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RESUMO 

 

Um dos principais problemas do mundo contemporâneo é a contaminação do solo e da água por 

metais pesados. Muitos microrganismos, como os fungos, por exemplo, podem interagir com 

esses metais pesados do ambiente adquirindo a capacidade de sobreviver por meio de adaptação 

ou mutações, sendo considerados promissores agentes de biorremediação. Os objetivos deste 

trabalho foram: (I) avaliar a frequência de fungos endofíticos em plantas de locais sujeitos a 

contaminação por metais pesados e (II) avaliar a tolerância in vitro destes fungos ao mercúrio. 

Folhas de oito espécies de plantas foram coletadas as margens do Igarapé do Sabino, em região 

fortemente influenciada pelo Aterro Sanitário da Ribeira, São Luis, Brasil. Essas folhas foram 

desinfestadas superficialmente e plaqueadas em meio BDA. Os fungos endofíticos recuperados 

foram purificados, identificados e depositados na coleção micológica do NIBA/UFMA. A 

tolerância ao mercúrio das 10 espécies predominantes foi avaliada pelo crescimento micelial 

destas em placas com meio BDA suplementado com HgCl2 em sete concentrações (1 a 7 mg.mL-

1). No total, 54 isolados foram obtidos. Foram registrados fungos pertencentes a 28 tipos 

morfológicos distribuídos em 11 gêneros. Análises do Índice de Tolerância (TI) e do Índice de 

Velocidade de Crescimento Micelial indicaram que, apesar de diferenças no comportamento 

frente ao mercúrio, muitos fungos exibiram níveis de tolerância satisfatórios ao metal. 

Scytalidium lignicola e Trichoderma sp. apresentaram alta tolerância e crescimento elevado em 

meios contendo altas concentrações de HgCl2, indicando a possibilidade do uso desses fungos 

em trabalhos de biorremediação de ambientes contaminados. 

 

Palavras-chave: Biorremediação; Endófitos; Microrganismos; Pestalotiopsis; Plantas. 



8 

 

 

ABSTRACT 

 

One of the main problems of the contemporary world is the contamination of soil and water by 

heavy metals. Many microorganisms, such as fungi, for example, may interact with these heavy 

metals in the environment acquiring the ability to survive by adaptation or mutations, and are 

considered promising bioremediation agents. The objectives of this study were: (I) to evaluate 

the frequency of endophytic fungi in plants of sites subject to contamination by heavy metals, 

and (II) to evaluate the in vitro tolerance of these fungi to mercury. Leaves of eight plant species 

were collected along the river banks of the Sabino Tributary Stream, in a region heavily 

influenced by the Sanitary Landfill of Ribeira, São Luís, Brazil. These leaves were surface 

disinfested and plated in BDA medium. The recovered endophytic fungi were purified, identified 

and deposited in the mycological collection of NIBA / UFMA. The mercury tolerance of the 10 

predominant species was evaluated by the mycelial growth of these in plates with BDA medium 

supplemented with HgCl2 in seven concentrations (1 to 7 mg.mL-1). In total, 54 isolates were 

obtained. Fungi belonged to 28 morphological types distributed in 11 genera. The Tolerance 

Index (TI) and Mycelial Growth Rate Index analyzes indicated that, despite differences in 

behavior under stress caused by mercury, many fungi exhibited satisfactory levels of tolerance to 

the metal. Scytalidium lignicola and Trichoderma sp. showed high tolerance and high growth in 

media containing high concentrations of HgCl2, indicating the possibility of the use of these 

fungi in bioremediation essays of contaminated environments. 

 

Key-words: Bioremediation; Endophyte; Microorganisms; Pestalotiopsis; Plants.  
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CAPÍTULO I 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

A maior parte da biodiversidade de espécies está abrigada nas regiões tropicais do 

planeta. Embora esse padrão de distribuição de espécies tenha sido relacionado a interações entre 

fatores tanto bióticos quanto abióticos, essas interações ainda são mal compreendidas.  Devido a 

essa complexidade estrutural das florestas tropicais, muitas espécies que aí ocorrem são 

endêmicas e pouco conhecidas. Dentre os seres vivos, um grupo muito diverso e ainda pouco 

conhecido é o grupo dos microrganismos endofíticos (BANERJEE, 2011; BOTERO et al., 2013; 

RAJAMANIKYAM et al., 2017).  

Calcula-se que existam aproximadamente 1,5 milhões de espécies de fungos e que destas, 

apenas 74 mil são corretamente descritas. Contudo, essa medida de diversidade de espécies 

fúngicas está aberta a discussões, uma vez que dados recentes gerados por micologistas de 

regiões tropicais apontam que as estimativas são muito baixas, especialmente ao considerar 

fungos que não podem ser vistos a olho nu, dos quais os papéis ecológicos são pouco notáveis 

por ocuparem habitats específicos, como o interior de partes específicas de plantas, no caso dos 

fungos endofíticos (HAWKSWORTH, 2001; BANERJEE, 2011; SINGH et al., 2017).  

Uma parcela pouco conhecida dos microrganismos, principalmente bactérias e fungos, 

habita o interior das plantas em uma relação simbiótica ou neutra. A definição do tipo de 

interação entre microrganismos endofíticos e plantas ainda é envolta em reflexões e confusa, pois 

diferentes autores definem o termo endofítico como meramente didático. Pode-se dizer que 

existe um gradiente entre os grupos de endofíticos e não-endofíticos, sem uma clara distinção ou 

limite entre eles (PEIXOTO NETO et al., 2002; AZEVEDO, 2014). 

Desde o século XIX surgiram diferentes definições para os endofíticos, assim como 

tentativas de diferenciação entre os organismos que habitam o interior de plantas. Entretanto, a 

mais atual e mais completa definição considera todos os microrganismos cultiváveis ou não, que 

habitam o interior dos vegetais, sem causar danos à planta e que não desenvolvem estruturas 
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externas, ou seja, excluindo bactérias de nódulos de raízes e fungos micorrízicos (AZEVEDO, 

2014).  

Esses fungos podem apresentar diferentes distribuições nos variados tecidos das plantas 

hospedeiras. Os fungos endofíticos podem habitar todas as partes da planta, como folhas, flores, 

estruturas reprodutivas, pecíolos, galhos, ramos, cascas e raízes. Devido à simbiose existente 

entre fungo endofítico e planta hospedeira, no geral, várias substâncias podem ser sintetizadas 

pelos endófitos para promoverem o crescimento e a proteção do vegetal (FAETH, 2002; 

RODRIGUEZ et al., 2009; ZHENG et al., 2015). 

A produção de metabólitos secundários é um dos principais mecanismos pelos quais o 

fungo beneficia a planta hospedeira (SCHULZ et al., 1995). Nesses casos, pode-se dizer que 

existe mutualismo de defesa, em outras palavras, o fungo está dando proteção à planta e 

protegendo a si próprio, uma vez que o mesmo estará habitando o interior da planta. Logo, pode-

se dizer que as intrincadas interações mutualísticas entre fungos endofíticos e planta hospedeira 

são reguladas, pelo menos, a nível ambiental, resultando nos benefícios de adaptabilidade tanto 

para a planta quanto para o fungo (SAIKKONEN et al., 1998; AZEVEDO, 1999 

RAJAMANIKYAM et al., 2017). 

Sendo assim, a seleção do endófito para estudo deve ser realizada com espécies vegetais 

de diferentes biotas, principalmente as que habitam regiões estressantes e que enfrentam intensas 

alterações no ambiente como plantas de regiões áridas, florestas tropicais, regiões com influência 

salina ou áreas contaminadas por metais pesados (ALI et al., 2017). Nesse contexto, áreas que 

vem sofrendo com o despejo de metais pesados são consideradas favoráveis para a prospecção de 

fungos endofíticos resistentes ou tolerantes. Uma destas áreas é a do Aterro Municipal da 

Ribeira, que está localizada no sudoeste da Ilha do Maranhão, entre o Igarapé do Sabino e o 

Distrito Industrial, a uma distância de aproximadamente 20 km da área urbana da cidade de São 

Luís, Maranhão, Brasil (CAMPOS et al., 2009; MOHAMMADIAN et al., 2017). 

 A escolha do local para a instalação deste aterro deu-se em função do seu isolamento em 

relação às áreas habitadas da cidade, no entanto, o aterro localiza-se no curso superior da Sub-

bacia do Sabino, e este fato tem causado vários problemas socioambientais pela proximidade de 

ocupações humanas mais atuais, com destaque a uma comunidade que desenvolve agricultura 

familiar próximo ao aterro. Desse modo, uma grande porção dos poluentes oriundos do Aterro da 
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Ribeira pode ficar retida nos solos argilosos das margens do igarapé, contaminando a fauna e a 

flora local, sem contar com os grandes níveis de mercúrio já detectados na água do igarapé que 

podem ser assimilados pela comunidade de plantas locais e ao longo da cadeia trófica 

(CAMPOS, 2009; ABUBAKARI et al., 2017).   

A contaminação do solo com metais pesados tem uma influência negativa no crescimento 

e desenvolvimento de plantas, entre outros seres vivos, sendo que alguns desses metais são muito 

tóxicos mesmo em baixíssimas concentrações, por exemplo, o mercúrio (BHATTACHARYYA, 

et al., 2008). Muitas tentativas têm sido feitas para a remedição de ambientes contaminados por 

esses metais, como tratamentos eletroquímicos, trocas iônica, precipitação, osmose reversa, 

evaporação e sorção; no entanto, pouca eficiência tem sido notada além do alto custo desses 

métodos. Uma alternativa é a utilização do tratamento biológico de resíduos, tanto pelo baixo 

custo quanto pela boa acessibilidade (KADIRVELU et al., 2002; LUO et al., 2010; ZAHOOR et 

al., 2017). 

Alguns fungos possuem a habilidade de tolerar esses metais em condições que são letais 

para outros organismos. Essa capacidade tem atraído o interesse de estudiosos devido aos seus 

mecanismos de sobrevivência a ambientes estressantes. Dessa forma, o crescimento vegetal por 

meio do incremento da tolerância concedida por fungos endofíticos pode ser aproveitado, o que 

aumenta a eficiência dos processos de biorremediação que utilizam plantas. Nota-se que as 

respostas a fatores abióticos, como estresse causado por metais, têm sido intensivamente 

estudadas sem que sejam levadas em consideração as interações simbióticas entre plantas e 

organismos endofíticos, uma vez que esses organismos podem ter considerável influência no 

desenvolvimento desses vegetais hospedeiros (ZAPOTOCZNY et al., 2007; SHAHABIVAND et 

al., 2017). 

Nesse contexto, o conhecimento dessa diversidade em ambientes sujeitos a metais 

pesados, além de gerar uma melhor compreensão entre as relações entre microrganismo e 

hospedeiro, possibilitará a prospecção de fungos com potencial para remediação de áreas que já 

sofreram com o despejo de metais pesados. Estudos relacionados a metais pesados vêm sendo 

realizados mundialmente, mas ainda são escassos no Maranhão, o que indica a importância a 

nível local deste trabalho; a um nível de importância global, o mesmo proporcionará informações 

a respeito dos impactos de metais pesados na flora, mostrando como a associação simbiótica 



16 

 

entre fungos e plantas é fundamental para o estabelecimento de certas espécies vegetais no meio 

impactado por metais pesados, servindo como base para órgãos responsáveis na elaboração de 

leis e para trabalhos com outros grupos biológicos e que visem relacionar os declínios e 

distribuições populacionais da flora ao despejo de resíduos de metais pesados. 

 

2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1.  Fungos endofíticos 

 

Apesar dos organismos endofíticos terem sido citados pela primeira vez no início do 

século XIX, foi Bary, em 1866, o responsável por delinear a diferença entre eles e patógenos de 

plantas. Em 1986, Carroll excluiu as micorrizas e os fungos patogênicos de plantas, restringindo 

o uso do termo endofítico a organismos que habitam o interior de plantas e causam infecções 

assintomáticas nos tecidos da porção interna dessas plantas. Desde então diversos estudiosos 

expuseram definições para o termo endofítico. Petrini (1991) expandiu a definição de Carroll por 

meio da inclusão de todos os microrganismos que, em alguma ocasião do seu ciclo de vida, 

invadem tecidos da porção interna desses vegetais, sem causar qualquer agravo ao hospedeiro, 

ou seja, essa definição engloba patógenos latentes.  

Foi proposta a definição de que endófitos eram considerados microrganismos que são 

isolados de tecidos vegetais desinfectados superficialmente, e que não causam danos aparentes à 

planta hospedeira (HALLMANN et. al., 1997). Essa definição acaba por excluir populações não 

cultiváveis ou difíceis de serem mantidas em condições laboratoriais, ou seja, as populações 

pouco estudadas. Apesar de bem estudados, os microrganismos que habitam o interior de raízes 

não eram considerados endófitos, como bactérias fixadoras de nitrogênio e fungos micorrízicos 

(GUIMARÃES, 2005).  

Outra definição englobou microrganismos que habitam o interior de plantas sem 

causar qualquer efeito negativo imediatamente (FIRAKOVÁ et al., 2007). No entanto, a mais 

atual definição e, também, a mais completa, considera todos os microrganismos cultiváveis ou 

não, que habitam o interior dos vegetais, sem causar danos à planta e que não desenvolvem 
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estruturas externas, ou seja, excluindo bactérias de nódulos de raízes e fungos micorrízicos 

(AZEVEDO, 2014).   

Os fungos endofíticos podem habitar todas as partes da planta, como folhas, 

estruturas reprodutivas, pecíolos, galhos, cascas e raízes (FAETH, 2002; RODRIGUEZ et al., 

2009), sendo que a maioria desses fungos pertence ao Filo Ascomycota, no entanto, foi 

demonstrada a existência de representantes do Filo Basidiomycota em alguns trabalhos 

desenvolvidos (ARNOLD; LUTZONI, 2007; HYDE; SOYTONG, 2008; RAJAMANIKYAM et 

al., 2017).  

Rodriguez et al. (2009) propôs uma organização dos fungos endofíticos em quatro 

classes. Apesar dos fungos micorrízicos também serem endofíticos, muitos autores os 

consideram em um grupo separado por ser uma simbiose altamente especializada e bem 

caracterizada, sendo que os fungos micorrízicos arbusculares (MA) não estão incluídos nesta 

classificação.  

A Classe 1 é formada pelos fungos clavicipitáceos, os quais representam um pequeno 

número de espécies que provocam infecções em gramíneas, e pelos fungos não-clavicipitaceos 

que são bem diversos. Fungos dessa classe são caracterizados por aumentar a biomassa vegetal, 

conferir tolerância à seca, produzir produtos químicos que são tóxicos para animais, diminuindo 

a herbivoria, no entanto, esses benefícios conferidos por esses fungos dependem do genótipo do 

hospedeiro e condições ambientais (MALINOWSKI et al., 2000; FAETH et al., 2006). 

A Classe 2 é formada principalmente por fungos integrantes do Filo Ascomycota, 

subfilo Pezizomycotina, sendo que também são encontrados representantes do Filo 

Basidiomycota, Subfilo Agaricomycota e Pucciniomycotina. Esses fungos podem crescer acima 

do solo e abaixo dos tecidos e podem conferir tolerância específica ao estresse no habitat do 

hospedeiro. Apresentam alta taxa de infecção em ambientes estressantes e sua transmissão pode 

ocorrer tanto horizontalmente quanto verticalmente. Um exemplo de tolerância específica é dado 

pela relação simbiótica entre a planta Dichanthelium lanuginosum e o fungo Curvularia 

protuberata, enquanto ambos estão associados simbioticamente podem tolerar temperaturas de 

até 65 °C, mas isoladamente, não toleram temperaturas acima de 40 °C (Marquez et al., 2007). 

 A Classe 3 é formada por fungos que infectam tecidos aéreos e que possuem 

colonização localizada. A maioria é representada por integrantes do Filo Ascomycota e 
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Basidiomycota, sendo que uma maior diversidade pode ser encontrada em ambientes tropicais 

(ARNOLD e LUTZONI, 2007). Podem estar associados a diversos tecidos acima do solo, tanto 

de plantas vasculares quanto de plantas não vasculares. 

 A Classe 4 é formada por fungos septados negros que colonizam tecidos da raiz de 

forma extensiva (RODRIGUEZ et al., 2009). Os principais representantes pertencem ao Filo 

Ascomycota e produzem melanina, formando estruturas chamadas microesclerócitos nas raízes 

das plantas hospedeiras. Geralmente, esses fungos não apresentam especificidade de hospedeiro 

e constituem os fungos mais abundantemente encontrados em associação com raízes de plantas 

(MANDYAM e JUMPPONEN, 2005; AVESKAMP et al., 2009).  

Os fungos filamentosos são os mais comunmente isolados de estruturas vegetais 

(GUNATILAKA, 2006). De forma geral, esses fungos não produzem sintomas de doenças no 

hospedeiro, podendo estar latentes ou serem assintomáticos, sendo essas interações conhecidas 

como neutras (SCHULZ e BOYLE, 2005; STROBEL e DAISY, 2003). Nessas associações 

mutualísticas, a convivência entre o fungo e a planta é pacífica, sendo que os dois organismos 

sobrevivem de forma assintomática, ambos sendo beneficiados (SHAHABIVAND et al., 2017). 

Um dos principais mecanismos pelos quais o fungo beneficia a planta é através da 

produção de metabólitos secundários (SCHULZ et al., 1995). Nesses casos, pode-se dizer que 

existe mutualismo defensivo, ou seja, o fungo endofítico está dando proteção à planta e, desse 

modo, estará protegendo a si próprio.  A natureza assintomática da ocupação por fungos no 

tecido de plantas pode nos conduzir à classificação de um relacionamento simbiótico entre os 

dois, mas a diversidade de fungos endofíticos nos diz que estes possam ser sapróbios ou 

patógenos oportunistas (CLAY, 1988; STROBEL e DAISY, 2003; RAJAMANIKYAM et al., 

2017).  

Existe discussão acerca da interação entre fungos e plantas, pois diferentes autores 

caracterizam a distinção entre fungos endofíticos como simplesmente didática. Assim sendo, 

pode-se dizer que existe um gradiente entre os grupos e não uma clara distinção ou limite entre 

os grupos desses organismos endófitos (SAIKKONEN et al., 1998; AZEVEDO, 1999). 

 De acordo com Saikkonen et al. (2004), a relação dos fungos endofíticos com o 

vegetal hospedeiro é um tanto complexa, pois envolve interações entre as espécies e também está 

sob a influência de fatores abióticos e bióticos. Dependendo das condições do ambiente, um 
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fungo endofítico pode tornar-se patogênico. Também, essa patogenicidade pode ser despertada 

pelo desequilíbrio em relação a outros endofíticos. Outro exemplo que convém ser destacado é o 

caso de fungos epifíticos que podem, eventualmente, penetrar em uma planta, causando ou não 

danos à mesma por determinado período. Estudos mostram que a mudança da interação de 

mutualismo para patogenicidade entre fungo Epichloe festucae e planta pode ser mediada pela 

ativação ou inativação de um gene específico, o NoxA. Logo, pode-se dizer que as intrincadas 

interações mutualísticas entre fungos endofíticos e planta hospedeira são reguladas a nível 

ambiental, genético e fisiológico, resultando nos benefícios de adaptabilidade para ambos os 

envolvidos (SAIKKONEN et al., 1998; AZEVEDO, 1999).  

Os fungos endofíticos mais estudados são os que estabelecem associações com 

espécies de gramíneas, pois eles são agronomicamente importantes devido a sua produção de 

metabólitos secundários e potencial contra herbivoria, por exemplo (SAIKKONEN et al., 1998). 

Saikkonen et al., 1998 mostraram que aproximadamente 75% das descrições que abordam 

aspectos ecológicos ou evolucionários de associações de endofíticos e plantas tratam de relações 

entre gramas e seus endófitos. Por meio desses números pode-se perceber a necessidade de 

estudos associados a outros grupos de plantas, tendo em vista uma abordagem mais ecológica 

para esses casos.  

 

2.2. Metais Pesados 

 

Um dos grupos de poluentes que causam preocupação, não só pela sua toxicidade 

como também pela elevada mobilidade nos compartimentos ambientais, como solo, água e 

sedimentos, é o grupo dos metais pesados. De acordo com Malavolta (1994), metais pesados são 

elementos que tem densidade maior que 5 g/cm³ ou que possuem número atômico superior a 20, 

como arsênio, cádmio, chumbo, cromo, mercúrio e zinco, sendo conhecidos também como 

elementos traço ou metais traço, apesar de não existir consenso ou definição precisa para o 

termo. É um termo amplamente aplicado para elementos tais como arsênio (As), cádmio (Cd), 

cobre (Cu), mercúrio (Hg), níquel (Ni), chumbo (Pb) e zinco (Zn), que são comumente 

associados a problemas de contaminação ambiental. No entanto, alguns metalóides como 
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Arsênio, que possuem densidades menores, são incluídos no grupo dos metais pesados devido 

aos seus efeitos tóxicos no meio ambiente (MENESES, 2008; KHALID et al., 2017). 

