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Fungos endofíticos são aqueles que habitam o interior dos tecidos de seus hospedeiros, 

desempenhando variadas e estreitas relações ecológicas sem demonstrar sintomas visíveis. 

Estima-se que a maioria das espécies vegetais possuam micro-organismos endofíticos ainda não 

classificados e com propriedades pouco conhecidas, mas potencialmente aptos para alguma 

aplicação biotecnológica. O camu-camu (Myrciaria dubia) apresenta grande potencial 

econômico, pelas características nutricionais do seu fruto, como a alta produção de vitamina C. 

Foram isolados e cultivados 307 fungos endofíticos associados às folhas e caules de M. dubia, a 

fim de verificar a atividade antagonista, quanto à produção de substâncias difusíveis e voláteis 

contra os seguintes fitopatógenos: Monilinia fructicola, Colletotrichum gloeosporioides e 

Aspergillus parasiticus. Verificou-se que 22 isolados inibiram o crescimento de pelo menos um 

dos fitopatógenos alvos, apresentando potencial de inibição (PI) entre 25,62% a 93,84%, sendo 

que cinco endofíticos se destacaram, com porcentual de inibição acima de 50%, através da 

produção de substâncias difusíveis e voláteis. As interações competitivas foram analisadas 

segundo a escala de Badalyan, e observou-se maior frequência entre os fungos, da interação do 

tipo A (“deadlock” com contato micelial). Conclui-se que fungos endofíticos isolados de folhas e 

caules de Myrciaria dubia, possuem potencial biotecnológico promissor no biocontrole dos 

fitopatógenos (A.parasiticus, M. fructicola e C. gloeosporioides). 
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Evaluation of antagonistic activity in vitro of endophytic fungi associated with camu-camu 

(Myrciaria dubia) 

ABSTRACT- Endophytic fungi are those that inhabit the inner tissue of their hosts, playing varied and narrow 

ecological relations without showing visible symptoms. It is estimated that the majority of plant species have not yet 

been sorted endophytic microorganisms and little-known properties, but some potentially suitable for 

biotechnological applications. Camu-camu (Myrciaria dubia) has great economic potential, the nutritional 

characteristics of the fruit, such as high production of vitamin C. Were isolated and cultured 307 endophytic fungi 

associated with the leaves and stems of M. dubia in order to verify the antagonistic activity, for the production of 

diffusible and volatile substances against the following pathogens: M. fructicola, Colletotrichum gloeosporioides and 

Aspergillus parasiticus. It was found that 22 isolates inhibited the growth of at least one target plant pathogens, 

showing inhibition potential (IP) from 25.62% to 93.84%, five endophytic stood with inhibition percentage above 

50%, by producing diffusible and volatile substances. The competitive interactions were analyzed according to 

Badalyan scale, and there was a higher frequency among the fungi, the interaction type A ("deadlock" with mycelial 

contact). It is concluded that endophytic fungi isolated from leaves and stems of M. dubia, have promising 

biotechnological potential in biocontrol of plant pathogens (A.parasiticus, M. fructicola and C. gloeosporioides). 
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INTRODUÇÃO 

Os fungos endofíticos 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 ou efeitos negativos [1, 2].  

Nos últimos anos, pesquisas sobre as 

interações ecológicas entre micro-organismos e seus 

hospedeiros revelou a existência de diversos efeitos 

positivos para o desenvolvimento das plantas, tais 

como a promoção do crescimento vegetal, o 

aumento da resistência a condições de estresses 

abióticos, a utilização de endofíticos como vetores 

de genes de resistência e controle biológico de 

pragas e doenças [3, 4]. Aproximadamente 80% dos 

fungos endofíticos produzem compostos 

biologicamente ativos, como antibióticos, 

fungicidas e herbicidas [2]. 

O controle biológico de fitopatógenos tem se 

apresentado como uma forma promissora e viável, 

por meio do uso de micro-organismos como agentes 

protetores de plantas cultivadas [5, 6, 7]. Desde o 

início da domesticação das plantas pelos humanos, 

há 10.000 anos, fitopatógenos têm causado perdas 

nos campos cultivados e redução do valor estético e 

do tempo de armazenamento da colheita [8]. 

