por Sebastianes et al. (2013) em mangueiras nativas do Brasil  

Apesar da espécie Fusarium oxysporum ser tradicionalmente reconhecida como 

fitopatogênica (Maciel et al., 2012) diferentes trabalhos demonstram a sua capacidade 

endofítica (Onofre et al., 2013; Chen et al., 2013). Já foi relatada a produção de diversas 

enzimas que degradam a parede celular como proteases, celulases e quitinases e a 

produção de substâncias como sideróforos por este fungo (Xing et al., 2010; Zhao et al., 

2010; Vieira et al., 2012).  

Já Phomopsis são fungos endófitos que podem promover o crescimento vegetal, 

sendo capaz de produzir compostos que aceleram a decomposição de resíduos, 

liberando nutrientes no solo e induzem a planta a melhorar sua capacidade defensiva 

(Chen et al., 2013). 

Cladosporium foi descrito por Yang et al. (2013) como espécie endofítica 

isolada de Aconitum leucostomum, Bionectria foi isolada de pimenta na Coréia (Paul et 

al., 2013), Eupenicillium isolado na China de folhas de Murraya paniculatar (Wang et 

al., 2012). A classe Agaricomycetes foi descrita por Brum et al., (2012) como espécie 

endofitica que possui capacidade de controlar espécies patogênicas de fungo.  

Paecilomyces lilacinus é um fungo amplamente utilizada comercialmente como 

inoculante contra Nematoides, (bioativo Bioact WG
®

 - Prophyta) (Berg, 2009). 

Periconia macrospinosa é uma espécie endofítica descrita por Mandyam et al. 

(2012) que se associa a gramíneas nativas de pradaria do leste de Kansas no Estados 

Unidos da América. Esta espécie é caracterizada pela presença de hifas septadas na 

coloração marrom e estruturas de microesclerócios, tipicas do grupo de DSE. 

O valor de diversidade de Shannon H’encontrado nas populações de fungos 

endofiticos de A. othonianum foi de 1,82, valor considerável para regiões 

edafoclimáticas como a do Cerrado Brasileiro. Ao estudar folhas e caules em áreas 

desérticas na China, Sun et al. (2012) obtiveram valores para o índice de Shannon 
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variando 0,29-4,78, e Bezerra et al. (2013) encontraram valores totais de 2,99 ao estudar 

cactus (Cereus jamacaru DC) no Brasil. Costa et al. (2012) encontraram índice de 

diversidade de Shannon na estação seca de 1,03, e um pouco menor no período chuvoso 

(H'= 1,02) ao estudar isolados endofíticos de Manguezal no nordeste do Brasil. 

 

3.3 Traços funcionais das espécies endofíticas 

Os 12 fungos testados foram capazes de solubilizar fosfato insolúvel. O fosfato 

de cálcio foi a fonte de fosfato mais solubilizada, em que P. kloeckeri (4,1 mg L
-1

), E. 

shearii (3,9 mg L
-1

) e P. lilacinus (3,7 mg L
-1

) foram os microrganismos que mais 

solubilizaram esta fonte de fosfato, seguido por F. oxysporum (3,2 mg L
-1

), P. 

macrospinosa (3,2 mg L
-1

), C. cladosporioides (3,2 mg L
-1

) e Agaricomycetes sp. (3,1 

mg L
-1

).  

 Para fosfato de ferro Agaricomycetes sp. (2,2 mg L
-1

) e B. ochroleuca (2,0 mg L
-

1
) seguidos por P. lilacinus (1,5 mg L

-1
), C. cladosporioides (1,5 mg L

-1
), F. oxysporum 

(1,4 mg L
-1

), Diaporthe sp. (1,4 mg L
-1

) e E. shearii (1,2 mg L
-1

), tiveram as maiores 

respostas. 

P. pinophilum teve as menores respostas para solubilização de fosfato de cálcio 

(1,4 mg L
-1

) e ferro (0.1 mg L
-1

). Não houve diferença entre os microrganismos testados 

para solubilização de fosfato de alumínio (Tabela 2). 
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Tabela 2. Solubilização in vitro de fosfato de cálcio (CaHPO4), ferro (FePO4) e 

alumínio (AlPO4) por fungos endofíticos de caju-de-árvore-do-cerrado 

(Anacardium othonianum Rizzini). Rio Verde – GO, 2013. 