Os metais pesados estão presentes em todo o território ambiental e estão muitas vezes 

presentes em níveis baixos. Em quantidades maiores, entretanto, podem ser perigosos para a vida 

em geral. Esses elementos traço ocorrem de forma natural nos solos (FADIGAS et al., 2010), no 

entanto, nas últimas décadas, atividades humanas passaram a elevar, de forma desenfreada, a 

concentração de muitos destes metais em diversos ecossistemas (KABATA-PENDIAS, 2011). 

 Os metais pesados possuem origens litogênicas e antropogênicas, sendo as primeiras 

relacionadas às fontes geológicas, como resíduos de rochas e processo de intemperismo, 

indicando que esse teor natural pode estar relacionado ao material de origem. As fontes 

antropogênicas relacionam com as atividades humanas e podem atingir teores elevados, 

comprometendo a qualidade ambiental. Por exemplo, resíduos agrícolas ou produtos para 

correção da acidez do solo, assim como fertilizantes para uso agrícola também podem ser fonte 

de boa parte da contaminação dos ambientes naturais (SANTOS et al., 2015). 

São variadas as formas pelas quais os metais pesados podem chegar ao ambiente, 

dentre elas, o despejo de lixo a céu aberto e aterros sanitários que não seguem as normas 

adequadas para despejo de material sólido. Se o produto final da decomposição desses resíduos 

sólidos contém alta concentração de metais pesados, o chorume líquido gerado pode ser nocivo 

para o solo, água, vegetais e animais. Uma vez que os metais pesados são absorvidos por plantas, 

ocorre a acumulação sucessiva em tecidos animais, ou seja, a bioacumulação através da cadeia 

alimentar que faz com que saúde do meio ambiente e, consequentemente, dos seres humanos, 

esteja em risco (WONG et al., 2006; MISHRA et al., 2017).  

Além disso, os metais pesados permanecem no ecossistema em concentrações de 

risco por um longo período, sobretudo nos sedimentos (LARCHER 2000, SIEGEL 2002). 

Entretanto, a ocorrência de metais pesados em altas concentrações em certos tipos de ambientes 

e as implicações ecológicas disso, do ponto de vista ecológico evolutivas, é um fenômeno pouco 

estudado (AL-MUR; QUICKSALL; AL-ANSARI, 2017). 

O solo é o principal reservatório de metais pesados (CAO et al., 2010), ocorrendo 

naturalmente em concentrações variáveis, de acordo com os fatores abióticos e bióticos, como 

presença de matéria orgânica, o pH e o conteúdo e tipo de solo, uma vez que argilas tem grande 
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poder de sorção desses elementos. Estes fatores, em conjunto, interferem no acúmulo destes 

elementos traço no solo e definem suas distribuições espaciais (HOODA, 2010; CAMPOS, 2010; 

KABATA-PENDIAS, 2011; KHALID et al., 2017).  

No que diz respeito aos sedimentos, estes são considerados o compartimento mais 

significativo quanto à acumulação de metais pesados, sendo um reconhecido indicador ambiental 

da poluição da água, uma vez que possuem a capacidade de acumular, transportar e liberar 

contaminantes que se encontravam ligadas às partículas (CHABUKDHARA e NEMA, 2012). A 

liberação destes ocorre devido a alterações físico-químicas no ambiente, podendo contaminar a 

água e outros sistemas ambientais, afetando a qualidade de outros compartimentos, levando à 

bioacumulação e biomagnificação (COTTA et al., 2006). Assim, uma vez contaminados, os 

sedimentos podem representar uma fonte potencial de metais pesados para o ambiente, mesmo 

após a redução ou a eliminação das emissões por meio dos efluentes industriais, lixões e aterros, 

por exemplo (RIBEIRO et al., 2013).  

Alguns metais pesados, como Fe, Zn, Ca e Mg foram relatados como sendo de 

importância para a vida no geral em pequenas quantidades. BERTON (2000) destaca que os 

metais Cu, Fe, Mn, Mo, Ni e Zn, são essenciais às plantas, o Co às bactérias fixadoras de 

nitrogênio e o Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo e Zn, aos animais. No entanto, alguns outros metais, 

como As, Cd, Pb e formas metiladas de Hg não apresentam nenhuma importância para a 

fisiologia, e até mesmo em concentrações muito baixas podem ser tóxicos (DURUIBE et al., 

2007). Dessa forma, metais pesados exercem efeitos tóxicos em microrganismos do solo, 

resultando em uma mudança da diversidade e tamanho de populações e comunidades 

microbianas (NARENDRULA-KOTHA; NKONGOLO, 2017).  

Em adição, elevações da concentração de Pb em solos podem diminuir a 

produtividade e até mesmo ínfimas quantidades de Pb chegam a inibir processos fotossintéticos 

essenciais em plantas, assim como influenciar negativamente a divisão celular e absorção de 

água pelas raízes, com sintomas característicos, a presença de folhas escurecidas e encurtamento 

de raízes (BHATTACHARYYA et al., 2008).  

A contaminação por metais pesados no ambiente tem atraído à atenção mundial 

devido à sua abundância, persistência e toxicidade ambiental (ISLAM et al., 2015). A 

remediação desses ambientes contaminados pode ser alcançada por meio de vários métodos 



22 

 

ainda pouco eficientes como a remoção desses íons por meio da utilização de diferentes tipos de 

argilas (ABDELLAOUI et al., 2017).  Uma das estratégias mais acessíveis de reabilitação dessas 

áreas é a fitorremediação, que consiste no plantio de certas espécies de plantas no solo mediante 

diferentes técnicas como a fitoestabilização. Na fitoestabilização utilizam-se plantas e agentes 

como calcário, para promover a remoção e imobilização, tornando os contaminantes menos 

nocivos ao ecossistema. Um dos passos iniciais para o processo de fitorremediação é encontrar 

plantas tolerantes a esses contaminantes (ADEDIRAN et al., 2015; KHALID et al., 2017). 

2.3. Fungos Endofíticos Tolerantes a Metais Pesados  

 

Alguns metais pesados desempenham um importante papel em reações bioquímicas 

significantes para o crescimento e desenvolvimento de microrganismos, plantas e animais 

(KAVAMURA; ESPOSITO, 2010). Contudo, quando presentes em concentrações excessivas, 

eles podem formar compostos que possuem efeitos citotóxicos. Metais como cério, gálio e tório, 

por exemplo, não possuem nenhum papel biológico. Ferro e manganês são importantes 

micronutrientes e tem baixa toxicidade. Por outro lado, cobalto, cobre, cromo, vanádio e zinco, 

por exemplo, pertencem ao micronutrientes essenciais, mas são considerados tóxicos. Por fim, 

antimônio, arsênico, cádmio, chumbo, mercúrio e prata são extremamente tóxicos (MAHBUB et 

al., 2017). 

Dentre os organismos de solo, os fungos possuem alta resistência à poluição por 

metais pesados (NARENDRULA-KOTHA; NKONGOLO, 2017), e desempenham importantes 

funções no ciclo dos elementos, transformações minerais e interações simbióticas (GADD, 

2007). Por outro lado, a comunidade microbiológica de folhas contém uma grande variedade de 

organismos, incluindo epífitos nas superfícies dessas folhas (KINKEL, 1991), endófitos vivendo 

internamente e assintomaticamente, assim como organismos patógenos (WILSON, 1995). Essa 

comunidade de fungos é dinâmica e diversa tanto no tempo quanto no espaço e é regulada pelas 

condições ambientais (KINKEL, 1991; BOURCERET, et al., 2015).  

Sendo assim, elevadas concentrações de metais pesados e outros poluentes afetam 

qualitativamente e quantitativamente a composição dessas comunidades (GADD, 1993). Por 

exemplo, poluentes metálicos diminuem a densidade de fungos endofíticos de bétulas no 

ambiente (HELANDER et al., 1993), assim como podem diminuir a diversidade, inibir o 
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crescimento e causar mudanças na fisiologia e morfologia (EZZOUHRI et al., 2009), e 

possivelmente agem como um agentes seletivos para a emergência de tipos de fungos resistentes 

a metais pesados (RANTA; NEUVONEN, 1994; HELANDER, 1995; GURURAJAN; 

PRASANNA, 2017). 

Mecanismos de sobrevivência sob estresse por metais pesados pode ser uma estratégia 

complexa. Alguns fungos considerados excepcionais possuem a habilidade de sobreviver e 

acumular esses metais sob condições que são letais para outros organismos (ZAPOTOCZNY et 

al., 2007).  Os mecanismos de sobrevivência de certos fungos incluem, por exemplo, a redução 

da captação de metais, efluxo incrementado e imobilização de metais, biossorcão pela parede 

celular, ligação extracelular por polissacarídeos e sequestro intracelular por metalotioneínas e 

fitoquelatinas, localização vacuolar, entre outros (COLLIN-HANSEN et al., 2005; GADD, 

2007).  

Diretamente ou indiretamente, esse tipo de organismo pode utilizar diferentes estratégias 

de sobrevivência, por exemplo, por meio da síntese de c-glutamil peptídeos, ligação do cobre ou 

precipitação do mesmo ao redor da parede celular com transporte intracelular, os quais são 

mecanismos de resistência de Saccharomyces cerevisiae ao excesso de Cu2+ (GADD e WHITE, 

1989). Contudo, a aclimatização ao estresse é realizada através de mecanismos intricados e 

diversos, inclusive envolvendo múltiplos caminhos fisiológicos e metabólicos complexos ainda 

pouco estudados (FAZLI et al., 2015; ZHAO; LI; SHEN, 2015; HOQUE; FRITSCHER, 2016). 

Outros complexos mecanismos envolvem a formação de precipitados extracelulares, 

complexações, cristalizações e transformações de metais (WHITE et al., 1997), diminuição do 

transporte, compartimentação intracelular, incremento da impermeabilidade e sistema de 

extrusão de substâncias tóxicas (BRUINS et al., 2000; ZAFAR et al., 2007). Por exemplo, de 

acordo com estudos, Neurospora crassa apresentou uma taxa de reforço de 25 % de parede 

celular na presença de cádmio, comparado ao controle (BHANOORI e VENKATESWERLU, 

2000). Martino et al. (2000) mostraram que fungos ericoides micorrízicos secretam e depositam 

melanina na parede celular como resposta aos estresses causados por metais pesados no meio. 

Os mecanismos de tolerância de certos fungos tem atraído o interesse de estudiosos para 

a capacidade de biorremediação que esses fungos possuem. A biomassa dos fungos possui 

grande quantidade de material na parede celular e este material é um ligante de metais excelente 
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(SRIVASTAVA et al., 2007). Certas espécies de fungos, tais como Coriolus versicolor, 

Phanerochaete chrysosporium e Aspergillus niger, apresentam capacidade de sequestrar 

poluentes orgânicos, por exemplo, o hidroxilbenzeno (FOUNTOULAKIS et al., 2002; HAI et al., 

2006; SANTAELLA et al., 2009; PASSOS et al., 2009) e os metais pesados (LIU et al., 2006), 

por meio de atividades do metabolismo, pela ativação da produção de enzimas e processos de 

biossorcão (ZHAO; LI; SHEN, 2015). 

Espécies fúngicas, tais como Aspergillus niger, A. terreus, Trichoderma viride, T. 

atroviride têm sido usados para remoção de metais em despejos de efluentes sintéticos (YIN et 

al., 1999; ERRASQUÍN e VÁZQUEZ, 2003; PORCEL, et al., 2005; MUKHOPADHYAY, et 

al., 2007). Além disso, os componentes da parede celular desempenharam um papel crítico na 

adsorção de íons de resíduos em fungos como Flamuulina velutipes, Auricularia polytricha, 

Pleurotus eryngii e Pleurotus ostreatus. Devido à essa crescente utilização do tratamento 

biológico de águas residuais, tanto pelo baixo custo quanto pela boa acessibilidade, torna-se 

notória a necessidade do estudo da toxicidade de metais sobre a diversidade microbiana em 

ambientes de sistemas de tratamento (LI et al., 2017). 

 

2.4. Fungos Endofíticos e sua Influência na Tolerância de Plantas a Metais Pesados 

 

Estudos mostram que a contaminação do solo com metais pesados tem uma influência 

negativa no desenvolvimento de plantas (BONANNO; BORG; MARTINO, 2017). Uma grande 

sensibilidade pode ser encontrada nos citros, espinafre e em uma ampla variedade de fabáceas, 

uma vez que a fitotoxicidade pelo excesso de metais é causada através do distúrbio dos processos 

fisiológicos devido a desordens na absorção de nutrientes que são necessários para o 

funcionamento apropriado dessas plantas (WYSZKOWSKI; WYSZKOWSKA, 2009; 

NADGÓRSKA-SOCHA et al., 2013; TRAN; POPOVA, 2013; SHAHABIVAND et al., 2017). 

Plantas cultivadas em solos com elevada concentração de metais pesados podem sofrer 

com a inibição do crescimento, transpiração reduzida, clorose de folhas, limitações da 

germinação de sementes e deformidades no sistema radicular, sendo que esses efeitos são mais 

fortes nos estágios iniciais de desenvolvimento dessas plantas (NADGÓRSKA-SOCHA et al., 

2013; TRAN e POPOVA, 2013). 
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A mobilidade e disponibilidade de metais pesados para plantas depende do pH do solo, 

quantidade de matéria orgânica, granulometria, quantidade de óxidos de manganês, capacidade 

de sorção do solo e tipo do metal, entre outros. De forma geral, metais pesados estão mais 

disponíveis para plantas em solos com alto nível de ácidos húmicos (PIERANGELI et al. 2001; 

KABATA-PENDIAS, 2011; TRAN e POPOVA, 2013; ANTONIADIS et al., 2017). 

Em ambiente natural, muitas plantas estabelecem associações com fungos para formar 

complexas simbioses. Alguns estudos provam que esses fungos podem tolerar altos níveis de 

metais pesados e acumular esses metais nos tecidos miceliais, ou seja, protegendo as plantas 

hospedeiras da contaminação por esses elementos tóxicos (LEYVAL et al., 1997; COLPAERT et 

al., 2000; SHAHABIVAND et al., 2017; BAN et al., 2017).  

Muitos desses fungos têm a habilidades de reduzir o estresse causado por metais 

pesados em plantas e estimular o crescimento vegetal (SHIN et al., 2012; HE et al., 2013). 

Dentre essas habilidades, fungos mostram excelente capacidade de ligação a metais (GADD, 

1990) e concedem algumas vantagens comparadas aos benefícios de bactérias em raízes de 

plantas (D’ANNIBALE et al., 2006). Os fungos possuem propriedades que influenciam a 

diminuição da toxicidade de metais, incluindo a formação da ligação metal-proteína, 

precipitações orgânicas e inorgânicas, transporte ativo, compartimentação intracelular, enquanto 

que os constituintes da parede celular do fungo, como a quitina, possuem capacidade de adsorver 

metais (GADD et al., 2001), tais mecanismos evidenciam a importância do uso desses fungos em 

associação com plantas para remediação ambiental.  

O fungo endofítico Piriformospora indica coloniza o interior de várias espécies vegetais 

e promove crescimento celular e resistência contra fatores estressantes abióticos e bióticos, 

resultando em um grande incremento na biomassa vegetal (UNNIKUMAR et al., 2013; 

VARMA, 2013; SHAHABIVAND et al., 2017). Outro fungo endofítico bem estudado faz parte 

do gênero Neotyphodium, o qual pode afetar a captação e transporte de minerais em plantas de 

Festuca arundinacea (RAHMAN e SAIGA 2005; MALINOWSKI et al., 2000). Em Zea mays, o 

fungo Gaeumannomyces cylindrosporus incrementou as taxas fotossintéticas e diminuiu a 

translocação de Pb dessas plantas (BAN et al., 2017). 

Apesar de fungos endofíticos aumentarem a tolerância de certas plantas a metais 

pesados, Ren et al. (2006) mostrou que Lolium sp. infectados com endófitos acumulam mais 
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cádmio do que plantas não infectadas, mas isso não significa uma maior toxicidade para a planta. 

Sendo assim, as interações entre o endófito Neotyphodium e as plantas hospedeiras são 

complexas e podem variar de mutualísticas a parasíticas, dependendo das condições nas quais 

eles estão crescendo (MALINOWSKI e BELESKY, 2006). Similarmente a micorrizas, 

Neotyphodium interage mutualisticamente com gramas e garante tolerância a alumínio 

(MALINOWSKI e BELESKY, 1999), zinco (MONNET et al., 2001) e cobre (MALINOWSKI et 

al., 2004). 

Diferentemente dos fungos micorrízicos arbusculares, os fungos endofíticos podem 

ser encontrados colonizando tecidos de várias plantas, muitas vezes independentemente da 

taxonomia e preferências ambientais (SCHULZ e BOYLE 2006). Além disso, fungos endofíticos 

são de particular interesse, pois eles possuem a vantagem de serem relativamente protegidos do 

competitivo e estressante ambiente do solo (RODRIGUEZ et al. 2008; LI et al. 2011).  

Muitos fungos como Trichoderma, Aspergillus, Rhizopus e fungos micorrízicos 

arbusculares (AMF) tem mostrado seu potencial em relação à remoção de contaminantes do solo, 

incrementando a fitorremediação (ADAMS et al., 2007; LEBEAU et al., 2008). Desses, AMF 

associados a plantas tem sido muito estudados pelas suas potencialidades de fitorremediação 

(MARQUES et al., 2006). Similarmente, muitos fungos endofíticos resistentes a metais pesados, 

especialmente os endófitos septados negros (DSEs), tem mostrado grande potencial de 

biossorção para o tratamento de áreas contaminadas por metais pesados em associação a plantas, 

pois incrementam o crescimento desses vegetais e promovem a biossorção de metais 

concomitantemente (LUO et al., 2010; LI et al., 2011, 2012; DENG et al., 2014).  

Muitas tentativas têm sido feitas para o tratamento de ambientes sob contaminação 

por metais pesados, como tratamento eletroquímico, troca iônica, precipitação, osmose reversa, 

evaporação e sorção (KADIRVELU et al., 2002; LUO et al., 2010; KHALID et al., 2017). No 

entanto, esses métodos são caros e pouco efetivos, além de não removerem os metais 

completamente e produzirem resíduos tóxicos (HEMAMBIKA et al., 2011). Biorremediação, por 

outro lado, oferece uma promissora e econômica opção para o tratamento de ambientes 

contaminados por esses metais (ISKANDAR et al., 2011). O estudo sobre o uso de espécies 

vegetais de grande porte para a biorremediação de áreas contaminadas por metais pesados tem 

ganhado destaque por causa da maior imobilização destes na biomassa vegetal por períodos mais 
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longos, uma vez que produzem grande quantidade de biomassa (ELTROP et al., 1991; 

ANTONIADIS et al., 2017). 

Por outro lado, estudos evidenciam que as plantas herbáceas que apresentam baixa 

produção de biomassa possuem maior tolerância ao excesso de metais no solo do que as 

arbóreas. No entanto, muitas plantas consideradas hiperacumuladoras de metais não são 

adequadas para aplicações de fitorremediação em campo por causa de problemas críticos, como 

baixa taxa de crescimento e pouca biomassa, baixa faixa de tolerância, variável 

biodisponibilidade dos contaminantes para essas plantas, entre outros fatores (GERHARDT et 

al., 2009; GLICK, 2010; OJUEDERIE; BABALOLA, 2017). Para superar esses problemas, o 

incremento da tolerância concedido pelos fungos endofíticos pode ser explorado (RAJKUMAR 

et al., 2012), uma vez que alguns fungos nativos tem uma marcante adaptação a metais pesados 

quando sob constante estresse causado por esses metais. Além disso, os metais tóxicos podem até 

mesmo ser usados como micronutrientes por esses organismos endofíticos. Portanto, pode ser de 

grande importância a inoculação desses fungos em plantas para o incremento da fitorremediação 

em solos contaminados por metais tóxicos (DODD e THOMPSON, 1994; ZHANG et al., 2008). 

