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Resumo 

Fungos endofíticos habitam tecidos vegetais de forma assintomática e estabelecem 

uma relação considerada mutualística com seus hospedeiros. Este grupo microbiano é 

reconhecido como uma valiosa fonte de metabólitos secundários com diferentes atividades 

biológicas que podem ter aplicações na medicina, agricultura, biotecnologia e indústria. 

Conhecendo o potencial desses micro-organismos, sugeriu-se neste trabalho, a caracterização 

da comunidade de fungos endofíticos associados ao fruto da pimenta murupi (Capsicum 

chinense) e a avaliação de sua capacidade em produzir metabólitos com atividade 

antimicrobiana. O número total de endófitos obtidos do endocarpo foi de 133 isolados 

fúngicos, com frequência total de 33,25%, sendo esses predominantes no isolamento a partir 

do endocarpo. Cerca de 70% dos isolados fúngicos não produziram estruturas reprodutivas 

nas condições testadas neste trabalho e, portanto, não puderam ser caracterizados em relação 

às suas estruturas reprodutivas, totalizando 74 grupos morfológicos. Para outros três grupos, 

foi possível analisar as características macro e micromorfológicas das colônias e sugerir a sua 

identificação ao nível de gênero. Pôde-se perceber a predominância de Fusarium entre os 

fungos isolados da pimenta murupi, o qual apresenta micélio cotonoso, de coloração branca a 

rósea e características micromorfológicas peculiares, tais como a presença de macro e 

microconídios. Foram selecionados 77 isolados fúngicos para testes de antibiose contra 

micro-organismos teste: Staphylococcus aureus MRSA, Escherichia coli, Candida albicans, 

C. albicans (ATCC10231), C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. guilliermondii. 

Apenas um endófito apresentou halo de inibição contra Staphylococcus aureus resistente à 

meticilina (MRSA). A partir do DNA genômico, extraído do fungo endofítico com potencial 

antimicrobiano, foi possível amplificar a região ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA, a qual apresentou 
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aproximadamente 600 pb. De acordo com o banco genômico, o isolado promissor apresenta 

92% de identidade com Nemania sp. Por se tratar de um índice considerado baixo, não foi 

possível inferir sobre sua identificação.  

 

Palavras-chave: Capsicum chinense, micro-organismos endofíticos, composto 

antimicrobiano. 

 

 

Introdução 

Os micro-organismos estão presentes nos mais variados ambientes, interagindo com 

diversas formas de vida. São organismos extremamente versáteis e habitam ambientes 

diversificados, incluindo aqueles considerados inóspitos. Micro-organismos associados a 

plantas são estudados há tempos e em diferentes níveis, formando assim um micro 

ecossistema complexo, onde diferentes nichos são explorados por uma extensa variedade de 

micro-organismos. Dentre esses, podemos destacar os endófitos, que são organismos 

conhecidos por passar parte ou todo o ciclo de vida colonizando os tecidos vivos de uma 

planta hospedeira sem, entretanto, causar sintomas aparentes de doenças (Schulz et al., 2005).  

É estimado que cerca de 80% das plantas são hospedeiras de micro-organismos 

(Zhang et al., 1997). A natureza dessa interação tem despertado o interesse de bioquímicos, 

químicos e biólogos na tentativa de entender essas associações, que é um fascinante e amplo 

campo de pesquisa, devido ao potencial que esses micro-organismos endofíticos têm em 

proporcionar benefícios aos seus hospedeiros e também, devido às suas aplicações 

biotecnológicas (Araújo et al., 2002). Até então, acreditava-se que os endófitos não 

mantinham qualquer relação com as propriedades de interesse apresentadas pelas plantas que 

os hospedavam (Radwan et al., 2004). Atualmente, mantém-se a hipótese de que genes 

responsáveis pela expressão de proteínas de interesse nos micro-organismos podem ser 

transferidos (via transferência horizontal) desses para seu hospedeiro, sendo que esse último 

expressa as mesmas moléculas de interesse originalmente expressas pelos seus  micro-

organismos associados (Araújo et al., 2010). Micro-organismos endofíticos já foram isolados 

a partir de uma grande variedade de plantas (Arnold et al., 2000; Martins 2005; Rubini et al., 

2005, Wang e Dai, 2010; Siqueira et al., 2011; Bezerra et al., 2015; Freire et al., 2015). 