O combate a doenças é altamente dependente 

de agrotóxicos, que são de modo geral, eficazes 

para controle de pragas, mas apresentam, por vezes, 

consequências indesejáveis. Os agrotóxicos são 

apontados como substâncias altamente tóxicas, que 

se acumulam no organismo humano e são capazes 

de causar câncer e mutações genéticas em 

descendentes [9, 10]. 

Um programa de controle biológico deve ser 

baseado na seleção de micro-organismos 

antagônicos, que pode ser realizada in vitro ou in 

vivo. Os testes in vitro apresentam a vantagem de 

permitir o conhecimento dos mecanismos de ação 

envolvidos (ex: antibiose e hiperparasitismo) e 

facilitar a observação das interações entre o 

antagonista e o fitopatógeno [6, 11]. 

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho é 

avaliar a atividade antagônica in vitro de isolados 

fúngicos de Myrciaria dubia (Myrtaceae), um 

arbusto encontrado nas margens de rios e lagos da 

Amazônia, com grande potencial econômico e 

nutricional. Para realização dos ensaios de 

antagonismos, todos os fungos endofíticos isolados 

foram testados quanto à produção de substâncias 

difusíveis e voláteis contra os seguintes 

fitopatógenos: Aspergillus parasitucus (IMI 

242695), Monilinia fructicola (MFA3635) e 

Colletotrichum gloeosporioides (CG-INCOPER 

02), contribuindo para o conhecimento da 

diversidade desse grupo de organismos e de seu 

potencial para usos biotecnológicos. 

MATERIAL E MÉTODOS 

a) Isolamento de endófitos 

As amostras de M. dubia foram coletadas em 

agosto de 2013, as margens do rio Javaé, no entorno 

do Parque Estadual do Cantão (Centro de Pesquisa 

Canguçu – UFT, 09°32’S, 50°01’W), região 

localizada no município de Pium - Tocantins. 

Aleatoriamente, foram amostrados trinta e um 

indivíduos e coletados três frações de caule e três 

folhas aparentemente saudáveis de cada indivíduo. 

As amostras foram georeferenciadas por GPS, 

confeccionadas exsicatas, identificadas e registradas 

(nº de registro 10.592) pelo Herbário da 

Universidade Federal do Tocantins, campus de 

Porto Nacional. 

O material vegetal foi submetido ao processo 

de desinfecção superficial para a eliminação de 

micro-organismos epifíticos, por meio de lavagens 

seriadas em etanol a 70% (v/v) (1 min), hipoclorito 

de sódio 2 % (3 min) e H2O mQ estéril (2 min). 

Logo após, nove fragmentos (1,0 x 1,0 cm) foram 

retirados assepticamente de cada amostra de folha e 

caule, e transferidos para placas de Petri contendo 

Batata Dextrose-Ágar (BDA, pH 6,8) suplementado 

com 100 μg/mL de cloranfenicol para inibir o 

crescimento de bactérias contaminantes. Foram 

preparadas seis placas de cada espécime, com três 

fragmentos cada uma (três placas de folhas e três 

com caule) e incubadas em BOD a 25 ± 3°C.  

b) Atividade antagonística in vitro 

Para verificação da produção de substâncias 

difusíveis, um disco de ágar de 6 mm de diâmetro 

contendo micélio de cada fungo endofítico foi 

dispostos em um lado de uma placa de Petri com 

meio de cultura BDA e incubados por três dias. Em 

seguida, um disco similar de cada fitopatógeno 

(A.parasiticus, M. fructicola e C. gloeosporioides) 

foi inoculado no outro lado da placa, a 4 cm de 

distância, segundo Campanile et al. (2007). Após 

quatorze dias de incubação a 26ºC±2ºC, o raio do 

micélio fúngico do fitopatógenos foi medido e 

comparado com o controle. 

O teste de produção de substâncias voláteis 

foi realizado com placas de Petri contendo meio 

BDA, foram posicionadas umas sobre as outras, 

sendo colocado na parte inferior um disco de ágar 

de 6 mm do endofítico, e depois de 3 dias, na 

superior um disco do fitopatógeno. As placas foram 

vedadas com parafilme e incubadas a 25ºC, por 

quatorze dias.  
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Os ensaios foram realizados em triplicata. 

Como controle foi inserido um fragmento na mesma 

posição do teste contendo somente o fitopatógeno. 