Logo, a questão chave é que as plantas aplicadas para fitorremediação devem ter a 

habilidade de tolerar poluentes. Dessa forma, níveis tóxicos de metais podem possibilitar o 

crescimento vegetal por meio do incremento da tolerância concedida por fungos, o que aumenta 

a eficiência dos processos de fitorremediação (ALKORTA et al., 2004; KHAN et al., 2017). 

Nesse contexto, nota-se que as respostas a fatores abióticos, como estresse causado por metais, 

têm sido intensivamente estudadas, mas não são levadas em consideração as interações 

simbióticas entre plantas e fungos endofíticos, uma vez que esses fungos simbiontes podem ter 

efeitos notáveis sobre a ecologia vegetal, resistência e evolução, moldando as comunidades 

vegetais (CLAY e HOLAH, 1999) e manifestando fortes efeitos sobre a estrutura das 

comunidades e diversidade de organismos associados, como bactérias, nematoides e insetos 

(OMACINI et al., 2001; MAHBUB et al., 2017).  

Sendo assim, a investigação das adaptações das plantas e fungos a estes elementos 

metálicos isoladamente, em combinação com estudos das intrincadas relações entre fungos 

endofíticos e vegetais, pode revelar aspectos importantes para o manejo destes poluentes em 
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ambientes antropizados. Podendo assim subsidiar ações, manejos e políticas públicas com o 

intuito de prevenir e mitigar os efeitos desses metais nas populações. 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1.  Objetivo Geral 

 Conhecer a diversidade e a tolerância de fungos associados a plantas fanerógamas 

lenhosas sujeitas a contaminação por metais pesados no estado do MA. 

 

 

3.2.  Objetivos Específicos 

 

 Coletar e identificar espécies de plantas fanerógamas lenhosas da margem do Igarapé do 

Sabino, Bacia do Rio Tibiri, São Luís, Maranhão; 

 Isolar, purificar, identificar e preservar colônias fúngicas associadas às folhas das plantas 

coletadas através de metodologia específica; 

 Identificar dentre os fungos mais prevalentes, possíveis espécies tolerantes e/ou 

resistentes ao metal pesado Hg através de ensaios in vitro. 
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RESUMO 

 

 

Um dos principais problemas do mundo contemporâneo é a contaminação do solo e da água por 

metais pesados. Muitos microrganismos, como os fungos, por exemplo, podem interagir com 

esses metais pesados do ambiente adquirindo a capacidade de sobreviver por meio de adaptação 

ou mutações, sendo considerados promissores agentes de biorremediação. Os objetivos deste 

trabalho foram: (I) avaliar a frequência de fungos endofíticos em plantas de locais sujeitos a 

contaminação por metais pesados e (II) avaliar a tolerância in vitro destes fungos ao mercúrio. 

Folhas de oito espécies de plantas foram coletadas as margens do Igarapé do Sabino, em região 

fortemente influenciada pelo Aterro Sanitário da Ribeira, São Luis, Brasil. Essas folhas foram 

desinfestadas superficialmente e plaqueadas em meio BDA. Os fungos endofíticos recuperados 

foram purificados, identificados e depositados na coleção micológica do GPDEM/UFMA. A 

tolerância ao mercúrio das 10 espécies predominantes foi avaliada pelo crescimento micelial 

destas em placas com meio BDA suplementado com HgCl2 em sete concentrações (1 a 7 mg.mL-

1). No total, 54 isolados foram obtidos. Foram registrados fungos pertencentes a 28 tipos 

morfológicos distribuídos em 11 gêneros. Análises do índice de tolerância (TI) e do Índice de 

Velocidade de Crescimento Micelial indicaram que, apesar de diferenças no comportamento 

frente ao mercúrio, muitos fungos exibiram níveis de tolerância satisfatórios ao metal. 

Scytalidium lignicola e Trichoderma sp. apresentaram alta tolerância e crescimento elevado em 

meios contendo altas concentrações de HgCl2, indicando a possibilidade do uso desses fungos 

em trabalhos de biorremediação de ambientes contaminados. 

 

Palavras-chave: biorremedição; endófitos; microrganismos; Pestalotiopsis; plantas. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A principal prática para a eliminação de resíduos sólidos nas grandes cidades é a 

utilização de aterros sanitários. Baterias usadas, resíduos de tintas, amálgamas de mercúrio e 

equipamentos elétricos são itens muito encontrados nesses aterros e que podem conter resíduos 

de metais pesados tóxicos como chumbo, cádmio, arsênico e mercúrio. Esses resíduos contendo 

compostos metálicos depositados nos aterros sanitários podem se tornar fontes de contaminação 

em longo prazo para a água, terra, ar e organismos vivos em áreas adjacentes (MUKHERJEE et 

al., 2004; MISHRA et al., 2017; MAHBUB et al., 2017).  

Dentre os organismos que habitam essas áreas contaminadas podemos destacar as plantas 

e microrganismos. Uma parcela pouco conhecida de microrganismos fúngicos habita o interior 

das plantas em uma relação simbiótica ou neutra e são denominados fungos endofíticos 

(AZEVEDO, 2014). Esses fungos podem habitar todas as partes da planta, como folhas, flores, 

estruturas reprodutivas, pecíolos, galhos, ramos, cascas e raízes. Devido à estreita relação 

existente entre fungo endofítico e planta hospedeira, várias substâncias podem ser sintetizadas 

pelos endófitos para promoverem o crescimento e a proteção do vegetal. (FAETH, 2002; 

RODRIGUEZ et al., 2009). 

Entre os benefícios que os fungos garantem às plantas hospedeiras pode-se destacar o 

incremento da tolerância dessas plantas a metais pesados no ambiente por meio da elevação das 

taxas de crescimento, como observado em estudos com o fungo Piriformospora indica e 

Helianthus annuus na presença de cádmio (SHAHABIVAND et al., 2017). Resultados notáveis 

foram obtidos com Gaeumannomyces cylindrosporus, um fungo endofítico septado negro que 

incrementou as taxas de fotossíntese e diminuiu a translocação de chumbo em Zea mays (BAN; 

XU; YANG, 2017). 

Mesmo na presença de metais pesados, plantas de ambientes contaminados podem exibir 

alta diversidade de fungos (WASEEM et al. 2017). A alta tolerância desses fungos é 

documentada para metais como Cd, Zn, Cu, Pb, Fe e Hg, elementos que podem agir como fator 

seletivo nesses ambientes contaminados (OLADIPO et al., 2017; FROSSARD et at. 2017). 

Desse modo, alguns fungos possuem a habilidade de sobreviver e acumular esses metais sob 

condições que são letais para outros organismos (ZAPOTOCZNY et al., 2007). Fungos 
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endofíticos como Aspergillus niger e Trichoderma asperellum mostraram-se muito tolerantes, 

inclusive tolerando concentrações de metais superiores ao encontrado em ambientes 

contaminados (IRAM et al. 2013; KURNIATI; ARFARITA; IMAI, 2014; FAZLI et al., 2015). 

Entre todos os compostos de metais, os compostos de mercúrio têm despertado interesse 

em relação aos mecanismos de tolerância dos fungos. Em testes com vários metais, como 

chumbo, cádmio, arsênico e mercúrio, os isolados apresentaram menor tolerância ao mercúrio, o 

que demonstra a alta toxicidade de compostos desse metal (GURURAJAN, PRASANNA, 2017). 

No entanto, apesar da alta toxicidade, elevados níveis de mercúrio foram documentados para 

espécies de fungos em concentrações de até 22 mg/kg, o que evidencia a alta plasticidade que 

alguns fungos possuem em relação as suas tolerâncias (FALANDYSZ et al., 2015). 

As áreas que vem sofrendo com o despejo de metais pesados são consideradas favoráveis 

para a prospecção de fungos endofíticos resistentes ou tolerantes e constituem uma preciosa 

fonte de cepas fúngicas resistentes, uma vez que submetem os organismos habitantes a diferentes 

concentrações de compostos tóxicos ao longo do tempo. Uma destas áreas é o Aterro Municipal 

da Ribeira, que está localizado no sudoeste da Ilha do Maranhão, a uma distância de 

aproximadamente 20 km da área urbana da cidade de São Luís, Maranhão, Brasil e apresenta 

contaminação por Zn, Pb e Hg (CAMPOS et al., 2009). O conhecimento dessa diversidade em 

ambientes sujeitos a metais pesados, além de gerar uma melhor compreensão entre as relações 

entre microrganismo e hospedeiro, possibilitará a prospecção de fungos com potencial para 

remediação de áreas que sofreram com o despejo de metais pesados em longo prazo (QAYYUM 

et al. 2016; GURURAJAN, PRASANNA, 2017; MOHAMMADIAN et al., 2017 ).    

A maioria dos estudos sobre a toxicidade de compostos de mercúrio foca em organismos 

aquáticos. Por outro lado, as informações acerca da influência desses compostos na tolerância de 

organismos terrestres e microrganismos ainda são limitadas (MAHBUB et al., 2017). O estudo 

da tolerância de in vitro de microrganismos, como os fungos endofíticos, é crucial para a 

descoberta daqueles com habilidades para sobreviver em concentrações altas de compostos 

metálicos; desse modo, esses microrganismos podem ser aplicáveis para sistemas remediativos 

em ambientes contaminados. Isso implica que quanto mais rapidamente os fungos podem se 

adaptar e desenvolver suas colônias em ambientes poluídos, mais benéficos serão para os 

processos de biorremediação.  
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Nesse contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a distribuição e a frequência 

de fungos endofíticos em espécies de plantas fanerógamas de ambientes sujeitos a contaminação 

por metais pesados, assim como avaliar a tolerância in vitro desses fungos a diferentes 

concentrações de HgCl2.  

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

           

2.1.  Área de estudo 

A área de estudo está localizada às margens do Igarapé do Sabino, próximo ao Aterro 

Municipal da Ribeira, no Município de São Luís, Maranhão, Brasil. O Igarapé do Sabino é um 

afluente localizado na porção direita da bacia do Rio Tibiri. Essa bacia hidrográfica possui área 

de 140,04 km² e está localizada na região sudeste da Ilha do Maranhão. (CAMPOS et al., 2009) 

(Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Área de estudo e ponto amostral às margens do Igarapé do Sabino, próximo ao Aterro 

Municipal da Ribeira, no Município de São Luís, Maranhão, Brasil. 

 

 

Os tipos de vegetação predominantes nos entornos do Igarapé do Sabino são Manguezal e 

a Floresta Ombrófila Secundária, com presença de atividade agrícola, principalmente na área 
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conhecida como Cinturão Verde, onde a agricultura familiar é intensivamente praticada. 

(EMBRAPA, 2016). 

O Aterro Municipal da Ribeira possui 0,62 km² e está localizado no quadrante sudoeste 

da Ilha do Maranhão, tem causado vários problemas socioambientais pela proximidade de 

ocupações humanas mais atuais, pois os efluentes contaminados do aterro são lançados na água 

após passarem pelos poços sumidouros de chorume.  Desse modo, uma grande porção dos 

poluentes oriundos do Aterro da Ribeira pode ficar retida nos solos argilosos do mangue, 

contaminando a fauna e a flora local.  

 

2.2. Material vegetal 

As coletas de material vegetal foram realizadas em um ponto amostral às margens do 

Igarapé do Sabino, no médio curso, onde foram detectadas as mais altas concentrações de metais 

pesados na área do Aterro Sanitário da Ribeira, de acordo com os estudos realizados por Campos 

et al. (2009). Foi definida uma parcela de 10m x 10m e espécies dominantes de plantas 

fanerógamas lenhosas com troncos de até 20 cm de circunferência a 10 cm do solo foram 

selecionadas para as coletas, pois espécies de plantas abundantes podem ter mais chances de 

apresentarem fungos endofíticos resistentes (LI et al., 2012). No mínimo, três amostras de cada 

planta foram coletadas. Dos espécimes coletados, foram feitas fotografias e registradas 

informações sobre procedência, altura, diâmetro do tronco, aroma das folhas, hábitos e hábitat, 

assim como coordenadas geográficas.  

O material coletado foi devidamente acondicionado em sacos de polipropileno e caixas 

de isopor, e foram imediatamente levados ao Laboratório de Ecologia Vegetal da Universidade 

Federal do Maranhão e armazenados a 4°C até o momento do processamento. Os espécimes de 

plantas coletados durante as excursões de campo foram prensados, secos em estufa, herborizados 

e encaminhados ao Laboratório de Estudos Botânicos (LEB-UFMA) para identificação e 

incorporação ao acervo do Herbário do Maranhão (Herbário-MAR).   

 

2.3.  Distribuição e frequência de fungos endofíticos 

O procedimento de isolamento e purificação aconteceu de acordo com a metodologia 

descrita por Arnold et al. (2000) e Silva et al. (2006). Para evitar o isolamento de 



46 

 

microrganismos epifíticos, primeiramente, o material vegetal foi lavado abundantemente com 

água corrente e detergente neutro, e, em seguida, submetido a desinfestação superficial do 

material em álcool etilico 70% (1 min), NaClO 3% (4 min), e novamente em álcool etílico 70% 

(30 s) 

Após a assepsia, fragmentos de folhas de 5 mm2 de cada amostra foram plaqueados em 

meio de batata, dextrose e ágar (BDA), acrescido de 50 mg.L-1 de cloranfenicol. Foram 

plaqueados 5 fragmentos por placa, totalizando 100 fragmentos de folhas por planta coletada. As 

placas com os fragmentos foram incubadas a 25 ± 2 °C, com 12 horas de escuro e 12 horas de 

iluminação.  

Após sete dias, foram determinadas as taxas de colonização (TC) de acordo com 

(PETRINI et al. 1992), onde TC = número total de fragmentos com um ou mais isolados 

dividido pelo total de fragmentos da amostra e expressa em percentagem. As colônias fúngicas 

que se apresentavam distintas umas das outras, foram isoladas e purificadas em meio BDA. Para 

identificação, foram feitas microculturas utilizando-se bloco de Agar sobre lâmina de vidro 

estéril. O fungo foi inoculado, nos 4 lados do bloco de ágar a partir de repique recente e coberto 

com uma lamínula esterilizada. Após o desenvolvimento de hifas e estruturas reprodutivas os 

fungos foram identificados segundo as suas características macro e micro morfológicas, através 

de chaves de identificação disponíveis na literatura (BARNETT, HUNTER, 1976; DE HOOG et 

al., 2000; DUGAN, 2006).  

A frequência absoluta e a frequência relativa dos fungos endofíticos isolados das 

diferentes plantas foram calculadas e comparadas. Todos os isolados foram submetidos à 

preservação em água destilada estéril pelo método de preservação Castellani (CASTELLANI, 

1967) e depositados na coleção micológica do Grupo de Pesquisa em Diversidade e Ecologia 

Microbiana da Universidade Federal do Maranhão. 

 

2.4.  Tolerância in vitro de fungos endofíticos ao mercúrio  

Os fungos endofíticos foram submetidos a testes de tolerância ao mercúrio (Hg), avaliada 

pelo efeito de diferentes concentrações deste contaminante no crescimento do micélio fúngico 

(KURNIATI; ARFARITA; IMAI, 2014). 
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A partir da solução padrão-estoque de HgCl2  1.000 mg.L-1, foram preparadas as soluções 

utilizadas nos experimentos. Alíquotas da solução de HgCl2 (1.000 mg.L-1) foram adicionadas a 

erlenmeyers contendo meio BDA de modo a obter concentrações finais de 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 

mg.L-1 de HgCl2. Dez isolados foram selecionados para os testes de tolerância, de acordo com as 

características de crescimento e vigor: Aspergillus flavus (LS52), Aspergillus fumigatus (LS10), 

Aspergillus japonicus (LS53), Aspergillus niger (LS51), Aspergillus tamarii (LS42), 

Chaetomium globosum (LS38), Chaetomium sp. (LS39), Pestalotiopsis microspora (LS49) 

Scytalidium lignicola (LS50), Trichoderma sp. (LS46).  

Fragmentos de micélio de 5 mm de diâmetro dos isolados provenientes de subculturas 

recentes foram colocados no centro de placas com BDA nas oito concentrações de HgCl2. As 

placas foram incubadas a 28 °C ± 2 °C durante 10 dias e o crescimento radial do micélio de cada 

fungo foi mensurado diariamente. 

 

2.5.  Delineamento experimental e análise estatística 

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualisado (DIC) com 8 

tratamentos e três repetições para cada isolado fúngico. O índice de tolerância (TI) de cada 

isolado foi obtido pela divisão do crescimento radial da colônia na presença do metal pelo 

crescimento radial da colônia no tratamento controle. O TI de cada isolado foi assim 

classificado: 0,00-0,39 (muito baixa tolerância); 0,40-0,59 (baixa tolerância); 0,60-0,79 

(tolerância moderada); 0,80-0,99 (alta tolerância) e TI ≥1 (tolerância muito alta) (OLADIPO et 

al. 2017). O Índice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) foi calculado através da 

seguinte fórmula: 

IVCM= Σ (D - Da) / N 

Sendo: IVCM= índice de velocidade de crescimento micelial; D= diâmetro médio atual 

da colônia; Da= diâmetro médio da colônia do dia anterior; N= número de dias após a 

inoculação.  

Análises de variância (ANOVA) e de regressão foram realizadas e as médias de IVCM 

foram comparadas pelo teste de Tukey (p≤0,05). Todos os testes estatísticos foram realizados no 

software Statistica versão 10 (StatSoft®). 
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3. RESULTADOS 

 

3.1. Distribuição e frequência de fungos endofíticos 

Oito plantas foram amostradas às margens do Igarapé do Sabino, São Luís, Maranhão, 

Brasil. Duas dessas plantas foram identificadas em nível de família, cinco plantas foram 

identificadas em nível de espécie, e uma não apresentou, nos períodos de visitas a área, estruturas 

que possibilitassem a identificação.  Somente os fragmentos de folhas da espécie não identificada 

apresentaram baixa frequência de colonização (15%). Os fragmentos de folhas todas as outras 

plantas coletadas apresentaram taxa de colonização de 100% (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Identificação das plantas amostradas às margens do Igarapé do Sabino, São Luís, Maranhão, 

Brasil. Legendas: TC = taxa de colonização fúngica, “*” = espécie não identificada, “**” = planta 

identificada apenas em nível de família. 

 

 

Das oito plantas amostradas, 54 isolados fúngicos foram obtidos. Foram registrados 

fungos pertencentes a 28 tipos morfológicos distribuídos em 11 gêneros e 5 morfotipos cuja 

identificação não pode ser confirmada através dos métodos empregados (Tabela 2).  

 

Identificação  Família T.C. 

Abarema jupunba (Willd.) Britton & Killip Fabaceae 100% 

Agonandra brasiliensis Miers ex Benth. & Hook.f. Opiliaceae 100% 

Astrocaryum vulgare Mart. Arecaceae 100% 

Eriotheca globosa (Aubl.) A.Robyns Malvaceae 100% 

Lecythis lurida (Miers) S.A.Mori Lecythidaceae 100% 

Não identificada * - 15% 

Chrysobalanaceae ** Chrysobalanaceae 100% 

Myrtaceae ** Myrtaceae 100% 
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Tabela 2. Relação dos isolados de fungos endofíticos provenientes de plantas coletadas às margens do Igarapé do 

Sabino, depositados no banco de fungos do Laboratório de Micologia do Núcleo de Imunologia Básica e Aplicada 

(NIBA/UFMA). 