Estima-se a ocorrência de cerca de 1,5 milhões de espécies endofíticas, sendo que deste total, 

10% foram descobertas e apenas 1% examinada quanto ao seu espectro de produção de 
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metabólitos secundários (Guo et al., 2008). Assim, o estudo de bioprospecção de micro-

organismos endofíticos que produzam compostos de interesse abre perspectivas para várias 

frentes de investigação, incluindo a descoberta de novos compostos antimicrobianos.  Assim 

como os hospedeiros estudados até hoje, as pimentas do gênero Capsicum apresentam sua 

diversidade de micro-organismos endofíticos associados. Amaresan et al. (2012) isolaram de 

C. annuum cerca de 87 bactérias endofíticas e dentre os isolados, foi possível identificar 

gêneros como Bacillus sp., Antrobacter sp. e ainda B. subtilis. Devari et al. (2013) isolaram 

da mesma espécie, um fungo endofítico identificado como Alternaria alternata, produtor da 

substância capsaicina, substância responsável pela ardência das pimentas.  

O gênero Capsicum compreende mais de 200 variedades, dentre as quais as espécies 

mais conhecidas são C. annuum, C. baccatum, C. pubescens, C. chinense e C. frutescens 

(Menichini et al., 2009; Zimmer et al., 2012). A região norte do Brasil apresenta-se como a 

área de maior diversidade da pimenta murupi (Capsicum chinense), variedade largamente 

utilizada como complemento a pratos típicos da região, porém além do uso culinário, esse 

gênero tem reconhecidas propriedades farmacológicas, devido à presença de capsaicinóides 

(Reyes-Escogido et al., 2011), um grupo de alcalóides exclusivo do gênero Capsicum. 

Existem vários relatos na literatura científica que tratam da atividade antimicrobiana das 

pimentas, como os trabalhos de Carvalho et al. (2010), Oliveira (2011), Kapell (2007), entre 

outros. Apesar da diversidade de trabalhos com pimentas Capsicum, os estudos envolvendo a 

comunidade endofítica dessas pimentas são escassos, aliado ao pouco conhecimento existente 

sobre a microbiota endofítica associada à pimenta murupi, uma variedade exclusivamente 

brasileira, e às características benéficas que esses micro-organismos podem apresentar. Diante 

dos relatos apresentados e considerando o histórico de Capsicum associado a atividades 

antimicrobianas, a proposta do presente trabalho foi estudar a microbiota endofítica associada 

à pimenta murupi, no que se refere ao seu potencial na produção de compostos 

antimicrobianos e à sua diversidade biológica.  

Material e Métodos 

Foram coletadas 20 pimentas (10 maduras e 10 imaturas) no período de novembro de 2012 a 

abril de 2013, em cada um dos dois pontos da cidade de Manaus (AM): Tarumã (301’15,5”S 

- 6004’36,4”W) e Zona Leste (304’50”S - 5956’00,2”W). Somente os frutos e as sementes 

de pimentas murupi foram utilizados no isolamento de fungos endofíticos. As amostras foram 

transportadas ao Laboratório de Genética de Micro-organismos da Universidade Federal do 
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Amazonas, onde foram realizados os procedimentos de assepsia superficial, segundo Araújo 

et al. (2010): as amostras vegetais foram lavadas em água corrente com detergente neutro e, 

em seguida imersas em álcool 70% (1 min), hipoclorito de sódio (2,5-3% de cloro ativo) (1 

min), álcool 70% (1 min) e duas vezes em água destilada esterilizada. Após a desinfestação 

superficial, foram transferidos 5 fragmentos de aproximadamente 3 mm2 para placas de Petri, 

contendo ágar batata dextrose (BDA) suplementado com antibiótico tetraciclina na 

concentração de 50μg/mL. As placas foram incubadas à temperatura de 28ºC por 10 dias. Para 

avaliar a eficácia da desinfestação, alíquotas de 50μL da última água de lavagem foram 

semeadas em placa de Petri contendo o mesmo meio de cultura e incubadas sob as mesmas 

condições. A purificação dos isolados foi realizada por meio da obtenção de culturas 

monospóricas a partir das colônias obtidas no isolamento. Após a obtenção dos isolados 

purificados, a macromorfologia foi analisada para condições de desenvolvimento micelial 

específicas: incubação em meio BDA, a 24 ºC e no escuro. Análises micromorfológicas foram 

realizadas após a incubação dos isolados fúngicos em ágar água e nessas, priorizou-se a 

observação de estruturas vegetativas e reprodutivas em microscópio óptico, em aumento de 

400X.  

Para a avaliação da atividade antimicrobiana dos filtrados dos micro-organismos 

endofíticos, foi empregado o método de difusão em ágar descrito por Huang et al. (2001). 

Foram utilizados Candida albicans (ATCC 10231), C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, 

C. glabrata, C. guilliermondii, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, S. aureus (MRSA) 

nos ensaios antimicrobianos.  