As interações competitivas entre os endófitos e o 

patógeno foram analisadas segundo a escala de 

Badalyan et al. [12] de acordo com os três tipos de 

interação possíveis: A, B e C, sendo C dividida em 

quatro sub-categorias (CA1, CA2, CB1 e CB2), 

onde: A = “deadlock” com contato micelial; B = 

“deadlock” a distância; C = crescimento do 

endofítico sobre o fitopatógeno sem “deadlock” 

inicial; CA1 e CA2 = crescimento parcial e 

completo do endofítico sobre o fitopatógeno depois 

de “deadlock” inicial com contato micelial; CB1 e 

CB2 = crescimento parcial e completo do endofítico 

sobre o fitopatógeno depois de “deadlock” inicial a 

distância.  

Para determinar a porcentagem de inibição do 

crescimento do patógeno (PI%), mediu-se o 

diâmetro das colônias, e calculou-se de acordo com 

Edginton et al. [13], utilizando a fórmula: 

PI% = (Dc - Dt / Dc) x 100         Eq. (1) 

Onde: Dc - diâmetro médio da colônia do patógeno 

das placas testemunhas (sem antagonista).Dt - 

diâmetro médio da colônia do patógenos frente ao 

antagonista (isolado endofítico). 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Entre os 307 endofíticos isolados de M. 

dubia, verificaram-se que, 22 indivíduos fúngicos 

inibiram o crescimento de pelo menos um dos 

fitopatógenos alvos, apresentando porcentual de 

inibição (PI%) entre 25,62% a 93,84%, sendo que 

cinco endofíticos se destacaram, com porcentual de 

inibição acima de 50% (tabela 1), produzindo 

substâncias difusíveis e/ou voláteis no processo 

antagônico. 

Conforme a Tabela 1, M. fructicola e C. 

gloeosporioides apresentaram a maior frequência de 

inibidores em relação ao processo difusível e 

volátil. M. fructicola é o responsável pela podridão 

parda, a qual constitui a doença mais importante das 

rosáceas de caroço, como o pêssego, representando 

também significativas perdas para a economia 

mundial [14]. No controle desse patógeno, já foram 

selecionados como antagonistas Penicillium 

frequentans Westling, Epicoccum nigrum Link, 

Trichothecium roseum (Pers:Fr.) Link, 

Aureobasidium pullulans (de Bary) Arnaud, E. 

purpurascens Ehrenberg, e Gliocladium roseum 

Bainier [15]. 

Em literatura, são comuns registros de fungos 

com atividade antagonista. Rubini et al. [16] 

isolaram fungos endofíticos de plantas de cacau 

(Theobroma cacao L.), identificando alguns 

endófitos potencialmente antagonistas, destacando-

se Gliocladium catenulatum, que reduziu em 70% a 

incidência da vassoura da bruxa in vivo em 

plântulas de cacaueiro. Orlandelli et al. [17] 

utilizando o endófito Lasiodiplodia theobromae 

proveniente da planta medicinal Piper hispidum, 

demonstrou índice de antagonismo de 54% contra 

Colletotrichum sp. 

Tabela 1. Fungos endofíticos que apresentaram potencial de inibição maior que 50% em relação a um dos 

três fitopatógenos (Ap: A.parasiticus, Cg: C. gloeosporioides e Mf: M. fructicola) 

Fungo 

Ap (PI%) Cg (PI%) Mf (PI%) 

Difusíveis Voláteis Difusíveis Voláteis Difusíveis Voláteis 

5322 89,65 92,32 90,85 93,84 32,69 92,95 

5338 0,00 0,00 29,68 71,34 41,71 0,00 

5450 54,88 88,75 89,78 93,38 60,23 78,51 

5475 21,52 0,00 26,28 0,00 56,01 23,93 

5506 54,06 0,00 33,27 0,00 55,20 15,73 

5579 0,00 0,00 19,36 12,07 52,93 0,00 

5594 0,00 0,00 27,64 0,00 56,80 17,60 
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Martins et al. [18] (2007) analisaram o 

potencial antagônico de 20 isolados de Trichoderma 

spp. contra o fungo C. gloeosporioides. Todos 

foram classificados como altamente antagonistas 

pelo teste de pareamento e reduziram o crescimento 

do patógeno devido à produção de substâncias 

antagônicas difusíveis. O fungo C. gloeosporioides, 

é o agente etiológico da antracnose, doença que 

acomete órgãos externos de diversas espécies 

vegetais, entre elas o camu-camu [19], 

maracujazeiro, goiabeira, mangueira, mamoeiro e 

cajueiro [20]. 