Isolado Identificação 

 

Hospedeiro n° de depósito 

LS01 Pestalotiopsis microspora Lecythis lurida 721 

LS02 Morfotipo 1 Lecythis lurida 1120 

LS03 Scytalidium sp. Lecythis lurida 731 

LS04 Chaetomium globosum Lecythis lurida 703 

LS05 Pestalotiopsis sp1 Lecythis lurida 727 

LS06 Nigrospora sp. Lecythis lurida 718 

LS07 Macrophomina sp1 Lecythis lurida 713 

LS08 Chaetomium globosum Não identificado 704 

LS09 Aspergillus niger Não identificado 435 

LS10 Aspergillus fumigatus Não identificado 434 

LS11 Colletotrichum sp1 Não identificado 710 

LS12 Pestalotiopsis microspora Chrysobalanaceae 722 

LS13 Morfotipo 1 Chrysobalanaceae 1121 

LS14 Chaetomium globosum Chrysobalanaceae 705 

LS15 Pestalotiopsis sp1 Chrysobalanaceae 728 

LS16 Aspergillus sp. Chrysobalanaceae 437 

LS17 Nigrospora sp. Chrysobalanaceae 719 

LS18 Macrophomina sp1 Chrysobalanaceae 714 

LS19 Pestalotiopsis microspora Myrtaceae 723 

LS20 Morfotipo 1 Myrtaceae 1122 

LS21 Scytalidium sp. Myrtaceae 732 

LS22 Chaetomium globosum Myrtaceae 706 

LS23 Colletotrichum sp1 Myrtaceae 711 

LS24 Aspergillus sp. Myrtaceae 438 

LS25 Pestalotiopsis sp2 Myrtaceae 729 

LS26 Recurvomyces sp. Myrtaceae 730 

LS27 Nigrospora sp. Myrtaceae 720 

LS28 Colletotrichum sp2 Myrtaceae 712 

LS29 Septoria sp. Myrtaceae 735 

LS30 Macrophomina sp1 Myrtaceae 715 

LS31 Macrophomina sp2 Myrtaceae 716 

LS32 Botrytis sp. Myrtaceae 702 

LS33 Macrophomina sp3 Agonandra brasiliensis 717 
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O maior número de isolados fúngicos, assim como maior número de espécies de fungos 

foi registrado na planta identificada como Myrtaceae, sendo 14 isolados e 13 espécies de fungos 

pertencentes a 10 gêneros distintos e um morfotipo não identificado. Em contrapartida, o menor 

número de isolados fúngicos, assim como menor número de espécies de fungos ocorreu na planta 

não identificada e na planta Eriotheca globosa. Foram isolados quatro espécies de três gêneros 

de fungos endofíticos na planta não identificada e quatro isolados de 2 gêneros distintos da E. 

globosa, sendo ainda registrados 2 morfotipos de fungos não identificados (Figura 2).   

 

 

 

 

 

 

LS34 Morfotipo 2 Agonandra brasiliensis 1123 

LS35 Morfotipo 3 Agonandra brasiliensis 1126 

LS36 Chaetomium globosum Agonandra brasiliensis 707 

LS37 Aspergillus japonicus Agonandra brasiliensis 431 

LS38 Chaetomium globosum Abarema jupunba 708 

LS39 Chaetomium sp. Abarema jupunba  709 

LS40 Pestalotiopsis microspora Abarema jupunba 724 

LS41 Morfotipo 4 Abarema jupunba 1127 

LS42 Aspergillus tamarii Abarema jupunba 433 

LS43 Trichoderma sp. Abarema jupunba 736 

LS44 Scytalidium lignicola Abarema jupunba 733 

LS45 Morfotipo 5 Eriotheca globosa 1128 

LS46 Trichoderma sp. Eriotheca globosa 737 

LS47 Morfotipo 2 Eriotheca globosa 1124 

LS48 Pestalotiopsis microspora Eriotheca globosa 726 

LS49 Pestalotiopsis microspora Astrocaryum vulgare 725 

LS50 Scytalidium lignicola Astrocaryum vulgare 734 

LS51 Aspergillus niger Astrocaryum vulgare 436 

LS52 Aspergillus flavus Astrocaryum vulgare 430 

LS53 Aspergillus japonicus Astrocaryum vulgare 432 

LS54 Morfotipo 2 Astrocaryum vulgare 1125 
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Figura 2. Número de espécies de fungos endofíticos por espécie de plantas amostradas às margens 

do Igarapé do Sabino, São Luís, Maranhão, Brasil. 
 

 

O fungo endofítico com maior prevalência foi Pestalotiopsis microspora (47.25%), 

enquanto a menor prevalência foi registrada para Aspergillus flavus, Chaetomium sp. e 

Macrophomina sp3, sendo que todos apresentaram a mesma frequência (0.37%).  

No presente estudo, Chaetomium globosum e Pestalotiopsis microspora foram isolados 

de 6 das 8 plantas coletadas. C. globosum foi isolado de L. lurida, da planta não identificada, de 

Chrysobalanaceae, de Myrtaceae, A. brasiliensis e A. jupunba. P. microspora foi isolado de L. 

lurida, Chrysobalanaceae, Myrtaceae, A. jupunba, E. globosa e A. vulgare. Esses fungos 

apresentaram frequências altas em relação aos outros táxons de fungos e não apresentaram 

especificidade para nenhuma das plantas hospedeiras. Por outro lado, o fungo Aspergillus 

fumigatus foi exclusivo da planta não identificada; Aspergillus sp., Botrytis sp., Colletotrichum 

sp2, Macrophomina sp2, Pestalotiopsis sp2, Recurvomyces sp. e Septoria sp. foram exclusivos 

de Myrtaceae; Macrophomina sp3 e Morfotipo 3 foram exclusivos de A. brasiliensis; Aspergillus 

tamarii, Chaetomium sp. e Morfotipo 4 foram exclusivos de A. jupunba; Morfotipo 5 foi 

exclusivo de E. globosa e A.flavus foi exclusivo de A. vulgare (Tabela 3). 
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Tabela 3.  Identificação e frequência de fungos endofíticos isolados de plantas das margens do Igarapé do Sabino, 

São Luís, MA, Brasil. Legendas: P1= L. lurida, P2= Não identificada 2, P3= Chrysobalanaceae, P4= Myrtaceae, 

P5=A. brasiliensis, P6= A. jupunba, P7= E. globosa, P8= A. vulgare, F.A.= frequência absoluta e F.R.= frequência 

relativa. 

Fungo Endofítico P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 F.A. F.R.(%) 

Aspergillus flavus 0 0 0 0 0 0 0 3 3 0.37 

Aspergillus japonicus 0 0 0 0 8 0 0 2 10 1.25 

Aspergillus tamarii 0 0 0 0 0 4 0 0 4 0.5 

Aspergillus fumigatus 0 4 0 0 0 0 0 0 4 0.5 

Aspergillus niger 0 5 0 0 0 0 0 1 6 0.75 

Aspergillus sp. 0 0 8 9 0 0 0 0 17 2.12 

Botrytis sp. 0 0 0 11 0 0 0 0 11 1.37 

Chaetomium globosum 10 5 10 13 5 42 0 0 85 10.62 

Chaetomium sp. 0 0 0 0 0 3 0 0 3 0.37 

Colletotrichum sp1 0 2 0 10 0 0 0 0 12 1.5 

Colletotrichum sp2 0 0 0 17 0 0 0 0 17 2.12 

Macrophomina sp1 40 0 14 22 0 0 0 0 76 9.5 

Macrophomina sp2 0 0 0 7 0 0 0 0 7 0.8 

Macrophomina sp3 0 0 0 0 3 0 0 0 3 0.37 

Morfotipo 1 52 0 11 27 0 0 0 0 90 11.25 

Morfotipo 2 0 0 0 0 2 0 14 8 24 3 

Morfotipo 3 0 0 0 0 90 0 0 0 90 11.25 

Morfotipo 4 0 0 0 0 0 4 0 0 4 0.5 

Morfotipo 5  0 0 0 0 0 0 10 0 10 1.25 

Nigrospora sp. 22 0 35 27 0 0 0 0 84 10.5 

Pestalotiopsis microspora 80 0 60 55 0 51 32 100 378 47.25 

Pestalotiopsis sp1 48 0 40 0 0 0 0 0 88 11 

Pestalotiopsis sp2 0 0 0 6 0 0 0 0 6 0.75 

Recurvomyces sp. 0 0 0 19 0 0 0 0 19 2.37 

Scytalidium sp. 37 0 0 11 0 0 0 0 48 6 

Scytalidium lignicola 0 0 0 0 0 5 0 25 30 3.75 

Septoria sp. 0 0 0 15 0 0 0 0 15 1.87 

Trichoderma sp. 0 0 0 0 0 3 23 0 26 3.25 



53 

 

 

Os fungos exclusivos apresentaram baixa frequência relativa, exceto o Morfotipo 3 que 

foi isolado unicamente da espécie de planta Agonandra brasiliensis e apresentou frequência 

relativa de 11.25% (Figura 3).   

 

 

 

Figura 3. Frequência relativa de fungos endofíticos isolados em plantas das margens do Igarapé do Sabino, São Luís, MA, 

Brasil. 
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3.2. Tolerância in vitro de fungos endofíticos ao mercúrio 

 

3.2.1. Crescimento micelial  

O crescimento micelial dos isolados foi notavelmente influenciado pela adição das 

diferentes doses de HgCl2 ao meio. Todos os fungos apresentaram crescimento micelial até a 

concentração de 4 mg.L-1 de HgCl2; no entanto, a partir da concentração de 5 mg.L-1, A. niger 

LS51, A. flavus LS52 e A. tamarii LS42 tiveram crescimento totalmente inibido. A. fumigatus 

LS10 e A. japonicus LS53 apresentaram crescimento até a concentração de 5 mg.L-1 de HgCl2. 

Por outro lado, Chaetomium globosum LS38, Chaetomium sp. LS39, Scytalidium lignicola LS50, 

Pestalotiopsis microspora LS49 e Trichoderma sp. LS46 apresentaram crescimento micelial até 

a última concentração de HgCl2 testada. 

O crescimento micelial radial foi influenciado pela adição das doses de HgCl2 para todos 

os isolados, exceto para Scytalidium lignicola LS50, que atingiu o diâmetro máximo (85 mm) em 

todos os tratamentos. Chaetomium globosum LS38, Chaetomium sp. LS39, Aspergillus niger 

LS51, Pestalotiopsis microspora LS49, Aspergillus flavus LS52 e A. fumigatus LS10 

apresentaram comportamento quadrático decrescente em relação as doses de HgCl2. 

Trichoderma sp. LS46 colonizou 100% da área das placas nos tratamentos de 0, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 

mg.L-1 de HgCl2; no entanto, na concentração de 7 mg.L-1 de HgCl2, o isolado exibiu crescimento 

de 81.17 mm.  

Verifica-se que o crescimento micelial de Aspergillus niger LS51 diminuiu em até 

82,35% com relação ao controle quando adicionado 3 mg.L-1 de HgCl2. Com base nessa redução 

do crescimento, essa dose provocou a maior declividade da curva de crescimento micelial. 

Chaetomium sp. LS39 e Pestalotiopsis microspora LS49 apresentaram acentuado crescimento 

radial na concentração de 1 mg.L-1 de HgCl2 e posterior redução nas concentrações seguintes. 

Além disso, P. microspora exibiu outro acentuado crescimento na concentração de 5 mg.L-1 de 

HgCl2, o que foi exclusivo para esse isolado. Somente Chaetomium sp. LS39 atingiu crescimento 

superior ao tratamento controle, 65 mm na concentração de 1 mg.L-1 de HgCl2 e 44 mm no 

controle (Figura 4).  
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Figura 4. Gráficos de regressão do crescimento (eixo y, em mm) em função da concentração de mercúrio 

(eixo x, em mg.L-1) no meio de cultura para cada isolado estudado. Aspergillus flavus (LS52), Aspergillus fumigatus 

(LS10), Aspergillus japonicus (LS53), Aspergillus niger (LS51), Aspergillus tamarii (LS42), Chaetomium globosum 

(LS38), Chaetomium sp. (LS39), Pestalotiopsis microspora (LS49) Scytalidium lignicola (LS50), Trichoderma sp. 

(LS46). 
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3.2.2.  Índice de Tolerância  

A máxima concentração na qual houve crescimento micelial em todos os isolados foi 

utilizada para a obtenção dos índices de tolerância. De acordo com os índices de tolerância (TI), 

todos os fungos endofíticos avaliados foram sensíveis ao HgCl2 (TI<1), ou seja, nenhum dos 

isolados apresentou índice de tolerância igual ou superior a 1, índice no qual o crescimento do 

tratamento com metal não difere do tratamento controle; contudo, 20% dos isolados testados 

apresentou índice de tolerância de 0.9 (Figura 3). 

Dois isolados apresentaram tolerância muito baixa (TI≤0.39), Pestalotiopsis microspora 

LS49 (TI=0.36) e Aspergillus niger LS51 (TI=0.07). Dois isolados apresentaram baixa tolerância 

(0,40≤TI≤0.59), A. flavus LS52 (TI=0.47) e Chaetomium globosum LS38 (TI=0.57). Três 

isolados apresentaram tolerância moderada (0,60≤TI≤0,79), Chaetomium sp. LS39 (TI=0.65) A. 

tamarii LS42 (TI=0.71) e A. fumigatus LS10 (TI=0.76). Três dos isolados apresentaram alta 

tolerância (0,80≤TI≤0.99), A. japonicus LS53 (TI=0.84), Scytalidium lignicola LS50 (TI=0.90) e 

Trichoderma sp. LS46 (TI=0.95) (Figura 5).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Média dos índices de tolerância dos isolados cultivados por 10 dias em meio de cultura com 4 

mg.L-1 de HgCl2. Aspergillus flavus (LS52), Aspergillus fumigatus (LS10), Aspergillus japonicus (LS53), 

Aspergillus niger (LS51), Aspergillus tamarii (LS42), Chaetomium globosum (LS38), Chaetomium sp. (LS39), 

Pestalotiopsis microspora (LS49) Scytalidium lignicola (LS50), Trichoderma sp. (LS46). 
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Observou-se um o padrão de desenvolvimento da tolerância dos fungos em estágios ou 

fases. Os isolados Aspergillus fumigatus LS10 e A. tamarii LS42 exibiram a fase de atraso ou de 

nenhum crescimento nos primeiros dias, a fase de crescimento acelerado, a queda no crescimento 

e um posterior aumento do crescimento micelial. Chaetomium sp. LS39, Trichoderma sp. LS46, 

Chaetomium globosum LS38, Scytalidium lignicola LS50 e Pestalotiopsis microspora LS49 

mostraram desempenho similar em relação aos padrões de desenvolvimento de tolerância; 

contudo, sem a fase de atraso inicial (Figura 6).    
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Figura 6. Índices de tolerância dos isolados fúngicos cultivados por 10 dias em 4 mg.L-1 de HgCl2. 

Aspergillus flavus (LS52), Aspergillus fumigatus (LS10), Aspergillus japonicus (LS53), Aspergillus niger (LS51), 

Aspergillus tamarii (LS42), Chaetomium globosum (LS38), Chaetomium sp. (LS39), Pestalotiopsis microspora 

(LS49) Scytalidium lignicola (LS50), Trichoderma sp. (LS46). 

 

O desenvolvimento da tolerância em fases foi menos evidente para os isolados 

Aspergillus niger LS51, A. flavus LS52 e A. japonicus LS53. A. niger LS51 exibiu os menores 
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índices de tolerância e seus índices permaneceram muito abaixo de 1, mesmo no décimo dia. A. 

flavus LS52 foi o isolado que menos apresentou variações de tolerância ao metal ao longo de 10 

dias. 

O índice de tolerância variou com o tempo de exposição ao metal pesado e tipo de fungo. 

Na fase inicial após a inoculação ou fase de atraso, o índice de tolerância permaneceu 0 por um 

ou mais dias para 3 isolados. Essa é a fase na qual alguns fungos apresentam pouco ou nenhum 

crescimento. Aspergillus tamarii LS42 e A. fumigatus LS10 apresentaram índices de tolerância 0 

no primeiro dia; no entanto, esses índices aumentaram com o tempo. Apesar dos índices serem 0 

no primeiro dia, estes fungos alcançaram alta tolerância rapidamente. A. niger LS51 apresentou 

índice de tolerância 0 por 4 dias; contudo, esse índice foi crescente ao longo dos dias, mesmo 

que de forma mais lenta.  

Pestalotiopsis microspora LS49 apresentou índice de tolerância de 0.48 no primeiro dia e 

apresentou uma queda para 0.28 no segundo dia; no entanto, o aumento desse índice foi 

gradativo ao longo dos dias, voltando a 0.48 aos 10 dias. Scytalidium lignicola LS50 e 

Trichoderma sp. LS46 exibiram desempenhos similares em relação ao ganho de tolerância com o 

tempo. Esses dois isolados alcançaram alta tolerância em menos dias, mesmo exibindo queda nos 

índices no segundo dia do experimento. Chaetomium globosum LS38 e Chaetomium sp. LS39 

exibiram resultados similares em relação à queda dos índices de tolerância no segundo dia do 

experimento, com posterior aumento desses índices, entretanto a tolerância desses isolados foi 

adquirida de forma mais lenta ao longo do tempo.  

 

3.2.3.  Índice de velocidade de crescimento  

 

Isolados pertencentes ao mesmo gênero tendem a apresentar índices de velocidade de 

crescimento similares quando submetidos às mesmas concentrações de HgCl2. Além disso, há 

influencias notáveis no índice de velocidade de crescimento micelial de alguns isolados em 

relação às crescentes concentrações de metal (Tabela 4).  

Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Chaetomium globosum, Chaetomium sp. e 

Pestalotiopsis microspora apresentaram diminuição na velocidade de crescimento frente às 

crescentes concentrações de metal. A. fumigatus, A. japonicus e A. tamarii apresentaram 
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variações bruscas em relação aos índices de crescimento micelial. Esses isolados não se 

desenvolveram nas subsequentes concentrações logo após apresentarem os mais altos índices de 

crescimento micelial dentre todos os isolados. Por outro lado, Scytalidium lignicola e 

Trichoderma sp. tendem a aumentar a velocidade de crescimento frente às crescentes 

concentrações de metal, sendo que S. lignicola obteve maior incremento na velocidade de 

crescimento, com IVCM de 4.48 no tratamento de 1 mg e IVCM de 7.25 no tratamento de 7 

mg.L-1 de HgCl2.  

No tratamento de 1 mg.L-1 de HgCl2, foram observadas diferenças significativas notáveis 

entre os índices de velocidade de crescimento micelial de Aspergillus fumigatus e Chaetomium 

globosum, que apresentaram IVCM de 7.58 e 2.40, respectivamente. No tratamento de 2 mg.L-1 

de HgCl2, Aspergillus fumigatus exibiu IVCM de 7.68, índice significativamente diferente de 

2.28, IVCM exibido por Chaetomium globosum na mesma concentração de HgCl2.   

No tratamento de 3 mg.L-1 de HgCl2, o isolado que apresentou maior índice de 

velocidade de crescimento foi Aspergillus fumigatus, com IVCM de 7.90, significativamente 

diferente do índice de 2.15 que foi apresentado por Chaetomium sp., menor índice para essa 

concentração de HgCl2. Aspergillus fumigatus exibiu IVCM de 8.50 no tratamento de 4 mg.L-1 

de HgCl2, o maior índice de velocidade de crescimento dentre todos os isolados e concentrações 

de HgCl2. O menor índice na concentração de 4 mg.L-1 de HgCl2 foi exibido por Aspergillus 

niger, com IVCM de 1.50.  

Desconsiderando-se os isolados que não resistiram a concentração de 5 mg.L-1 de HgCl2, 

o isolado que apresentou maior índice de velocidade de crescimento nesse tratamento foi 

Aspergillus japonicus, com IVCM de 8.03, índice significativamente diferente do exibido por 

Chaetomium sp., com IVCM de 1.35.  

A. flavus, A. fumigatus, A. japonicus, A. niger e A. tamarii não apresentaram crescimento 

no tratamento de 6 mg.L-1 de HgCl2; desse modo, os índices de velocidade de crescimento desses 

isolados permaneceram iguais a zero até o final dos experimentos. O maior índice de velocidade 

de crescimento nesse tratamento foi apresentado por Scytalidium lignicola, com IVCM  de 6.98. 

Chaetomium sp. apresentou IVCM de 1.23, o menor índice dentre os isolados que exibiram 

crescimento micelial nesse tratamento. No tratamento de 7 mg.L-1 de HgCl2, Scytalidium 

lignicola apresentou o maior índice de velocidade de crescimento, sendo que Chaetomium sp. 
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exibiu IVCM de 1.57, o menor índice dentre os isolados que exibiram crescimento micelial nesse 

tratamento. 

 

Tabela 4. Índices de velocidade de crescimento micelial dos isolados. Medias seguidas pelas mesmas letras 

minúsculas nas colunas não diferem entre si pelo teste de Tukey (p ≤ 0,05). 

 

 

Chaetomium globosum e Chaetomium sp. apresentaram velocidades de crescimento 

similares. Esses dois isolados exibiram velocidades de crescimento significativamente diferentes 

somente na concentração de 1 mg.L-1 de HgCl2, sendo que Chaetomium sp. apresentou 

velocidade de crescimento de 5.52, superior a velocidade de crescimento de Chaetomium 

globosum, de 2.40. 