Espécies 

Fosfato dissociado (mg L
-1

) 

CaHPO4  FePO4 AlPO4,  

Penicillium kloeckeri Fun216B 4,1Z Aa 1,0 Cb 0,9 Ab 

Eupenicillium shearii Fun22C 3,9 Aa 1,2 Bb 0,6 Ac 

Paecilomyces lilacinus Fun111C 3,7 Aa 1,5 Bb 1,0Ab 

Fusarium oxysporum Fun203B 3,2 Ba 1,4 Bb 0,6 Ac 

Periconia macrospinosa Fun502A 3,2 Ba  0,8 Cb 0,6 Ab 

Cladosporium cladosporioides Fun422A 3,2 Ba 1,5 Bb 0,5 Ac 

Agaricomycetes sp. Fun04C 3,1 Ba 2,2 Ab 1,2 Ac 

Bionectria ochroleuca Fun411A 2,8 Ca 2,0 Ab 1,3 Ac 

Phomopsis lagerstroemiae Fun520A 2,7 Ca 0,7 Cb 0,5 Ab 

Diaporthe sp. Fun510A 2,5 Ca 1,4 Bb 1,0Ab 

Phomopsis asparagi Fun530A 2,3 Ca 0,9 Cb 0,8 Ab 

Penicillium pinophilum Fun118C 1,4 Da 0,1 Db 0,5 Ab 

Z
Médias seguidas pela mesma letra, maiúsculas na coluna e minúsculas na linha, não 

diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%). 

 

O P é considerado um macronutriente essencial ao crescimento e 

desenvolvimento vegetal, tendo em vista sua atuação estrutural, funcional e na 

transferência de energia (Ma et al., 2011). Alguns microrganismos têm papel importante 

no ciclo do P, sendo responsáveis pela sua hidrólise tornando-o disponível às plantas. 

Estes processos são mediados por enzimas e ácidos orgânicos (Yang et al., 2012).  

Os microrganismos solubilizadores de fosfato atuam sobre o fosfato insolúvel 

por meio de fosfatases, principalmente fosfatases ácidas, com a produção de ácidos 

orgânicos e inorgânicos reduzindo o pH, obtendo então o fosfato disponível para as 

plantas (Pelzer et al., 2011; Ma et al., 2011). 

Isolados endofíticos de Hyptis marrubioides Epling (Lamiaceae), espécie nativa 

do Cerrado demonstraram capacidade de solubilização de fosfato, em especial três 

cepas, foram qualificadas como de potencial (Vitorino et al., 2012). 

Os fungos endofíticos de A. othonianum sintetizaram AIA, em destaque 

Fusarium oxysporum (1,7 µg mL
-1

), seguido de Bionectria ochroleuca (0,3 µg mL
-1

), 
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Periconia macrospinosa (0,3 µg mL
-1

), Phomopsis lagerstroemiae (0,3 µg mL
-1

), 

Penicillium kloeckeri (0,2 µg mL
-1

) e Eupenicillium shearii (0,1 µg mL
-1

) (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Produção in vitro de ácido indolacético (AIA) por fungos endofíticos de caju-

de-árvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizzini). Rio Verde – GO, 

2013. 

Espécies  AIA µg mL
-1

 

Fusarium oxysporum Fun203B 1,7 A 

Bionectria ochroleuca Fun411A 0,3 B 

Periconia macrospinosa Fun502A 0,3 B 

Phomopsis lagerstroemiae Fun520A 0,3 B 

Penicillium kloeckeri Fun216B 0,2 B 

Eupenicillium shearii Fun22C 0,1 B 

Phomopsis asparagi Fun530A 0,1 C 

Penicillium pinophilum Fun118C 0,1C 

Agaricomycetes sp. Fun04C 0 C 

Diaporthe sp. Fun510A 0 C 

Cladosporium cladosporioides Fun422A 0 C 

Paecilomyces lilacinus Fun111C 0 C 

Z
Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%). 

 

Isolados endofíticos de Trichoderma testados por Oliveira et al. (2012) e Badawi 

et al. (2011) foram capazes de produzir AIA in vitro e o uso do precursor L-triptofano 

proporcionou efeito positivo como indutor para a síntese deste fitormônio. Segundo 

Vitorino et al. (2012) 52% dos isolados endofíticos de Hyptis marrubioides Epling 

(Lamiaceae), foram capazes de sintetizar AIA in vitro. 

 

4 Conclusão 

 As raízes de Anacardium othonianum Rizzini estão associadas a fungos 

micorrízicos arbusculares e a dark septados. 

 Doze espécies endofíticas foram isoladas em Anacardium othonianum Rizzini, 

sendo que sete possuem capacidade de solubilização de fosfato e uma de sintetizar AIA. 
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