Em relação ao controle biológico do 

Aspergillus parasiticus, há poucos registros em 

literatura de fungos endofíticos como antagonista a 

esse fitopatógeno. Entretanto, vêm sendo 

desenvolvidas técnicas de uso de linhagens 

antagonistas: Aspergillus não produtoras de 

aflotoxinas; bactérias; actinobactérias e leveduras 

[21].  

Ramos et al. [22] (2010) avaliou o potencial 

antagônico de leveduras em co-cultivo com fungos 

filamentosos. Isolados das espécies Debaryomyces 

hansenii (UFLACF 889 e UFLACF 847) e Pichia 

anomala (UFLACF 710 e UFLACF 951) foram 

inoculados (103 a 106 células mL-1) com três 

espécies de fungos filamentosos, Aspergillus 

ochraceus, A. parasiticus e Penicillium roqueforti 

(103 a 106 esporos mL-1). A. parasiticus foi o fungo 

mais resistente à inibição pelas leveduras, o 

crescimento micelial não foi inibido pela presença 

da levedura em co-cultivo. 

As interações competitivas foram 

analisadas, e observou-se com maior frequência a 

interação entre os fungos do tipo A “deadlock” com 

contato micelial (Tabela 2). 

Tabela 2. Classificação das interações endofíticas, 

segundo Badalyan et al. (2002)  
Fungos  Ap Cg Mf 

5322 B B A 

5338 0 A CA1 

5450 A CB2 A 

5475 A A A 

5506 A A A 

5579 0 A A 

5594 0 A A 

Ap: A.parasiticus, Cg: C. gloeosporioides e Mf: M. 

fructicola . 

As interações indicam que ocorrem diferentes 

modos de ação dos endofíticos sobre o fitopatógeno, 

o que pode indicar um potencial para produção de 

metabólitos ou competição direta pelo espaço e 

nutrientes, conforme ocorre dentro da planta 

hospedeira (WENZEL et al., 2012).  

Observou-se uma predominância de interação 

do tipo A (86%) em que os dois fungos apresentam 

contato micelial e o endofítico pode estar 

impedindo por contato direto e competição por 

nutrientes o crescimento do patógeno; seguida da 

interação CA1 (4,5%) em que após o primeiro 

contato, o endófito pode crescer sobre o patógeno, 

provavelmente reduzindo sua possibilidade de 

absorção dos nutrientes do meio; interação B (4,5%) 

em que o endófito estaria produzindo e liberando no 

meio algum metabólito que impede o crescimento 

do fitopatógeno, e interação CB2 (4%), na qual após 

a inibição do crescimento do fitopatógeno, o 

endofítico cresce totalmente sobre o patógeno. 

Esses resultados corroboram com os dados 

encontrados por Wenzel et al. [23] (2012) que 

verificaram as interações entre diferentes fungos 

isolados de (Glycine max (L.) Merrill) apresentando 

índice de 64% de interação do tipo A. Woods et al. 

(2005) analisaram os fungos isolados de (Picea 

sitchensis (Bong.) Carrière), e obtiveram 89% de 

interações entre os endofíticos e fitopatógeno do 

tipo A. 

Entre os antagonistas testados, os indivíduos 

fúngicos 5322 e 5450 foram considerados 

promissores por apresentarem as maiores 

porcentagens de inibição, em relação à produção de 

substâncias difusíveis (Figura 1) e voláteis (Figura 

2). O endofítico 5450 inibiu a esporulação do 

A.parasiticus, sendo visualizada na maioria das 

placas uma coloração laranja no fitopatógeno ao 

invés de verde e por competição bloqueou o 

crescimento de M. fructicola e principalmente do C. 

gloeosporioides, ocupando toda a placa. 

Segundo Vey et al. [24], a inibição pode ser 

explicada pelo fato do antagonista apresentar um 

crescimento rápido sobre o patógeno, 

provavelmente devido a um tipo de estímulo do 

próprio hospedeiro, sendo uma característica 

vantajosa para o antagonista na disputa da 

colonização da área, vencendo o patógeno na 

competição, por espaço ou por nutrientes. 