Espécie Controle 1  mg.L-1 

HgCl2 

2  mg.L-1 

HgCl2 

3  mg.L-1 

HgCl2 

4  mg.L-1 

HgCl2 

5  mg.L-1 

HgCl2 

6  mg.L-1 

HgCl2 

7  mg.L-1 

HgCl2 

Aspergillus 

flavus 

7,30 ab 6,93 ab 6,57 b 5,78 ab 3,90 b - - - 

Aspergillus 

fumigatus 

7,70 a 7,58 a 7,68 a 7,90 a 8,50 a 5,67 a - - 

Aspergillus 

japonicus 

7,20 b 6,55 ab 6,90 ab 6,97 a 7,37 a 8,03 a - - 

Aspergillus 

niger 

7,50 ab 6,75 ab 7,93 a 7,47 a 1,50 b - - - 

Aspergillus 

tamarii 

7,40 ab 6,87 ab 7,25 ab 7,42 a 8,08 a - - - 

Chaetomium 

globosum 

3,50 d 2,40 c 2,28 d 2,53 c 2,13 b 1,88 b 1,75 c 1,62 d 

Chaetomium sp. 3,45 d 5,52 b 3,10 d 2,15 c 1,75 b 1,35 b 1,23 c 1,57 d 

Pestalotiopsis 

microspora 

6,90 b 7,42 a 4,57 c 4,83 b 3,23 b 5,82 a 2,85 a 3,55 c 

Scytalidium 

lignicola 

5,90 c 4,48 b 6,53 b 5,47 b 6,73 ab 6,70 a 6,98 a 7,25 a 

Trichoderma sp.  5,40 c 5,80 b 6,50 b 6,15 ab 5,88 ab 6,43 a 6,42 a 6,03 c 
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Os índices de velocidade de crescimento de Scytalidium lignicola e Trichoderma sp. 

foram similares em todos os tratamentos, exceto no tratamento de 7 mg.L-1 de HgCl2, no qual 

Trichoderma sp. exibiu IVCM de 6.03, significativamente mais baixo que o IVCM de 

Scytalidium na mesma concentração. Dentre todas as concentrações, o mais alto índice de 

velocidade de crescimento foi exibido por Aspergillus fumigatus (8.50) na concentração de 4 

mg.L-1 de HgCl2. Os maiores índices de velocidade de crescimento na mais alta concentração de 

HgCl2 foram exibidos por Scytalidium lignicola (7.25), Trichoderma sp. (6.03) e Pestalotiopsis 

microspora (3.55).  

 

4. DISCUSSÃO 

 

A prospecção de microrganismos, dentre os quais podemos citar os fungos, em áreas 

contaminadas por metais pesados, pode ser de grande importância para a compreensão dos 

mecanismos de tolerância destes seres vivos a estes contaminantes e, principalmente, para se 

desenvolver estratégias eficientes de biorremediação destas áreas. Neste estudo a distribuição e a 

frequência de fungos endofíticos foi avaliada em oito espécies de plantas em um local sujeito a 

contaminação por metais pesados no nordeste brasileiro, assim como a tolerância in vitro destes 

fungos foi testada frente a diferentes concentrações de HgCl2. 

Apesar da existência de contaminação por chumbo, zinco e mercúrio na área da qual as 

oito plantas desse estudo provêm (CAMPOS et al., 2009), taxa de colonização máxima foi 

observada em sete destas plantas, o que evidencia a existência de uma comunidade de fungos 

endofíticos capaz de tolerar as concentrações de metais existentes na área.  

A ocorrência de fungos tolerantes em áreas contaminadas com concentrações elevadas de 

metais pesados é documentada para Cu, Pb, Fe e Hg, metais que podem agir como fator seletivo 

nesses ambientes contaminados (OLADIPO et al., 2017; FROSSARD et al., 2017). Somente a 

Morfoespécie de planta 2 exibiu baixa taxa de colonização, possivelmente pela incapacidade dos 

fungos de superar as barreiras físicas e químicas da planta hospedeira (ARNOLD; HERRE, 

2003; SINGH; SHARMA; KUMAR, 2017). 

Nesse estudo foram registrados fungos pertencentes a 28 tipos morfológicos distribuídos 

em 11 gêneros. Cinco morfotipos não puderam ser identificados, pois não produziram estruturas 
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reprodutivas ou outras características em meio axênico que contribuíssem para a identificação 

dos mesmos. Provavelmente as condições artificiais de incubação em meio de cultura ou a 

necessidade de associação com o hospedeiro, não permitiram que a espécie completasse o seu 

ciclo de vida em cultura axênica. Por sua vez, a identificação por meio de caracteres 

morfológicos é dificultada pela presença de uma ampla diversidade de fungos endofíticos, 

muitos dos quais não esporulam em cultura e, portanto, são designados genericamente como 

Mycelia sterilia. (FERNANDES et al., 2015). Por outro lado, existe a falta de conhecimento 

sobre os variados microhabitats nos hospedeiros, podendo haver muitas espécies inéditas entre os 

organismos coletados. 

Todos os fungos isolados nesse estudo pertenceram ao filo Ascomycota. As espécies de 

fungos endofíticos mais frequentemente registradas para plantas de áreas tropicais, pertencem a 

esse filo. O maior número de espécies de fungos endofíticos ocorreu na planta pertencente à 

família Myrtaceae. Estudos mostram que plantas dessa família são importantes fontes de fungos 

endolíticos, com prevalência de fungos do filo Ascomycota (PAULO et al., 2017). O número de 

espécies isoladas foi similar ao encontrado em estudos com plantas dessa família no Brasil, nos 

quais já haviam sido identificadas 22 espécies de fungos endofíticos (VAZ et al., 2014). Estudos 

realizados com plantas dessa família em ambientes com elevada contaminação por metais 

pesados exibiram alta diversidade de fungos, sendo assim, esse grupo de plantas representa uma 

fonte valiosa desses organismos endófitos (WASEEM et al., 2017).  

Por outro lado, a baixa diversidade de fungos encontrada em Eriotheca globosa pode ser 

explicada, possivelmente, pela altura da árvore, o que pode dificultar a colonização das folhas 

dessa espécie arbórea por fungos endofíticos. Estudos evidenciam que fungos endofíticos 

colonizaram as folhas de Theobroma cacao mais intensamente quando estas estavam sob o 

dossel da floresta do que quando estavam nos locais desobstruídos, refletindo a baixa abundancia 

de propágulos de fungos que possam infectar as plantas nessas áreas abertas (ARNOLD; 

HERRE, 2003).  

É possível verificar que a comunidade de fungos endofíticos tende a ser composta por 

espécies mais esporádicas e outras mais frequentes, e geralmente estas últimas são generalistas. 

Aspergillus fumigatus foi exclusivamente isolado da Morfoespécie de planta 2, apesar da baixa 

diversidade e taxa de colonização em comparação às outras plantas desse estudo. Em geral, os 
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fungos exclusivos apresentaram baixa frequência relativa. Essa especificidade por determinado 

hospedeiro já foi relatada por meio de estudos que investigam as interações entre plantas de 

ambientes de mangue e fungos endofíticos associados a raízes (ANANDA e SRIDHAR, 2002).  

No presente estudo, somente Chaetomium globosum e Pestalotiopsis microspora foram 

isolados de seis das oito plantas amostradas. Esses fungos apresentaram frequências altas em 

relação aos outros táxons de fungos isolados e não apresentaram especificidade para nenhuma 

das plantas hospedeiras. É importante destacar que Chaetomium spp. são fungos generalistas dos 

quais existem mais de 350 espécies que garantem proteção às plantas hospedeiras e 

possivelmente recebem benefícios adaptativos que permitem o estabelecimento em uma ampla 

variedade de hospedeiros (Zhang et al., 2012). Entre os fungos generalistas e recorrentes destaca-

se, também, o gênero Pestalotiopsis. Em plantas tropicais, espécies do gênero Pestalotiopsis 

estão entre as mais frequentes (Peixoto Neto et al., 2002; Cannon e Simmons, 2002). O fato de 

esses grupos serem generalistas pode estar refletindo o sucesso destes táxons em habitar o 

interior dessas plantas, interferindo assim, na diversidade encontrada em cada espécie.  

Já é bem documentada a distribuição típica de fungos endofíticos de plantas de florestas 

tropicais e temperadas, nos quais poucas espécies desses fungos são frequentes e mais 

dominantes, enquanto a maioria das espécies apresentam baixas frequências (ARNOLD, 2001; 

GAMBOA; BAYMAN, 2001; SAUCEDO-GARCIA; ANAYA; ESPINOSA-GARCIA, 2014; 

GONZÁLEZ-TEUBER; VILO; BASCUÑÁN-GODOY, 2017). Além disso, estudos evidenciam 

que diferenças particulares na química das folhas podem influenciar a composição das 

comunidades de endófitos existentes nessas plantas (ARNOLD; HERRE, 2003). 

Quando esses fungos foram crescidos em meio contendo HgCl2, foi verificado que o sal 

de mercúrio influenciou o crescimento micelial dos isolados de forma notável. Chaetomium 

globosum, Chaetomium sp., Scytalidium lignicola, Pestalotiopsis microspora e Trichoderma sp. 

apresentaram crescimento micelial até a última concentração de HgCl2 testada. No entanto, 

Aspergillus niger, Aspergillus flavus e Aspergillus tamarii foram totalmente inibidas a partir da 

concentração de 5 mg.L-1 de HgCl2. Esse efeito inibitório foi diminuído em experimentos 

anteriores, quando colônias estabelecidas de fungos foram expostas ao composto, ou seja, 

colônias estabelecidas foram menos afetadas do que colônias jovens expostas ao estresse. Sendo 

assim, o efeito da adição do metal pesado na expansão radial desses fungos pode depender do 
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organismo, da concentração do composto testado e do estágio de desenvolvimento da colônia 

(CRANE; DIGHTON; BARKAY, 2010).  

Estudos com diferentes isolados de Aspergillus flavus de amostras vegetais de floresta 

tropical, mostraram sua tolerância e seu uso na degradação de contaminantes de mercúrio no 

solo. Um desses isolados foi capaz de apresentar crescimento micelial em até 25 mg.L-1 de 

HgCl2, uma concentração 6.25 vezes mais alta do que a tolerada pelo isolado Aspergillus flavus 

LS52 do presente estudo. (KURNIATI; ARFARITA; IMAI, 2014). Desse modo, é importante 

salientar que o efeito do HgCl2 no crescimento do fungo não só depende da espécie, da idade da 

colônia e da concentração de HgCl2 utilizada, mas também das peculiaridades de cada isolado. 

Sendo assim, um isolado da mesma espécie de fungo endofítico pode apresentar diferentes 

padrões de crescimento na presença de metais pesados (CHANG; TIAN; LIU, 2016).  

Scytalidium spp. é um dos grupos de fungos septados negros mais frequentemente 

encontrados em estudos sobre organismos resistentes a altas temperaturas. Há evidências de que 

esses fungos são ecologicamente e economicamente importantes devido à notável resistência a 

ambientes estressantes (NATVIG; TAYLOR; TSANG, 2015). Além disso, representantes desse 

grupo foram isolados de soluções ácidas de instalações industriais em uma mina de urânio 

(SIGLER; CARMICHAEL, 1974). No entanto, pouco se sabia acerca do crescimento desse 

grupo de fungos na presença de íons de mercúrio até então. Scytalidium lignicola foi único 

fungo a exibir 100% (85 mm) de crescimento radial em todas as concentrações de HgCl2 no 

presente estudo. Trichoderma sp. apresentou crescimento radial até a concentração de 6 mg.L-1 

de HgCl2; entretanto, na concentração de 7 mg.L-1 de HgCl2, o fungo não exibiu total 

colonização das placas, provavelmente pelo início da manifestação dos efeitos tóxicos naquela 

concentração. 

O aumento das doses de HgCl2 foi inversamente proporcional ao crescimento radial de A. 

niger, A. flavus, A. tamarii, A. fumigatus e A. japonicus, o que pode qualificar o composto de 

mercúrio como tóxico, além de não essencial para esses isolados, causando uma possível 

inibição de processos fisiológicos importantes. A acentuada declividade da curva de crescimento 

micelial exibida por A. niger demonstra a peculiaridade que cada isolado pode exibir em relação 

ao crescimento em ambientes estressantes, uma vez que há relatos de que isolados da mesma 
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espécie foram capazes de crescer em concentrações muito superiores as utilizadas no presente 

estudo (IRAM et al. 2013; KURNIATI; ARFARITA; IMAI, 2014).  

O padrão de desenvolvimento de fungos na presença de metais pesados pôde ser 

caracterizado por estágios e mostra os efeitos tóxicos desses metais sobre o crescimento desses 

organismos. Nesse contexto, o padrão de crescimento característico de fungos na presença de 

metais pesados é representado por cinco etapas: a fase de atraso, com pouco ou nenhum 

crescimento; a fase de crescimento acelerado; a fase de crescimento retardado; a fase de 

crescimento similar, na qual o crescimento do tratamento com metal é similar ao controle e a 

fase de crescimento aprimorado, na qual a taxa de crescimento pode exceder o crescimento do 

tratamento controle, o que representa alta tolerância. Estes cinco estágios não são exibidos em 

todos os fungos, como o observado no presente estudo (VALIX; LOON, 2003; OLADIPO; 

AWOTOYE; OLAYINKA, 2017).  

No presente estudo diferentes espécies de fungos exibem diferentes padrões de tolerância. 

Trichoderma sp. e (LS50) Scytalidium lignicola apresentaram as mais altas tolerâncias ao HgCl2. 

Esses dados são consistentes com a ideia de que a notável tolerância pode estar ligada a alta 

produção de melanina e às aceleradas taxas de crescimento (BAN; TANG; CHEN, 2012). A 

tolerância de Trichoderma sp. e Scytalidium lignicola a compostos de mercúrio é pouco 

estudada; no entanto, sabe-se que Trichoderma sp. é capaz de tolerar altas concentrações de 

outro metal tão tóxico quanto o mercúrio, o cádmio (WOLDEAMANUALE, 2017).  

Essa tolerância pode ser atribuída às estratégias desenvolvidas pelos isolados para 

suportar elevadas concentrações desse composto. Sendo assim, alguns mecanismos de tolerância 

foram relatados, incluindo a precipitação de metal nas paredes celulares, produção de enzimas, 

sequestro extra e intracelular e efluxo. Entretanto, a aclimatização ao estresse é realizada através 

de mecanismos intricados e diversos, inclusive envolvendo múltiplos caminhos fisiológicos e 

metabólicos complexos ainda pouco estudados (FAZLI et al., 2015; ZHAO; LI; SHEN, 2015; 

HOQUE; FRITSCHER, 2016). 

Pestalotiopsis microspora cresceu sob altas concentrações de 5 mg.L-1 de HgCl2, mas 

apresentou índice de tolerância baixo, uma vez que a sua velocidade de crescimento tendeu a 

diminuir com o incremento das concentrações de HgCl2, com consequente diminuição da 

expansão radial nos tratamentos com o composto. A baixa velocidade de crescimento e expansão 
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radial de Aspergillus niger também reflete o baixo índice de tolerância desse isolado. Essas 

variações de tolerância podem ser explicadas, também, pelas taxas de morte micelial ao longo 

dos dias (VALIX, LOON, 2003; SABA, THIRUMARIMURUGAN, 2017). 

Os altos IVCM’s de Pestalotiopsis microspora e Chaetomium sp. nas concentrações 

iniciais de HgCl2 com posterior diminuição dessa velocidade foi similar ao observado em estudos 

sobre as taxas de crescimento dos fungos endofíticos Phanerochaete chrysosporium, 

Simplicillium chinense e Trichoderma asperellum,  nos quais observou-se que a velocidade de 

crescimento foi incrementada em baixas concentrações do composto e diminuída 

progressivamente com maiores concentrações (ZHAO et al., 2016; CHEN; NG; CHEOW, 2017). 

O elevado IVCM de P. microspora no tratamento de 5 mg.L-1 de HgCl2 foi o responsável pela 

expansão radial incomum nesse tratamento, com posterior diminuição. O fungo expandiu 

radialmente a colônia de forma acelerada sem a produção de muita biomassa naquela 

concentração. Nesse caso, o crescimento foi acelerado e formou-se micélio com pouca densidade 

de hifas que ocuparam a porção superficial do meio de cultura, o que pode ser indicativo da 

baixa tolerância desse isolado.  

Observou-se um o padrão de desenvolvimento da tolerância dos fungos em estágios ou 

fases. A presença de contaminação por compostos metálicos perturba a fase inicial de 

crescimento fúngico, causando o atraso no crescimento do micélio. Em estudos anteriores, HgCl2 

aumentou a fase de lag de A. flavus em até 4 dias sob concentrações de 75 mg.L-1 do composto 

(KURNIATI; ARFARITA; IMAI, 2014). Apesar de nem todos os isolados terem apresentado 

essa fase, Aspergillus fumigatus e A. tamarii tiveram atraso de até 1 dia. Esse atraso é 

característico da adaptação e desenvolvimento da tolerância de fungos. Mesmo com TI=0 no 

primeiro dia, esses isolados alcançaram acentuada tolerância rapidamente devido aos seus altos 

IVCM’s, mesmo apresentando inibição total do crescimento nas concentrações mais altas.  

O desenvolvimento da tolerância em fases foi menos evidente para Aspergillus niger. O 

mesmo apresentou fase de atraso do desenvolvimento inicial muito longa, de 4 dias. Isso revela 

que, a maiores concentrações de metal, o comportamento adaptativo do fungo é reduzido 

(SABA, THIRUMARIMURUGAN, 2017). A variação dos índices de tolerância de isolados do 

mesmo gênero filogeneticamente próximos, como Aspergillus niger (TI=0.07) e A. japonicus 

(TI=0.84) suporta a ideia de que isolados do mesmo gênero não têm necessariamente a mesma 
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tolerância a metais pesados. Possivelmente, os isolados pouco tolerantes não tiveram o potencial 

de implantar mecanismos para aliviar a toxicidade do composto, de modo que o crescimento 

fúngico pudesse continuar sem impedimento na presença de HgCl2 (IRAM et al., 2013). 

Foram observados sintomas visuais de toxidez para Aspergillus tamarii na forma de 

acentuada mudança de pigmentação de verde claro para amarelo claro.  De forma similar, 

colônias de T. asperellum formaram colônias brancas em Al e Cr a 2.000 ppm em vez de 

colônias verdes, e colônias amarelas e brancas na presença de Pb a 1.000 ppm. A possível 

explicação para estas diferentes alterações morfológicas de pigmentação pode ser devida aos 

amplos mecanismos de tolerância que cada isolado possui (FAZLI et al., 2015). 

Estudos recentes sugerem que a tolerância induzida antes dos isolados serem submetidos 

a altas concentrações é o primeiro passo para desencadear a tolerância a compostos metálicos. A 

exposição prolongada a baixas doses pode levar à adaptabilidade às altas concentrações desses 

compostos, devido à pressão seletiva da exposição em longo prazo. Desse modo, esse 

mecanismo pode levar à expressão de estratégias de resistência para reduzir o estresse oxidativo, 

como observado em Penicillium chrysogenum (CHEN; NG; CHEOW, 2017). 

A diminuição da tolerância nas ultimas fases de desenvolvimento pode ser devida à má 

adaptação do fungo. Os resultados observados sugerem que alguns fungos não exibiram uma boa 

adaptação à adição de mercúrio ao meio, pois o padrão de crescimento não foi similar aos cinco 

estágios característicos e os índices de tolerância permaneceram muito menores que 1 para cinco 

isolados. No entanto, Trichoderma sp. e Scytalidium lignicola mostraram alta tolerância às 

concentrações de metal testadas e essas excedem as concentrações observadas no ambiente 

contaminado de onde esses fungos provêm. 

É evidente que esses fungos possuem particularidades morfológicas e fisiológicas que 

constituem uma importante restrição aos tipos de espécies de plantas e formas possíveis de 

ocupá-las em locais contaminados. A tolerância claramente ampla desses isolados em relação às 

condições ambientais estressantes, como os efeitos decorrentes das variações de concentração de 

mercúrio, pode permitir a esses fungos uma considerável flexibilidade para se adequarem a 

variações espaciais nos nesses ambientes.  

Desenvolver esses mecanismos de sobrevivência sob estresse pode ser uma estratégia 

complexa, pois os compostos metálicos podem interagir de diversas maneiras com esses fungos. 
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Estudos prévios apontaram que Neurospora crassa apresentou uma taxa de reforço de 25 % de 

parede celular na presença de cádmio (BHANOORI; VENKATESWERLU, 2000). Ban et al., 

2012 mostraram que fungos depositam melanina na parede celular como resposta aos estresses 

causados por metais pesados no meio. Outras estratégias incluem o incremento da velocidade de 

crescimento, produção de enzimas e efluxo desses metais. Entretanto, a aclimatização ao estresse 

é realizada através de mecanismos intricados e diversos, inclusive envolvendo múltiplos 

caminhos fisiológicos e metabólicos complexos ainda pouco estudados (FAZLI et al. 2015; 

ZHAO; LI; SHEN, 2015; HOQUE; FRITSCHER, 2016).  