O DNA do isolado com potencial antimicrobiano foi extraído e submetido à 

amplificação das regiões ITS do rDNA (ITS1-5.8S-ITS2), utilizando-se os primers ITS1 (5´-

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3´) e ITS4 (5´-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3´), 

descritos por White et al. (1990). As sequências de DNA foram comparadas com as 

sequências de culturas depositadas no GenBank, utilizando o programa BLASTn (Basic Local 

Alignment Search Tool) disponível no portal do National Center for Biotechnological 

Information – NCBI.  

 

Resultados e Discussão 

Um total de 133 isolados de fungos filamentosos foi isolado e  todos associados ao 

endocarpo da pimenta murupi, com predominancia em meio Sabouraud. Considerando 

especificamente os hospedeiros Capsicum, ressalta-se ainda a retenção da capsaicina à 
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placenta do fruto, visto que nenhum fungos endofíticos foi isolado das sementes, o que leva à 

hipótese de que a própria placenta do fruto pode constituir em uma barreira física e química 

eficiente para inibir o desenvolvimento dos fungos endofíticos, os quais foram isolados 

apenas do endocarpo.  

A frequência geral de isolamento foi de 33,25% para o total de fragmentos vegetais, 

sendo as plantas da zona Leste de Manaus as maiores detentoras de fungos endofíticos 

passíveis de isolamento, quando comparadas às plantas do Bairro Tarumã (Figura 1). 

Também foi observado que no segundo isolamento, realizado em época chuvosa, houve maior 

isolamento de endófitos dos tecidos vegetais analisados, especialmente os coletados na zona 

Leste.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Frequência de isolamento de fungos endofíticos em função da sua localização na planta, do 

local de coleta e do meio de cultura empregados no isolamento. 

Tarumã Zona Leste 

1o Isolamento (Período de seca) 

Tarumã Zona Leste 

2o Isolamento (Período de chuva) 
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Os dados obtidos corroboram com aqueles descritos por Rodrigues (1994) e 

Suryanarayanan et al., (1998), que obtiveram maior quantidade de micro-organismos 

endofíticos no período chuvoso, quando comparado ao período de seca. Uma hipótese a ser 

considerada é a de que os micro-organismos, especialmente aqueles associados à rizosfera e 

ao rizoplano, encontram mais facilidade de fixação, penetração e colonização da planta 

através de suas raízes em épocas de solo umedecido, característica predominante do solo à 

época da realização da segunda coleta.  

Cerca de 70% dos isolados fúngicos não produziram estruturas reprodutivas o que 

dificultou a caracterização, mesmo assim 74 grupos morfológicos foram classificados 

conforme a macromorfologia apresentada em condições específicas e padronizadas. Para 

aqueles fungos passíveis de identificação por meio da correlação de dados de macro e 

micromorfologia, houve a predominância de Fusarium, o qual apresenta micélio cotonoso, de 

coloração branca a rósea e características micromorfológicas peculiares, como a produção de 

micro e macroconídios, apresentando esses últimos, a forma típica de foice septada.  

Dos isolados testados para detecção de atividade antimicrobiana, apenas um 

apresentou halo de inibição contra Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA) 

(Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Teste de detecção de atividade antimicrobiana pelo método da difusão em disco. Legenda: 

(16 e 16D) disco de papel filtro embebido no filtrado do caldo de fermentação do isolado 16, um 

fungo endofítico de pimenta murupi; (14, 15, 17 e 18) isolados endofíticos que não apresentaram 

atividade (A) (C+) controle positivo, representado pelo antibiótico ampicilina e (C-) controle negativo, 

representando apenas o meio de cultura líquido (B).  
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Análises moleculares desse isolado permitiram sua comparação com nível de 

identidade de 92% a um isolado de Nemania sp. (JQ846087 1 e DQ641634 1) (Figura 3). 

Baseado nos resultados moleculares, Sánchez-Ballesteros et al. (2000) especularam que o 

gênero Nemania pode representar um complexo de espécies com variantes genéticas e 

fenotípicas indistinguíveis por meio de ferramentas moleculares, ou seja, mesmo isolados de 

espécies diferentes dentro do gênero Nemania podem apresentar homologias completas de 

regiões conservadas, o que dificulta sua identificação, mesmo com a utilização de métodos 

moleculares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Análise de similaridade genética baseada no alinhamento de sequências ITS1-5.8S-ITS2                    

do rDNA do isolado 16 com acessos de maior homologia depositados no banco de  dados do NCBI 

 

Conclusão 

 

Fungos endofíticos associados à variedade murupi de C. chinense apresentam 

potencial para o controle biológico de agentes microbianos, sugerindo futuros estudos, 

especialmente por se tratar de um hospedeiro adaptado ao clima amazônico e provavelmente, 

constituir uma rica e promissora fonte de micro-organismos associados.  
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