Compostos orgânicos voláteis 

antimicrobianos são produtos do metabolismo e se 

apresentam como gases ou possuem alta pressão de 

vapor, e são em condições normais liberados pelas 

células [25]. Esses compostos possuem baixa massa 

molecular e podem pertencer a diversas classes 

químicas tais como alcoóis, aldeídos, cetonas, 

ésteres, lactonas, terpenos e compostos de enxofre 

[26]. Pimenta et al. [27] isolaram substâncias 

voláteis (2-propenenitrile, 2-propyn-1-ol, 3-methyl-

1-butanol, acetic acid e ethyl acetate) produzidas 

por linhagens endofíticas de Phaeosphaeria 
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nodorum isolado a partir de folhas de ameixas 

(Prunus domestica).  

 

Figura 1. Teste de cultura pareada através da produção de substâncias difusíveis (14 dias): Endofítico 5450 

na parte superior da placa. Setas indicam os fitopatógenos na parte inferior da placa (A) A.parasiticus, (B) M. 

fructicola e (C) C. gloeosporioides. Controle de 14 dias: (D) A.parasiticus, (E) M. fructicola, (F) C. 

gloeosporioides.  

 

 

Figura 2. Teste de cultura pareada através da produção de substâncias voláteis (14 dias): Endofítico 5450 cresceu na 

placa inferior (A, B e C) e dominou todo o espaço nas placas superiores (B e C). Setas e círculos indicam os 

fitopatógenos na placa superior: (A) A.parasiticus , (B) M. fructicola ,  (C) C. gloeosporioides. 

 
 

A maioria dos estudos relacionados à 

atividade antimicrobiana de compostos voláteis 

sobre micro-organismos fitopatogênicos é voltada 

para Muscodor albus [28], Trichoderma spp [29] e 

Bacillus spp.[30].  

A inibição dos fitopatógenos por processos 

difusíveis é gerada por compostos de baixo peso 

molecular [31]. Muitas espécies de Trichoderma 

produzem metabólitos antimicrobianos, como ácido 

harziânico, triclolin e peptaibols [32]. Xiao-Yan et 

al. [33] observou a produção de trichokomis por 

isolados de T. koningii SMF2, composto 

responsável pela redução do crescimento de vários 

fitopatógenos. 

Os mecanismos pelos quais fungos podem 

reduzir o crescimento e desenvolvimentos de 

fitopatógenos fúngicos são: parasitismo, produção 

de compostos antibióticos, produção de enzimas 

extracelulares, interferência nos fatores de 

patogenicidade, indução de resistência na planta 

hospedeira e competição por nutrientes e nichos de 

colonização. É provável que diferentes mecanismos 

atuem em sinergia durante a interação antagônica 

[8]. Este fato evidencia o quão são importantes os 

estudos sobre a relação ecológica de fungos 

endofíticos com a planta hospedeira, para se obter 

maior conhecimento do potencial metabólico desses 

micro-organismos. 

Kupper et al. [34] relata que diversas vezes a 

eficácia dos antagonistas in vitro ou em casa de 

vegetação pode ser insuficiente para estabelecer o 

limiar de população exigida para um biocontrole no 

campo, mas pode servir como indicativo da 

viabilidade no controle de fitopatógenos sob 

condições naturais de infecção.  

Os resultados apresentados nesse trabalho 

reforçam a importância de se pesquisar o potencial 

biotecnológico de endófitos isolados de diferentes 

plantas, uma vez que foram obtidas porcentagens 

maiores que 90% de antagonismo de endófitos 

contra diferentes fitopatógenos, indicando que estes 

apresentam atividade antagonística e que devem ser 

investigados in vivo para verificar sua possível 

utilização no biocontrole. 

CONCLUSÃO 

Fungos endofíticos isolados de folhas e 

caules de M. dubia, apresentaram potencial 

biotecnológico no controle dos fitopatógenos 
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(A.parasiticus, M. fructicola e C. gloeosporioides). 

A identificação molecular e a composição química 

das substâncias irão especificar a metodologia de 

uso biotecnológico destes microrganismos. 
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