Estudos como esse revelam que áreas contaminadas por resíduos de compostos metálicos 

podem ser consideradas uma fonte natural preciosa de cepas fúngicas resistentes, que podem ser 

utilizadas de forma significativa como ferramentas de biorremediação (QAYYUM et al., 2016; 

GURURAJAN, PRASANNA, 2017; MOHAMMADIAN et al., 2017 ). O estudo da tolerância de 

fungos endofíticos é crucial para a descoberta de fungos com habilidades para sobreviver em 

concentrações extremamente altas de compostos metálicos; desse modo, esses fungos podem ser 

aplicáveis isoladamente para sistemas remediativos em ambientes contaminados por meio de 

processos de biossorção (BANO et al., 2018; GURURAJAN, BELUR, 2017; LI, ZHANG, 

SHENG, HUI, 2018) ou em associação com as plantas hospedeiras para melhorar a eficiência de 

processos de fitorremediação ou fitoestabilização de solos contaminados (KHAN et al., 2017). 

Isso implica que quanto mais rapidamente os fungos podem se adaptar e desenvolver suas 

colônias em ambientes poluídos, mais benéficos eles serão para os processos de biorremediação, 

o que representa uma solução ambiental econômica para a remoção de metais pesados do 

ambiente. 
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5. CONCLUSÕES 

 

Altas frequências e taxas de colonização foram observadas nas plantas amostradas, o que 

evidencia a existência de uma comunidade de fungos endofíticos resistente à contaminação por 

chumbo, zinco e mercúrio existente na área. Desse modo, as plantas desse ambiente contaminado 

apresentaram uma comunidade de fungos endofíticos particularmente tolerantes a estes metais. 

Os fungos endofíticos isolados dessas plantas exibem uma boa plasticidade para a adaptação em 

ambientes estressantes na presença de HgCl2, com um possível aumento na velocidade de 

crescimento quando expostos a elevadas concentrações do composto. Scytalidium lignicola e 

Trichoderma sp. apresentaram alta tolerância e crescimento elevado em meios contendo altas 

concentrações de HgCl2, indicando a possibilidade do uso desses fungos em trabalhos de 

biorremediação de ambientes contaminados. Ademais, este trabalho demonstra que os locais 

contaminados, como o Aterro da Ribeira podem consistir em uma ótima fonte de 

microrganismos para estudos de biorremediação, tendo em vista que a região atua selecionando 

os microrganismos tolerantes aos poluentes. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Esta é a primeira vez que uma pesquisa associa fungos endofíticos de regiões tropicais 

brasileiras a sua habilidade de tolerar metais pesados. A diversidade destes fungos endofíticos 

em plantas na área localizada às margens do Igarapé do Sabino, MA, foi avaliada e descrita 

(dados não apresentados). Os resultados preliminares estão em anexo e farão parte de outro 

manuscrito ainda em fase de elaboração, mas podem auxiliar na compreensão do artigo principal 

apresentado nesta dissertação. 

Levando em consideração a escassez de trabalhos desse tipo especialmente para o estado 

do Maranhão, conhecido pela sua riqueza de ambientes naturais e extensa biodiversidade, o 

ineditismo dos resultados aqui apresentados representam um início promissor de uma linha de 

pesquisa já bastante explorada em todo mundo: a prospecção e a utilização de microrganismos 

como agentes de biorremediação. 

Alguns dos isolados fúngicos utilizados neste trabalho, principalmente Scytalidium 

lignicola e Trichoderma sp., se apresentam como promissores agentes de biorremediação. Para 

que isso ocorra de fato, estudos complementares estão sendo planejados no sentido de se 

compreender as bases bioquímicas dessa tolerância, como por exemplo, tentando descobrir se há 

um aparato enzimático capaz de degradar os metais pesados ou se estes são bioacumulados pelos 

fungos. Além disso, estes fungos estão preservados em coleção e disponível aos pesquisadores 

das mais diversas áreas para estudos futuros, haja visto os resultados demonstrados até o 

momento. 

Apesar dos resultados serem ainda basais, muitos outros estudos podem ser planejados a 

partir dele. Uma linha de pesquisa pode investir em estudos capazes de compreender os 

mecanismos intrínsecos dessa relação planta/fungo e como a tolerância desses fungos ao metal 

influencia nesse sistema biológico. Outros estudos podem tentar elucidar ainda mais por métodos 

mais robustos a biodiversidade fúngica da região, ou mesmo testar esses fungos promissores 

apresentados aqui frente a outros xenobióticos. Num ponto de vista ainda mais aplicado, 

pesquisas poderiam tentar descobrir uma maneira viável de se utilizar estes microrganismos em 

áreas contaminadas. 
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ANEXO 1 

 

Planilhas de dados de crescimento micelial e gráficos de regressão para cada concentração de 

HgCl2 avaliadas. 
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ID TRATAMENTO REPETIÇÃO DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 5 DIA 6 DIA 7 DIA 8 DIA 9 DIA 10 IVCM

LS38 CT 1 9,5 15,5 21 24 27 30 33 35 39,5 44,5 3,5

LS38 CT 2 10,5 18 22,5 28 32,5 35,5 37,5 40,5 42,5 46 3,55

LS38 CT 3 10 20 22,5 29,5 36 40,5 44,5 49 51,5 54,5 4,45

MEDIA 10 17,83333 22 27,16667 31,83333 35,33333 38,33333 41,5 44,5 48,33333 3,833333

LS38 1 1 12 16,5 19,5 22,5 23,5 25,5 27,5 30 33 35 2,3

LS38 1 2 11,5 17,5 19,5 20,5 22 23,5 25 28,5 31,5 32,5 2,1

LS38 1 3 12 19,5 24,5 28 30,5 31 33 36 38,5 40 2,8

MEDIA 11,83333 17,83333 21,16667 23,66667 25,33333 26,66667 28,5 31,5 34,33333 35,83333 2,4

LS39 CT 1 10,5 15,5 19 22,5 25,5 28,5 33 37,5 41 45 3,45

LS39 CT 2 10 14 18 22,5 25 29,5 33,5 39 43 47 3,7

LS39 CT 3 10 14 17,5 21,5 24 27 31 35 37 40 3

MEDIA 10,16667 14,5 18,16667 22,16667 24,83333 28,33333 32,5 37,16667 40,33333 44 3,383333

LS39 1 1 8,5 22,5 27,5 33,5 42 49 55 62 70 77 6,85

LS39 1 2 10,5 17,5 22,5 29,5 37,5 44 49 55,5 64 70,5 6

LS39 1 3 10,5 12,5 16 20 25 29,5 33,5 37,5 43 47,5 3,7

MEDIA 9,833333 17,5 22 27,66667 34,83333 40,83333 45,83333 51,66667 59 65 5,516667

LS50 CT 1 26 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,9

LS50 CT 2 28,5 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,65

LS50 CT 3 28,5 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,65

MEDIA 27,66667 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,733333

LS50 1 1 42 85 85 85 85 85 85 85 85 85 4,3

LS50 1 2 38,5 85 85 85 85 85 85 85 85 85 4,65

LS50 1 3 40 85 85 85 85 85 85 85 85 85 4,5

MEDIA 40,16667 85 85 85 85 85 85 85 85 85 4,483333

LS49 CT 1 16 36,5 51,5 63 75 85 85 85 85 85 6,9

LS49 CT 2 19,5 39 54,5 66 80 85 85 85 85 85 6,55

LS49 CT 3 18 38,5 51 60 75 85 85 85 85 85 6,7

MEDIA 17,83333 38 52,33333 63 76,66667 85 85 85 85 85 6,716667

LS49 1 1 13 19 34 50,5 65 80 85 85 85 85 7,2

LS49 1 2 9 17,5 31 47 64 71 72 72,5 73,5 85 7,6

LS49 1 3 10,5 15,5 28 45 59 73 80 85 85 85 7,45

MEDIA 10,83333 17,33333 31 47,5 62,66667 74,66667 79 80,83333 81,16667 85 7,416667

LS10 CT 1 8 22 36 45,5 55 65 75 85 85 85 7,7

LS10 CT 2 7 21 36 45 55 65 76,5 85 85 85 7,8

LS10 CT 3 7 22 37 45 56 65 77 85 85 85 7,8

MEDIA 7,333333 21,66667 36,33333 45,16667 55,33333 65 76,16667 85 85 85 7,766667

LS10 1 1 9 21,5 42,5 60,5 80 85 85 85 85 85 7,6

LS10 1 2 9,5 25 45 61 75 85 85 85 85 85 7,55

LS10 1 3 9 25 43,5 63,5 80 85 85 85 85 85 7,6

MEDIA 9,166667 23,83333 43,66667 61,66667 78,33333 85 85 85 85 85 7,583333

LS53 CT 1 13 36 55 70 78 85 85 85 85 85 7,2

LS53 CT 2 13 37,5 56 70 78,5 85 85 85 85 85 7,2

LS53 CT 3 13 36,5 55 68,5 76,5 85 85 85 85 85 7,2

MEDIA 13 36,66667 55,33333 69,5 77,66667 85 85 85 85 85 7,2

LS53 1 1 19 42 54 63 70 73 80 82 84 85 6,6

LS53 1 2 20 43 63 78 85 85 85 85 85 85 6,5

LS53 1 3 19,5 43,5 67 85 85 85 85 85 85 85 6,55

MEDIA 19,5 42,83333 61,33333 75,33333 80 81 83,33333 84 84,66667 85 6,55

LS51 CT 1 10 27 43 55 69,5 85 85 85 85 85 7,5

LS51 CT 2 9 25,5 42 53 65 75,5 85 85 85 85 7,6

LS51 CT 3 9 26 42 55 68 85 85 85 85 85 7,6

MEDIA 9,333333 26,16667 42,33333 54,33333 67,5 81,83333 85 85 85 85 7,566667

LS51 1 1 15 33 54 78 85 85 85 85 85 85 7

LS51 1 2 15 33 52,5 60 63 64 65 67 69 77,5 6,25

LS51 1 3 15 33 52 66 80 85 85 85 85 85 7

MEDIA 15 33 52,83333 68 76 78 78,33333 79 79,66667 82,5 6,75

LS52 CT 1 12 29,5 44 54 65,5 75 85 85 85 85 7,3

LS52 CT 2 10 28 43 52 64 75 85 85 85 85 7,5

LS52 CT 3 9 27 42 51,5 63 76 85 85 85 85 7,6

MEDIA 10,33333 28,16667 43 52,5 64,16667 75,33333 85 85 85 85 7,466667

LS52 1 1 15,5 32 47,5 62 75 80 83 85 85 85 6,95

LS52 1 2 15,5 32 46 57 69 75 82 85 85 85 6,95

LS52 1 3 16 32,5 46,5 58 70 76 84 85 85 85 6,9

MEDIA 15,66667 32,16667 46,66667 59 71,33333 77 83 85 85 85 6,933333

LS42 CT 1 11 28,5 42,5 52,5 66 77 85 85 85 85 7,4

LS42 CT 2 11 28,5 42 51 61,5 71,5 85 85 85 85 7,4

LS42 CT 3 11 28 41,5 51,5 61,5 73 85 85 85 85 7,4

MEDIA 11 28,33333 42 51,66667 63 73,83333 85 85 85 85 7,4

LS42 1 1 17 32 48 62 77,5 82 85 85 85 85 6,8

LS42 1 2 16 32 50 68 82,5 85 85 85 85 85 6,9

LS42 1 3 16 34,5 51 65,5 75,5 85 85 85 85 85 6,9

MEDIA 16,33333 32,83333 49,66667 65,16667 78,5 84 85 85 85 85 6,866667

LS46 CT 1 31 80 85 85 85 85 85 85 85 85 5,4

LS46 CT 2 29,5 78,5 85 85 85 85 85 85 85 85 5,55

LS46 CT 3 29 75 85 85 85 85 85 85 85 85 5,6

MEDIA 29,83333 77,83333 85 85 85 85 85 85 85 85 5,516667

LS46 1 1 21,5 50 85 85 85 85 85 85 85 85 6,35

LS46 1 2 29,5 62,5 85 85 85 85 85 85 85 85 5,55

LS46 1 3 30 62 85 85 85 85 85 85 85 85 5,5

MEDIA 27 58,16667 85 85 85 85 85 85 85 85 5,8  
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ID TRATAMENTO REPETIÇÃO DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 5 DIA 6 DIA 7 DIA 8 DIA 9 DIA 10 IVCM

LS38 CT 1 9,5 15,5 21 24 27 30 33 35 39,5 44,5 3,5

LS38 CT 2 10,5 18 22,5 28 32,5 35,5 37,5 40,5 42,5 46 3,55

LS38 CT 3 10 20 22,5 29,5 36 40,5 44,5 49 51,5 54,5 4,45

MEDIA 10 17,83333 22 27,16667 31,83333 35,33333 38,33333 41,5 44,5 48,33333 3,833333

LS38 2 1 8,5 11 13,5 15 16 17,5 18 22 24 26,5 1,8

LS38 2 2 8 11,5 14 17,5 19,5 22 23,5 26,5 30,5 33 2,5

LS38 2 3 8,5 10,5 14 16 18,5 21,5 26,5 27 31 34 2,55

MEDIA 8,333333 11 13,83333 16,16667 18 20,33333 22,66667 25,16667 28,5 31,16667 2,283333

LS39 CT 1 10,5 15,5 19 22,5 25,5 28,5 33 37,5 41 45 3,45

LS39 CT 2 10 14 18 22,5 25 29,5 33,5 39 43 47 3,7

LS39 CT 3 10 14 17,5 21,5 24 27 31 35 37 40 3

MEDIA 10,16667 14,5 18,16667 22,16667 24,83333 28,33333 32,5 37,16667 40,33333 44 3,383333

LS39 2 1 8,5 11 13 16 20 22 26 29 35,5 38,5 3

LS39 2 2 9 12 15 18 20 22 26 30 35,5 39 3

LS39 2 3 9 11 14 19,5 20,5 22,5 26,5 32 37 42 3,3

MEDIA 8,833333 11,33333 14 17,83333 20,16667 22,16667 26,16667 30,33333 36 39,83333 3,1

LS50 CT 1 26 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,9

LS50 CT 2 28,5 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,65

LS50 CT 3 28,5 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,65

MEDIA 27,66667 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,733333

LS50 2 1 20 47 72,5 78,5 85 85 85 85 85 85 6,5

LS50 2 2 19 45 70 77,5 85 85 85 85 85 85 6,6

LS50 2 3 20 43 66,5 77 85 85 85 85 85 85 6,5

MEDIA 19,66667 45 69,66667 77,66667 85 85 85 85 85 85 6,533333

LS49 CT 1 16 36,5 51,5 63 75 85 85 85 85 85 6,9

LS49 CT 2 19,5 39 54,5 66 80 85 85 85 85 85 6,55

LS49 CT 3 18 38,5 51 60 75 85 85 85 85 85 6,7

MEDIA 17,83333 38 52,33333 63 76,66667 85 85 85 85 85 6,716667

LS49 2 1 10 13 15,5 19,5 25 32 35,5 42 48 53,5 4,35

LS49 2 2 10,5 12,5 15 21 25 30 35 39,5 40 45 3,45

LS49 2 3 11,5 13 17,5 24,5 30 36,5 41,5 53 62,5 70,5 5,9

MEDIA 10,66667 12,83333 16 21,66667 26,66667 32,83333 37,33333 44,83333 50,16667 56,33333 4,566667

LS10 CT 1 8 22 36 45,5 55 65 75 85 85 85 7,7

LS10 CT 2 7 21 36 45 55 65 76,5 85 85 85 7,8

LS10 CT 3 7 22 37 45 56 65 77 85 85 85 7,8

MEDIA 7,333333 21,66667 36,33333 45,16667 55,33333 65 76,16667 85 85 85 7,766667

LS10 2 1 8,5 16 31 60 65 80 85 85 85 85 7,65

LS10 2 2 8 17 31 47 58 65 81,5 85 85 85 7,7

LS10 2 3 8 21 36 45 75 76 85 85 85 85 7,7

MEDIA 8,166667 18 32,66667 50,66667 66 73,66667 83,83333 85 85 85 7,683333

LS53 CT 1 13 36 55 70 78 85 85 85 85 85 7,2

LS53 CT 2 13 37,5 56 70 78,5 85 85 85 85 85 7,2

LS53 CT 3 13 36,5 55 68,5 76,5 85 85 85 85 85 7,2

MEDIA 13 36,66667 55,33333 69,5 77,66667 85 85 85 85 85 7,2

LS53 2 1 17 39 60 79 85 85 85 85 85 85 6,8

LS53 2 2 17 38 60 78 85 85 85 85 85 85 6,8

LS53 2 3 14 38,5 52 74 85 85 85 85 85 85 7,1

MEDIA 16 38,5 57,33333 77 85 85 85 85 85 85 6,9

LS51 CT 1 10 27 43 55 69,5 85 85 85 85 85 7,5

LS51 CT 2 9 25,5 42 53 65 75,5 85 85 85 85 7,6

LS51 CT 3 9 26 42 55 68 85 85 85 85 85 7,6

MEDIA 9,333333 26,16667 42,33333 54,33333 67,5 81,83333 85 85 85 85 7,566667

LS51 2 1 5 22 40 59,5 61 66 75 85 85 85 8

LS51 2 2 8 26,5 43,5 72 80 85 85 85 85 85 7,7

LS51 2 3 4 20,5 38 75 80 85 85 85 85 85 8,1

MEDIA 5,666667 23 40,5 68,83333 73,66667 78,66667 81,66667 85 85 85 7,933333

LS52 CT 1 12 29,5 44 54 65,5 75 85 85 85 85 7,3

LS52 CT 2 10 28 43 52 64 75 85 85 85 85 7,5

LS52 CT 3 9 27 42 51,5 63 76 85 85 85 85 7,6

MEDIA 10,33333 28,16667 43 52,5 64,16667 75,33333 85 85 85 85 7,466667

LS52 2 1 7 23,5 35 39 47 50,5 54,5 61 66,5 70 6,3

LS52 2 2 9,5 25,5 37 45 51 53 56 63 65 75 6,55

LS52 2 3 6,5 23 35 44,5 50 54 59 65,5 71,5 75 6,85

MEDIA 7,666667 24 35,66667 42,83333 49,33333 52,5 56,5 63,16667 67,66667 73,33333 6,566667

LS42 CT 1 11 28,5 42,5 52,5 66 77 85 85 85 85 7,4

LS42 CT 2 11 28,5 42 51 61,5 71,5 85 85 85 85 7,4

LS42 CT 3 11 28 41,5 51,5 61,5 73 85 85 85 85 7,4

MEDIA 11 28,33333 42 51,66667 63 73,83333 85 85 85 85 7,4

LS42 2 1 13 30 46 67,5 72,5 77,5 85 85 85 85 7,2

LS42 2 2 12,5 31 44 66 70 75 78 85 85 85 7,25

LS42 2 3 12 30 44 48 55 70 76 85 85 85 7,3

MEDIA 12,5 30,33333 44,66667 60,5 65,83333 74,16667 79,66667 85 85 85 7,25

LS46 CT 1 31 80 85 85 85 85 85 85 85 85 5,4

LS46 CT 2 29,5 78,5 85 85 85 85 85 85 85 85 5,55

LS46 CT 3 29 75 85 85 85 85 85 85 85 85 5,6

MEDIA 29,83333 77,83333 85 85 85 85 85 85 85 85 5,516667

LS46 2 1 21 51 81 82 85 85 85 85 85 85 6,4

LS46 2 2 20 50 74 81 85 85 85 85 85 85 6,5

LS46 2 3 19 46,5 77,5 83,5 85 85 85 85 85 85 6,6

MEDIA 20 49,16667 77,5 82,16667 85 85 85 85 85 85 6,5  
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ID TRATAMENTO REPETIÇÃO DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 5 DIA 6 DIA 7 DIA 8 DIA 9 DIA 10 IVCM

LS38 CT 1 9,5 15,5 21 24 27 30 33 35 39,5 44,5 3,5

LS38 CT 2 10,5 18 22,5 28 32,5 35,5 37,5 40,5 42,5 46 3,55

LS38 CT 3 10 20 22,5 29,5 36 40,5 44,5 49 51,5 54,5 4,45

MEDIA 10 17,83333 22 27,16667 31,83333 35,33333 38,33333 41,5 44,5 48,33333 3,833333

LS38 3 1 8 12,5 15,5 16,5 20 22 25 28,5 32,5 34,5 2,65

LS38 3 2 9 13,5 15 17 20 22 25,5 28 31 34 2,5

LS38 3 3 8,5 12,5 15 16 18,5 20,5 24,5 27 29,5 33 2,45

MEDIA 8,5 12,83333 15,16667 16,5 19,5 21,5 25 27,83333 31 33,83333 2,533333

LS39 CT 1 10,5 15,5 19 22,5 25,5 28,5 33 37,5 41 45 3,45

LS39 CT 2 10 14 18 22,5 25 29,5 33,5 39 43 47 3,7

LS39 CT 3 10 14 17,5 21,5 24 27 31 35 37 40 3

MEDIA 10,16667 14,5 18,16667 22,16667 24,83333 28,33333 32,5 37,16667 40,33333 44 3,383333

LS39 3 1 6,5 10,5 11,5 12 15 18 19 21 24 25,5 1,9

LS39 3 2 7,5 9,5 12 13 14,5 16 18,5 22 25 28 2,05

LS39 3 3 7 10 11 12 14,5 15,5 20 22,5 27 32 2,5

MEDIA 7 10 11,5 12,33333 14,66667 16,5 19,16667 21,83333 25,33333 28,5 2,15

LS50 CT 1 26 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,9

LS50 CT 2 28,5 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,65

LS50 CT 3 28,5 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,65

MEDIA 27,66667 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,733333

LS50 3 1 30 58 81,5 85 85 85 85 85 85 85 5,5

LS50 3 2 31 57,5 77,5 85 85 85 85 85 85 85 5,4

LS50 3 3 30 55,5 80 85 85 85 85 85 85 85 5,5

MEDIA 30,33333 57 79,66667 85 85 85 85 85 85 85 5,466667

LS49 CT 1 16 36,5 51,5 63 75 85 85 85 85 85 6,9

LS49 CT 2 19,5 39 54,5 66 80 85 85 85 85 85 6,55

LS49 CT 3 18 38,5 51 60 75 85 85 85 85 85 6,7

MEDIA 17,83333 38 52,33333 63 76,66667 85 85 85 85 85 6,716667

LS49 3 1 7 13,5 19 23 29,5 33,5 37,5 41,5 47,5 50,5 4,35

LS49 3 2 7 13 18,5 22,5 27 30,5 36 40,5 44,5 48,5 4,15

LS49 3 3 7 14,5 21 26,5 32,5 36,5 45 52,5 60 67 6

MEDIA 7 13,66667 19,5 24 29,66667 33,5 39,5 44,83333 50,66667 55,33333 4,833333

LS10 CT 1 8 22 36 45,5 55 65 75 85 85 85 7,7

LS10 CT 2 7 21 36 45 55 65 76,5 85 85 85 7,8

LS10 CT 3 7 22 37 45 56 65 77 85 85 85 7,8

MEDIA 7,333333 21,66667 36,33333 45,16667 55,33333 65 76,16667 85 85 85 7,766667

LS10 3 1 6 17 33 47 55 63 65 60,5 61,5 85 7,9

LS10 3 2 6 14 29,5 40 53 61 75 85 85 85 7,9

LS10 3 3 6 18,5 34,5 44 58,5 66,5 78 85 85 85 7,9

MEDIA 6 16,5 32,33333 43,66667 55,5 63,5 72,66667 76,83333 77,16667 85 7,9

LS53 CT 1 13 36 55 70 78 85 85 85 85 85 7,2

LS53 CT 2 13 37,5 56 70 78,5 85 85 85 85 85 7,2

LS53 CT 3 13 36,5 55 68,5 76,5 85 85 85 85 85 7,2

MEDIA 13 36,66667 55,33333 69,5 77,66667 85 85 85 85 85 7,2

LS53 3 1 15 40 60 74 85 85 85 85 85 85 7

LS53 3 2 16 38,5 63,5 76 85 85 85 85 85 85 6,9

LS53 3 3 15 37 64,5 78 85 85 85 85 85 85 7

MEDIA 15,33333 38,5 62,66667 76 85 85 85 85 85 85 6,966667

LS51 CT 1 10 27 43 55 69,5 85 85 85 85 85 7,5

LS51 CT 2 9 25,5 42 53 65 75,5 85 85 85 85 7,6

LS51 CT 3 9 26 42 55 68 85 85 85 85 85 7,6

MEDIA 9,333333 26,16667 42,33333 54,33333 67,5 81,83333 85 85 85 85 7,566667

LS51 3 1 11 25 39 46 55,5 62,5 66 75 85 85 7,4

LS51 3 2 10 27,5 41,5 49 57,5 63 65,5 69 85 85 7,5

LS51 3 3 10 24 38,5 47 56,5 61 64 70,5 85 85 7,5

MEDIA 10,33333 25,5 39,66667 47,33333 56,5 62,16667 65,16667 71,5 85 85 7,466667

LS52 CT 1 12 29,5 44 54 65,5 75 85 85 85 85 7,3

LS52 CT 2 10 28 43 52 64 75 85 85 85 85 7,5

LS52 CT 3 9 27 42 51,5 63 76 85 85 85 85 7,6

MEDIA 10,33333 28,16667 43 52,5 64,16667 75,33333 85 85 85 85 7,466667

LS52 3 1 10 23,5 35 41,5 46 49,5 52 56,5 59 63,5 5,35

LS52 3 2 10 24 35 41 47 52 60 77 80 80 7

LS52 3 3 10,5 24 35 41 45 50 51,5 55 58 60,5 5

MEDIA 10,16667 23,83333 35 41,16667 46 50,5 54,5 62,83333 65,66667 68 5,783333

LS42 CT 1 11 28,5 42,5 52,5 66 77 85 85 85 85 7,4

LS42 CT 2 11 28,5 42 51 61,5 71,5 85 85 85 85 7,4

LS42 CT 3 11 28 41,5 51,5 61,5 73 85 85 85 85 7,4

MEDIA 11 28,33333 42 51,66667 63 73,83333 85 85 85 85 7,4

LS42 3 1 10 26 42 51 60,5 67 68,5 71 85 85 7,5

LS42 3 2 10,5 26 42 53 63,5 71 78 85 85 85 7,45

LS42 3 3 12 26,5 42 53 64 72 75,5 82,5 85 85 7,3

MEDIA 10,83333 26,16667 42 52,33333 62,66667 70 74 79,5 85 85 7,416667

LS46 CT 1 31 80 85 85 85 85 85 85 85 85 5,4

LS46 CT 2 29,5 78,5 85 85 85 85 85 85 85 85 5,55

LS46 CT 3 29 75 85 85 85 85 85 85 85 85 5,6

MEDIA 29,83333 77,83333 85 85 85 85 85 85 85 85 5,516667

LS46 3 1 23 45,5 69 85 85 85 85 85 85 85 6,2

LS46 3 2 23 47,5 75 85 85 85 85 85 85 85 6,2

LS46 3 3 24,5 50 75 85 85 85 85 85 85 85 6,05

MEDIA 23,5 47,66667 73 85 85 85 85 85 85 85 6,15  
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ID TRATAMENTO REPETIÇÃO DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 5 DIA 6 DIA 7 DIA 8 DIA 9 DIA 10 IVCM

LS38 CT 1 9,5 15,5 21 24 27 30 33 35 39,5 44,5 3,5

LS38 CT 2 10,5 18 22,5 28 32,5 35,5 37,5 40,5 42,5 46 3,55

LS38 CT 3 10 20 22,5 29,5 36 40,5 44,5 49 51,5 54,5 4,45

MEDIA 10 17,83333 22 27,16667 31,83333 35,33333 38,33333 41,5 44,5 48,33333 3,833333

LS38 4 1 8,5 11 12,5 16 20 22 25 29 31 34 2,55

LS38 4 2 8,5 10 12 15 18 20 22 24,5 27 30 2,15

LS38 4 3 7 8,5 9 11 14 14 16 19 21 24 1,7

MEDIA 8 9,833333 11,16667 14 17,33333 18,66667 21 24,16667 26,33333 29,33333 2,133333

LS39 CT 1 10,5 15,5 19 22,5 25,5 28,5 33 37,5 41 45 3,45

LS39 CT 2 10 14 18 22,5 25 29,5 33,5 39 43 47 3,7

LS39 CT 3 10 14 17,5 21,5 24 27 31 35 37 40 3

MEDIA 10,16667 14,5 18,16667 22,16667 24,83333 28,33333 32,5 37,16667 40,33333 44 3,383333

LS39 4 1 9,5 11 12 13,5 16 17,5 19 21,5 24,5 27,5 1,8

LS39 4 2 9 10 11 12,5 15,5 16,5 19 22,5 24,5 27,5 1,85

LS39 4 3 10 11,5 12 14 16 17 18,5 20,5 23 26 1,6

MEDIA 9,5 10,83333 11,66667 13,33333 15,83333 17 18,83333 21,5 24 27 1,75

LS50 CT 1 26 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,9

LS50 CT 2 28,5 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,65

LS50 CT 3 28,5 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,65

MEDIA 27,66667 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,733333

LS50 4 1 20 43,5 67,5 85 85 85 85 85 85 85 6,5

LS50 4 2 20 53,5 75 85 85 85 85 85 85 85 6,5

LS50 4 3 13 41 67,5 85 85 85 85 85 85 85 7,2

MEDIA 17,66667 46 70 85 85 85 85 85 85 85 6,733333

LS49 CT 1 16 36,5 51,5 63 75 85 85 85 85 85 6,9

LS49 CT 2 19,5 39 54,5 66 80 85 85 85 85 85 6,55

LS49 CT 3 18 38,5 51 60 75 85 85 85 85 85 6,7

MEDIA 17,83333 38 52,33333 63 76,66667 85 85 85 85 85 6,716667

LS49 4 1 9,5 11,5 14 18 23 26,5 30,5 34 36,5 39,5 3

LS49 4 2 7 10 13 18 25 30 34 37 42 45 3,8

LS49 4 3 9,5 10,5 13 16,5 23 25,5 28,5 31,5 35,5 38,5 2,9

MEDIA 8,666667 10,66667 13,33333 17,5 23,66667 27,33333 31 34,16667 38 41 3,233333

LS10 CT 1 8 22 36 45,5 55 65 75 85 85 85 7,7

LS10 CT 2 7 21 36 45 55 65 76,5 85 85 85 7,8

LS10 CT 3 7 22 37 45 56 65 77 85 85 85 7,8

MEDIA 7,333333 21,66667 36,33333 45,16667 55,33333 65 76,16667 85 85 85 7,766667

LS10 4 1 0 15 29 38 50 61 75 85 85 85 8,5

LS10 4 2 0 8,5 19 28,5 41,5 53 68,5 85 85 85 8,5

LS10 4 3 0 14 25,5 35 47,5 59,5 74 85 85 85 8,5

MEDIA 0 12,5 24,5 33,83333 46,33333 57,83333 72,5 85 85 85 8,5

LS53 CT 1 13 36 55 70 78 85 85 85 85 85 7,2

LS53 CT 2 13 37,5 56 70 78,5 85 85 85 85 85 7,2

LS53 CT 3 13 36,5 55 68,5 76,5 85 85 85 85 85 7,2

MEDIA 13 36,66667 55,33333 69,5 77,66667 85 85 85 85 85 7,2

LS53 4 1 10 40 62 75 85 85 85 85 85 85 7,5

LS53 4 2 8,5 23,5 41,5 45 50 54 57,5 65 72,5 77,5 6,9

LS53 4 3 8 18,5 39,5 52 63 70,5 75 77 85 85 7,7

MEDIA 8,833333 27,33333 47,66667 57,33333 66 69,83333 72,5 75,66667 80,83333 82,5 7,366667

LS51 CT 1 10 27 43 55 69,5 85 85 85 85 85 7,5

LS51 CT 2 9 25,5 42 53 65 75,5 85 85 85 85 7,6

LS51 CT 3 9 26 42 55 68 85 85 85 85 85 7,6

MEDIA 9,333333 26,16667 42,33333 54,33333 67,5 81,83333 85 85 85 85 7,566667

LS51 4 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS51 4 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS51 4 3 0 0 0 0 10 20 32 42 43,5 45 4,5

MEDIA 0 0 0 0 3,333333 6,666667 10,66667 14 14,5 15 1,5

LS52 CT 1 12 29,5 44 54 65,5 75 85 85 85 85 7,3

LS52 CT 2 10 28 43 52 64 75 85 85 85 85 7,5

LS52 CT 3 9 27 42 51,5 63 76 85 85 85 85 7,6

MEDIA 10,33333 28,16667 43 52,5 64,16667 75,33333 85 85 85 85 7,466667

LS52 4 1 7 17 25 30,5 35 40 44 48 52 56 4,9

LS52 4 2 9 27 37 43 49 54 62 69 72,5 77 6,8

LS52 4 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MEDIA 5,333333 14,66667 20,66667 24,5 28 31,33333 35,33333 39 41,5 44,33333 3,9

LS42 CT 1 11 28,5 42,5 52,5 66 77 85 85 85 85 7,4

LS42 CT 2 11 28,5 42 51 61,5 71,5 85 85 85 85 7,4

LS42 CT 3 11 28 41,5 51,5 61,5 73 85 85 85 85 7,4

MEDIA 11 28,33333 42 51,66667 63 73,83333 85 85 85 85 7,4

LS42 4 1 0 12 26 36 45,5 55 73 76 78,5 81,5 8,15

LS42 4 2 0 20,5 32,5 43 51,5 60 69,5 78,5 80 83 8,3

LS42 4 3 0 20 33,5 42 48 53 60 70 75 78 7,8

MEDIA 0 17,5 30,66667 40,33333 48,33333 56 67,5 74,83333 77,83333 80,83333 8,083333

LS46 CT 1 31 80 85 85 85 85 85 85 85 85 5,4

LS46 CT 2 29,5 78,5 85 85 85 85 85 85 85 85 5,55

LS46 CT 3 29 75 85 85 85 85 85 85 85 85 5,6

MEDIA 29,83333 77,83333 85 85 85 85 85 85 85 85 5,516667

LS46 4 1 25 55 75 85 85 85 85 85 85 85 6

LS46 4 2 24 55,5 75 85 85 85 85 85 85 85 6,1

LS46 4 3 29,5 72,5 72,5 85 85 85 85 85 85 85 5,55

MEDIA 26,16667 61 74,16667 85 85 85 85 85 85 85 5,883333  
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ID TRATAMENTO REPETIÇÃO DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 5 DIA 6 DIA 7 DIA 8 DIA 9 DIA 10 IVCM

LS38 CT 1 9,5 15,5 21 24 27 30 33 35 39,5 44,5 3,5

LS38 CT 2 10,5 18 22,5 28 32,5 35,5 37,5 40,5 42,5 46 3,55

LS38 CT 3 10 20 22,5 29,5 36 40,5 44,5 49 51,5 54,5 4,45

MEDIA 10 17,83333 22 27,16667 31,83333 35,33333 38,33333 41,5 44,5 48,33333 3,833333

LS38 5 1 8 10 11 13 16 16 17,5 20,5 23,5 26,5 1,85

LS38 5 2 8 9 10 12 15 16 17,5 20,5 23,5 26,5 1,85

LS38 5 3 8,5 10 11 13 16 17 20 23 25 28 1,95

MEDIA 8,166667 9,666667 10,66667 12,66667 15,66667 16,33333 18,33333 21,33333 24 27 1,883333

LS39 CT 1 10,5 15,5 19 22,5 25,5 28,5 33 37,5 41 45 3,45

LS39 CT 2 10 14 18 22,5 25 29,5 33,5 39 43 47 3,7

LS39 CT 3 10 14 17,5 21,5 24 27 31 35 37 40 3

MEDIA 10,16667 14,5 18,16667 22,16667 24,83333 28,33333 32,5 37,16667 40,33333 44 3,383333

LS39 5 1 8,5 12,5 13,5 15,5 16 17 19,5 21,5 22,5 24 1,55

LS39 5 2 8,5 10,5 11,5 13 15 15 16,5 19 19,5 20,5 1,2

LS39 5 3 9 11 12 15 16 17,5 19 20,5 21,5 22 1,3

MEDIA 8,666667 11,33333 12,33333 14,5 15,66667 16,5 18,33333 20,33333 21,16667 22,16667 1,35

LS50 CT 1 26 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,9

LS50 CT 2 28,5 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,65

LS50 CT 3 28,5 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,65

MEDIA 27,66667 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,733333

LS50 5 1 17,5 35 55 63,5 85 85 85 85 85 85 6,75

LS50 5 2 21 46 72,5 75,5 85 85 85 85 85 85 6,4

LS50 5 3 15,5 35,5 60 75 85 85 85 85 85 85 6,95

MEDIA 18 38,83333 62,5 71,33333 85 85 85 85 85 85 6,7

LS49 CT 1 16 36,5 51,5 63 75 85 85 85 85 85 6,9

LS49 CT 2 19,5 39 54,5 66 80 85 85 85 85 85 6,55

LS49 CT 3 18 38,5 51 60 75 85 85 85 85 85 6,7

MEDIA 17,83333 38 52,33333 63 76,66667 85 85 85 85 85 6,716667

LS49 5 1 9,5 11 18 25,5 34 40 47,5 55,5 63 72 6,25

LS49 5 2 8,5 10,5 15 23,5 31,5 38 45,5 54 60 72 6,35

LS49 5 3 9 10 15 23 31,5 37 41,5 47,5 51,5 57,5 4,85

MEDIA 9 10,5 16 24 32,33333 38,33333 44,83333 52,33333 58,16667 67,16667 5,816667

LS10 CT 1 8 22 36 45,5 55 65 75 85 85 85 7,7

LS10 CT 2 7 21 36 45 55 65 76,5 85 85 85 7,8

LS10 CT 3 7 22 37 45 56 65 77 85 85 85 7,8

MEDIA 7,333333 21,66667 36,33333 45,16667 55,33333 65 76,16667 85 85 85 7,766667

LS10 5 1 0 0 23 30,5 42 53 68 85 85 85 8,5

LS10 5 2 0 0 13 21 32 44,5 58 75 85 85 8,5

LS10 5 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MEDIA 0 0 12 17,16667 24,66667 32,5 42 53,33333 56,66667 56,66667 5,666667

LS53 CT 1 13 36 55 70 78 85 85 85 85 85 7,2

LS53 CT 2 13 37,5 56 70 78,5 85 85 85 85 85 7,2

LS53 CT 3 13 36,5 55 68,5 76,5 85 85 85 85 85 7,2

MEDIA 13 36,66667 55,33333 69,5 77,66667 85 85 85 85 85 7,2

LS53 5 1 7 31,5 49 60 70 75 77 85 85 85 7,8

LS53 5 2 0 22,5 41,5 53,5 65,5 73,5 80 85 85 85 8,5

LS53 5 3 7 31 50 62 72 75,5 80 85 85 85 7,8

MEDIA 4,666667 28,33333 46,83333 58,5 69,16667 74,66667 79 85 85 85 8,033333

LS51 CT 1 10 27 43 55 69,5 85 85 85 85 85 7,5

LS51 CT 2 9 25,5 42 53 65 75,5 85 85 85 85 7,6

LS51 CT 3 9 26 42 55 68 85 85 85 85 85 7,6

MEDIA 9,333333 26,16667 42,33333 54,33333 67,5 81,83333 85 85 85 85 7,566667

LS51 5 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS51 5 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS51 5 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MEDIA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS52 CT 1 12 29,5 44 54 65,5 75 85 85 85 85 7,3

LS52 CT 2 10 28 43 52 64 75 85 85 85 85 7,5

LS52 CT 3 9 27 42 51,5 63 76 85 85 85 85 7,6

MEDIA 10,33333 28,16667 43 52,5 64,16667 75,33333 85 85 85 85 7,466667

LS52 5 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS52 5 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS52 5 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MEDIA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS42 CT 1 11 28,5 42,5 52,5 66 77 85 85 85 85 7,4

LS42 CT 2 11 28,5 42 51 61,5 71,5 85 85 85 85 7,4

LS42 CT 3 11 28 41,5 51,5 61,5 73 85 85 85 85 7,4

MEDIA 11 28,33333 42 51,66667 63 73,83333 85 85 85 85 7,4

LS42 5 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS42 5 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS42 5 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MEDIA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS46 CT 1 31 80 85 85 85 85 85 85 85 85 5,4

LS46 CT 2 29,5 78,5 85 85 85 85 85 85 85 85 5,55

LS46 CT 3 29 75 85 85 85 85 85 85 85 85 5,6

MEDIA 29,83333 77,83333 85 85 85 85 85 85 85 85 5,516667

LS46 5 1 21 48,5 63,5 71 85 85 85 85 85 85 6,4

LS46 5 2 20 47 70,5 85 85 85 85 85 85 85 6,5

LS46 5 3 21 48 65 72 75 75 85 85 85 85 6,4

MEDIA 20,66667 47,83333 66,33333 76 81,66667 81,66667 85 85 85 85 6,433333  
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ID TRATAMENTO REPETIÇÃO DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 5 DIA 6 DIA 7 DIA 8 DIA 9 DIA 10 IVCM

LS38 CT 1 9,5 15,5 21 24 27 30 33 35 39,5 44,5 3,5

LS38 CT 2 10,5 18 22,5 28 32,5 35,5 37,5 40,5 42,5 46 3,55

LS38 CT 3 10 20 22,5 29,5 36 40,5 44,5 49 51,5 54,5 4,45

MEDIA 10 17,83333 22 27,16667 31,83333 35,33333 38,33333 41,5 44,5 48,33333 3,833333

LS38 6 1 8,5 10 10,5 13 15,5 16,5 19 22,5 24,5 26,5 1,8

LS38 6 2 7,5 9 10 12,5 15 15,5 17,5 21 23,5 26 1,85

LS38 6 3 8,5 10 10,5 12,5 15 15,5 17,5 20 22 24,5 1,6

MEDIA 8,166667 9,666667 10,33333 12,66667 15,16667 15,83333 18 21,16667 23,33333 25,66667 1,75

LS39 CT 1 10,5 15,5 19 22,5 25,5 28,5 33 37,5 41 45 3,45

LS39 CT 2 10 14 18 22,5 25 29,5 33,5 39 43 47 3,7

LS39 CT 3 10 14 17,5 21,5 24 27 31 35 37 40 3

MEDIA 10,16667 14,5 18,16667 22,16667 24,83333 28,33333 32,5 37,16667 40,33333 44 3,383333

LS39 6 1 8,5 10,5 11 13 15 16 17 19 20,5 22 1,35

LS39 6 2 8 10 10 12 13 14 15 17 17,5 18,5 1,05

LS39 6 3 8 10 11 13 14,5 15,5 17 18,5 19,5 21 1,3

MEDIA 8,166667 10,16667 10,66667 12,66667 14,16667 15,16667 16,33333 18,16667 19,16667 20,5 1,233333

LS50 CT 1 26 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,9

LS50 CT 2 28,5 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,65

LS50 CT 3 28,5 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,65

MEDIA 27,66667 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,733333

LS50 6 1 14 34 56 75 85 85 85 85 85 85 7,1

LS50 6 2 15,5 37,5 60 75 85 85 85 85 85 85 6,95

LS50 6 3 16 40 60 75 85 85 85 85 85 85 6,9

MEDIA 15,16667 37,16667 58,66667 75 85 85 85 85 85 85 6,983333

LS49 CT 1 16 36,5 51,5 63 75 85 85 85 85 85 6,9

LS49 CT 2 19,5 39 54,5 66 80 85 85 85 85 85 6,55

LS49 CT 3 18 38,5 51 60 75 85 85 85 85 85 6,7

MEDIA 17,83333 38 52,33333 63 76,66667 85 85 85 85 85 6,716667

LS49 6 1 8 10,5 13,5 18 22,5 25 28 30 33 35,5 2,75

LS49 6 2 8,5 10 11,5 16 20,5 23 25,5 28 28 32,5 2,4

LS49 6 3 8,5 10,5 14 19 25,5 29 27 35 39,5 42,5 3,4

MEDIA 8,333333 10,33333 13 17,66667 22,83333 25,66667 26,83333 31 33,5 36,83333 2,85

LS10 CT 1 8 22 36 45,5 55 65 75 85 85 85 7,7

LS10 CT 2 7 21 36 45 55 65 76,5 85 85 85 7,8

LS10 CT 3 7 22 37 45 56 65 77 85 85 85 7,8

MEDIA 7,333333 21,66667 36,33333 45,16667 55,33333 65 76,16667 85 85 85 7,766667

LS10 6 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS10 6 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS10 6 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MEDIA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS53 CT 1 13 36 55 70 78 85 85 85 85 85 7,2

LS53 CT 2 13 37,5 56 70 78,5 85 85 85 85 85 7,2

LS53 CT 3 13 36,5 55 68,5 76,5 85 85 85 85 85 7,2

MEDIA 13 36,66667 55,33333 69,5 77,66667 85 85 85 85 85 7,2

LS53 6 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS53 6 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS53 6 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MEDIA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS51 CT 1 10 27 43 55 69,5 85 85 85 85 85 7,5

LS51 CT 2 9 25,5 42 53 65 75,5 85 85 85 85 7,6

LS51 CT 3 9 26 42 55 68 85 85 85 85 85 7,6

MEDIA 9,333333 26,16667 42,33333 54,33333 67,5 81,83333 85 85 85 85 7,566667

LS51 6 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS51 6 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS51 6 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MEDIA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS52 CT 1 12 29,5 44 54 65,5 75 85 85 85 85 7,3

LS52 CT 2 10 28 43 52 64 75 85 85 85 85 7,5

LS52 CT 3 9 27 42 51,5 63 76 85 85 85 85 7,6

MEDIA 10,33333 28,16667 43 52,5 64,16667 75,33333 85 85 85 85 7,466667

LS52 6 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS52 6 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS52 6 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MEDIA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS42 CT 1 11 28,5 42,5 52,5 66 77 85 85 85 85 7,4

LS42 CT 2 11 28,5 42 51 61,5 71,5 85 85 85 85 7,4

LS42 CT 3 11 28 41,5 51,5 61,5 73 85 85 85 85 7,4

MEDIA 11 28,33333 42 51,66667 63 73,83333 85 85 85 85 7,4

LS42 6 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS42 6 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS42 6 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MEDIA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS46 CT 1 31 80 85 85 85 85 85 85 85 85 5,4

LS46 CT 2 29,5 78,5 85 85 85 85 85 85 85 85 5,55

LS46 CT 3 29 75 85 85 85 85 85 85 85 85 5,6

MEDIA 29,83333 77,83333 85 85 85 85 85 85 85 85 5,516667

LS46 6 1 21 50,5 75 85 85 85 85 85 85 85 6,4

LS46 6 2 19,5 46 70 85 85 85 85 85 85 85 6,55

LS46 6 3 22 49 59,5 65,5 70 70 71,5 85 85 85 6,3

MEDIA 20,83333 48,5 68,16667 78,5 80 80 80,5 85 85 85 6,416667  
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ID TRATAMENTO REPETIÇÃO DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 5 DIA 6 DIA 7 DIA 8 DIA 9 DIA 10 IVCM

LS38 CT 1 9,5 15,5 21 24 27 30 33 35 39,5 44,5 3,5

LS38 CT 2 10,5 18 22,5 28 32,5 35,5 37,5 40,5 42,5 46 3,55

LS38 CT 3 10 20 22,5 29,5 36 40,5 44,5 49 51,5 54,5 4,45

MEDIA 10 17,83333 22 27,16667 31,83333 35,33333 38,33333 41,5 44,5 48,33333 3,833333

LS38 7 1 8,5 10 10 12,5 14,5 15 17 20 21,5 24 1,55

LS38 7 2 8 9 10 12,5 15 16 17,5 20 22,5 24,5 1,65

LS38 7 3 8 8,5 10 13 15 15 17 20 22 24,5 1,65

MEDIA 8,166667 9,166667 10 12,66667 14,83333 15,33333 17,16667 20 22 24,33333 1,616667

LS39 CT 1 10,5 15,5 19 22,5 25,5 28,5 33 37,5 41 45 3,45

LS39 CT 2 10 14 18 22,5 25 29,5 33,5 39 43 47 3,7

LS39 CT 3 10 14 17,5 21,5 24 27 31 35 37 40 3

MEDIA 10,16667 14,5 18,16667 22,16667 24,83333 28,33333 32,5 37,16667 40,33333 44 3,383333

LS39 7 1 8 10,5 11 13 15,5 16,5 20 22 23,5 25,5 1,75

LS39 7 2 8,5 10,5 11 13,5 14,5 16 18,5 20 22 24,5 1,6

LS39 7 3 8,5 10,5 11 14 15 16 17 19 20 22 1,35

MEDIA 8,333333 10,5 11 13,5 15 16,16667 18,5 20,33333 21,83333 24 1,566667

LS50 CT 1 26 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,9

LS50 CT 2 28,5 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,65

LS50 CT 3 28,5 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,65

MEDIA 27,66667 85 85 85 85 85 85 85 85 85 5,733333

LS50 7 1 13,5 34,5 56 71 76,5 85 85 85 85 85 7,15

LS50 7 2 11 30,5 56 72,5 77,5 85 85 85 85 85 7,4

LS50 7 3 13 33 52,5 69 75,5 85 85 85 85 85 7,2

MEDIA 12,5 32,66667 54,83333 70,83333 76,5 85 85 85 85 85 7,25

LS49 CT 1 16 36,5 51,5 63 75 85 85 85 85 85 6,9

LS49 CT 2 19,5 39 54,5 66 80 85 85 85 85 85 6,55

LS49 CT 3 18 38,5 51 60 75 85 85 85 85 85 6,7

MEDIA 17,83333 38 52,33333 63 76,66667 85 85 85 85 85 6,716667

LS49 7 1 9,5 10,5 15 22 28,5 32,5 36,5 41 45 48 3,85

LS49 7 2 9 10 12 18 22 25 29 33 36 39 3

LS49 7 3 9 9,5 12,5 20 27 31 35 39,5 43,5 47 3,8

MEDIA 9,166667 10 13,16667 20 25,83333 29,5 33,5 37,83333 41,5 44,66667 3,55

LS10 CT 1 8 22 36 45,5 55 65 75 85 85 85 7,7

LS10 CT 2 7 21 36 45 55 65 76,5 85 85 85 7,8

LS10 CT 3 7 22 37 45 56 65 77 85 85 85 7,8

MEDIA 7,333333 21,66667 36,33333 45,16667 55,33333 65 76,16667 85 85 85 7,766667

LS10 7 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS10 7 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS10 7 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MEDIA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS53 CT 1 13 36 55 70 78 85 85 85 85 85 7,2

LS53 CT 2 13 37,5 56 70 78,5 85 85 85 85 85 7,2

LS53 CT 3 13 36,5 55 68,5 76,5 85 85 85 85 85 7,2

MEDIA 13 36,66667 55,33333 69,5 77,66667 85 85 85 85 85 7,2

LS53 7 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS53 7 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS53 7 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MEDIA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS51 CT 1 10 27 43 55 69,5 85 85 85 85 85 7,5

LS51 CT 2 9 25,5 42 53 65 75,5 85 85 85 85 7,6

LS51 CT 3 9 26 42 55 68 85 85 85 85 85 7,6

MEDIA 9,333333 26,16667 42,33333 54,33333 67,5 81,83333 85 85 85 85 7,566667

LS51 7 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS51 7 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS51 7 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MEDIA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS52 CT 1 12 29,5 44 54 65,5 75 85 85 85 85 7,3

LS52 CT 2 10 28 43 52 64 75 85 85 85 85 7,5

LS52 CT 3 9 27 42 51,5 63 76 85 85 85 85 7,6

MEDIA 10,33333 28,16667 43 52,5 64,16667 75,33333 85 85 85 85 7,466667

LS52 7 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS52 7 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS52 7 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MEDIA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS42 CT 1 11 28,5 42,5 52,5 66 77 85 85 85 85 7,4

LS42 CT 2 11 28,5 42 51 61,5 71,5 85 85 85 85 7,4

LS42 CT 3 11 28 41,5 51,5 61,5 73 85 85 85 85 7,4

MEDIA 11 28,33333 42 51,66667 63 73,83333 85 85 85 85 7,4

LS42 7 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS42 7 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS42 7 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MEDIA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LS46 CT 1 31 80 85 85 85 85 85 85 85 85 5,4

LS46 CT 2 29,5 78,5 85 85 85 85 85 85 85 85 5,55

LS46 CT 3 29 75 85 85 85 85 85 85 85 85 5,6

MEDIA 29,83333 77,83333 85 85 85 85 85 85 85 85 5,516667

LS46 7 1 20 40 57 71,5 76,5 78 80 85 85 85 6,5

LS46 7 2 22 46 55 63 65 67 70 73 77,5 81 5,9

LS46 7 3 20,5 46 55,5 62,5 65 67,5 70 70 73,5 77,5 5,7

MEDIA 20,83333 44 55,83333 65,66667 68,83333 70,83333 73,33333 76 78,66667 81,16667 6,033333  
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ANEXO 2 

 

Resultados preliminares das avaliações de diversidade de espécies nas oito plantas amostradas às 

margens do Igarapé do Sabino, São Luis, MA, Brasil..  

 

Artigo em fase de elaboração. 

SILVA, L.S. et al. Diversity of endophytic fungi in plants of a riparian area of Northeast Brazil. 

2017.  

 

Table 1. Plants sampled in a riparian área of the Igarapé do Sabino, São Luís, Maranhão, 

Brazil. CR = fungal colonization rate, “*”= not identified, “**”= plant identified at 

Family level. 

 

 

 

 

 

 

Identification  Family CR 

Abarema jupunba (Willd.) Britton & Killip Fabaceae 100% 

Agonandra brasiliensis Miers ex Benth. & Hook.f. Opiliaceae 100% 

Astrocaryum vulgare Mart. Arecaceae 100% 

Eriotheca globosa (Aubl.) A.Robyns Malvaceae 100% 

Lecythis lurida (Miers) S.A.Mori Lecythidaceae 100% 

Não identificada * - 15% 

Chrysobalanaceae ** Chrysobalanaceae 100% 

Myrtaceae ** Myrtaceae 100% 
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Table 2.  Frequency of endophytic fungi of plants collected on a riparian área in São Luís, MA, 

Brasil. Legendas: P1= L. lurida, P2= Não identificada 2, P3= Chrysobalanaceae, P4= Myrtaceae, 

P5=A. brasiliensis, P6= A. jupunba, P7= E. globosa, P8= A. vulgare, F.A.= frequência absoluta e 

F.R.= frequência relativa. 

 

 

Fungo Endofítico P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 F.A. F.R.(%) 

Aspergillus flavus 0 0 0 0 0 0 0 3 3 0.37 

Aspergillus japonicus 0 0 0 0 8 0 0 2 10 1.25 

Aspergillus tamarii 0 0 0 0 0 4 0 0 4 0.5 

Aspergillus fumigatus 0 4 0 0 0 0 0 0 4 0.5 

Aspergillus niger 0 5 0 0 0 0 0 1 6 0.75 

Aspergillus sp. 0 0 8 9 0 0 0 0 17 2.12 

Botrytis sp. 0 0 0 11 0 0 0 0 11 1.37 

Chaetomium globosum 10 5 10 13 5 42 0 0 85 10.62 

Chaetomium sp. 0 0 0 0 0 3 0 0 3 0.37 

Colletotrichum sp1 0 2 0 10 0 0 0 0 12 1.5 

Colletotrichum sp2 0 0 0 17 0 0 0 0 17 2.12 

Macrophomina sp1 40 0 14 22 0 0 0 0 76 9.5 

Macrophomina sp2 0 0 0 7 0 0 0 0 7 0.8 

Macrophomina sp3 0 0 0 0 3 0 0 0 3 0.37 

Morfotipo 1 52 0 11 27 0 0 0 0 90 11.25 

Morfotipo 2 0 0 0 0 2 0 14 8 24 3 

Morfotipo 3 0 0 0 0 90 0 0 0 90 11.25 

Morfotipo 4 0 0 0 0 0 4 0 0 4 0.5 

Morfotipo 5  0 0 0 0 0 0 10 0 10 1.25 

Nigrospora sp. 22 0 35 27 0 0 0 0 84 10.5 

Pestalotiopsis microspora 80 0 60 55 0 51 32 100 378 47.25 

Pestalotiopsis sp1 48 0 40 0 0 0 0 0 88 11 

Pestalotiopsis sp2 0 0 0 6 0 0 0 0 6 0.75 

Recurvomyces sp. 0 0 0 19 0 0 0 0 19 2.37 

Scytalidium sp. 37 0 0 11 0 0 0 0 48 6 

Scytalidium lignicola 0 0 0 0 0 5 0 25 30 3.75 

Septoria sp. 0 0 0 15 0 0 0 0 15 1.87 

Trichoderma sp. 0 0 0 0 0 3 23 0 26 3.25 
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Fig. 1. Rarefaction curves of endophytic fungi (number of isolates=specimens vs. expected 

number of species=taxa) obtained from randomly sampled whole leaf segments of eight riparian 

plant species. Pl 1= Abarema jupunba (Willd.) Britton & Killip, pl 2= Agonandra brasiliensis 

Miers ex Benth. & Hook.f., pl 3= Astrocaryum vulgare Mart., pl 4=Eriotheca globosa (Aubl.) 

A.Robyns, pl 5= Lecythis lurida (Miers) S.A.Mori, pl 6= Not identified *, pl 7= 

Chrysobalanaceae **, pl 8= Myrtaceae **; “*”= Not identified specie, “**”= plant identified at 

Family level. 
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Table 3. Species richness and diversity index of endophytic fungi associated with the leafs of 

eight riparian plant species. Pl 1= Abarema jupunba (Willd.) Britton & Killip, pl 2= Agonandra 

brasiliensis Miers ex Benth. & Hook.f., pl 3= Astrocaryum vulgare Mart., pl 4=Eriotheca 

globosa (Aubl.) A.Robyns, pl 5= Lecythis lurida (Miers) S.A.Mori, pl 6= Not identified *, pl 7= 

Chrysobalanaceae **, pl 8= Myrtaceae ** 

“*”= Not identified specie, “**”= plant identified at Family level. 

 

 pl 1 pl 2 pl 3 pl 4 pl 5 pl 6 pl 7 pl 8 

Species 

richness_S 

7 3 7 14 5 7 4 5 

Individuals 289 12 186 249 108 112 79 136 

Dominance_D 0,1791 0,375 0,2079 0,1051 0,7032 0,354 0,2963 0,5782 

Simpson_1-D 0,8209 0,625 0,7921 0,8949 0,2968 0,646 0,7037 0,4218 

Shannon_H 1,812 1,028 1,722 2,448 0,6604 1,297 1,294 0,8023 

Evenness_e^H/

S 

0,8744 0,932 0,7994 0,8258 0,3871 0,5225 0,9115 0,4461 

Brillouin 1,759 0,8099 1,649 2,335 0,6009 1,204 1,213 0,7534 

Menhinick 0,4118 0,866 0,5133 0,8872 0,4811 0,6614 0,45 0,4287 

Margalef 1,059 0,8049 1,148 2,356 0,8543 1,272 0,6866 0,8142 

Equitability_J 0,931 0,9359 0,8849 0,9275 0,4103 0,6664 0,9331 0,4985 
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Fig 2. Evenness vs richness plot of the endophytic fungi of eight riparian plant species.  

 

 

 

Fig 3. Bray-Curtis Cluster Analysis of fungal endophyte comunity of eight riparian plants in São 

Luis, MA, Brazil. Pl 1= Abarema jupunba (Willd.) Britton & Killip, pl 2= Agonandra 

brasiliensis Miers ex Benth. & Hook.f., pl 3= Astrocaryum vulgare Mart., pl 4=Eriotheca 

globosa (Aubl.) A.Robyns, pl 5= Lecythis lurida (Miers) S.A.Mori, pl 6= Not identified *, pl 7= 

Chrysobalanaceae **, pl 8= Myrtaceae ** 

“*”= Not identified specie, “**”= plant identified at Family level. 
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Fig 4. Correspondence Analysis of fungal endophyte comunity of eight riparian plants in São 

Luis, MA, Brazil. Pl 1= Abarema jupunba (Willd.) Britton & Killip, pl 2= Agonandra 

brasiliensis Miers ex Benth. & Hook.f., pl 3= Astrocaryum vulgare Mart., pl 4=Eriotheca 

globosa (Aubl.) A.Robyns, pl 5= Lecythis lurida (Miers) S.A.Mori, pl 6= Not identified *, pl 7= 

Chrysobalanaceae **, pl 8= Myrtaceae ** 

“*”= Not identified specie, “**”= plant identified at Family level. 

 

Table 4. Eigenvalue of the correspondence analysis of fungal endophyte comunity of eight 

riparian plants in São Luis, 

Axis Eigenvalue % of total Cumulative 

1 0,918327 30,924 30,924 

2 0,553923 18,653 49,576 

3 0,548876 18,483 68,059 

4 0,344184 11,59 79,649 

5 0,288415 9,712 89,361 

6 0,22105 7,4436 96,805 

7 0,094891 3,1953 100 

 


