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RESUMO 

 

 

O Brasil é o maior produtor de maracujá amarelo do mundo. Ainda assim, a produção da fruta é 

afetada por várias pragas, dentre elas destaca-se a bacteriose, ou mancha oleosa do maracujá, 

causada pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae. O manejo integrado da doença 

conta com aplicação de compostos químicos baseados em cobre que, com frequente utilização, 

podem causar danos ambientais e promover o surgimento de patógenos resistentes. Neste contexto, 

o uso de produtos de origem natural se mostra como uma possível alternativa no controle da 

bactéria devido sua diversidade estrutural e funções biológicas. Neste trabalho, 24 extratos brutos 

provenientes de fungos filamentosos endofíticos isolados de folhas de Passiflora incarnata 

Linnaeus foram submetidos a ensaios para avaliação de seu potencial de inibição de duas linhagens, 

LM4a e M83, da bactéria X. axonopodis pv. pasiflorae. Dentre os extratos testados, os originados 

dos isolados LMA 1793, LMA 1798, LMA 1719 e LMA 1602, apresentaram 95% de inibição de 

crescimento celular bacteriano a 2100 µg/mL para as duas linhagens. Os extratos de LMA 1793, 

LMA 1798 também apresentaram características bactericidas para ambas as linhagens enquanto os 

extratos de LMA 1719 e LMA 1602 apenas para a linhagem M83. O extrato do isolado LMA 1793 

foi submetido a três etapas de fracionamento. Algumas frações apresentaram inibição igual ou 

superior a 90% e foram analisadas por espectrometria de massas. Uma delas apontou a possível 

presença da chaetoglobosina X. 

Palavras chaves: Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae; bacteriose; Passiflora incarnata; 

fungos endofíticos; biocontrole 

  



 
 

 
 

ABSTRACT 

 

 

Brazil is the world’s biggest producer of yellow passion fruit. Nevertheless, the fruit production is 

affected by various pests, among them, the passion fruit bacteriosis, or grease spot, caused by the 

bacteria Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae is highlighted.  The integrated pest management 

relies on the application of chemical composts based on copper, which, when applied recurrently 

causes environmental damage and may promote the emergence of resistant organisms. In this 

context, the use of products of natural origin are revealed as a viable alternative in the bacteria 

control due to their structural diversity and biological functions. In this work, 24 extracts from 

endophytic fungi, isolated from Passiflora incarnata Linnaeus were tested to assess their potential 

action against two strains, LM4a and M83, of the bacteria X. axonopodi pv. passiflorae. Among 

the extracts, the ones originated from isolates LMA 1793, LMA 1798, LMA 1719 and LMA 1602, 

presented inhibition of bacterial cellular growth of 95% at 2100 µg/mL. Extracts from LMA 1793 

and LMA 1798 also presented bactericidal characteristics to both strains, while extracts from LMA 

1719 and LMA 1602 only showed bactericidal properties to the M83 strain. Extract from isolate 

LMA 1793 went through three stages of fractionation. Fractions that presented inhibition equal or 

higher than 90% were analyzed by mass spectrometry. One of them pointed to the presence of 

chaetoglobosin X.  

Keywords: Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae; bacteriosis; Passiflora incarnata; 

endophytic fungi; biocontrol  
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1 INTRODUÇÃO 

O maracujá pertence ao gênero Passiflora, o mais importante economicamente e que 

apresenta o maior número de espécies da família Passifloraceae (BERNACCI et al. 2003; 

NUNES & QUEIROZ, 2006; FREITAS et al. 2011). No Brasil já foram encontradas cerca de 130 

espécies (CERVI et al. 2010), sendo o maracujá-amarelo ou azedo (P. edulis) a espécie mais 

cultivada no país (FREITAS et al. 2011; MELETTI, 2011). 

Atualmente o Brasil figura como o maior produtor de maracujá amarelo do mundo. 

Segundo levantamentos da Organização das Nações Unidas para Alimentação e Agricultura 

(ONU/FAO) a produção brasileira foi de aproximadamente 1 milhão de toneladas em 2017, voltada 

quase que em sua totalidade para o mercado interno (FAO 2018). Destacam-se as regiões Sul, 

Sudeste e Nordeste, em especial o estado da Bahia, como o maior produtor da fruta (EMBRAPA 

2017). 

O maracujá-amarelo é o fruto mais popular dentre os Passiflora, representando 

aproximadamente 90% da produção nacional, devido a qualidade da fruta e o maior rendimento 

industrial (FALEIRO et al. 2011; FERREIRA et al. 2016; VIANA et al. 2016). A importância 

econômica se dá majoritariamente pelo consumo da fruta fresca e da produção de sucos, mas há 

grande interesse de indústrias farmacêuticas na extração de compostos que são utilizados como 

calmantes, vitaminas, entre outros (ISHIDA & HALFELD-VIEIRA, 2009). 

Entretanto, o aumento da área de cultivo sem os devidos cuidados fitossanitários tem 

propiciado a disseminação de patógenos, que em casos graves, podem inviabilizar o cultivo em 

determinadas regiões, afetando o ciclo produtivo e, consequentemente levando a perdas 

econômicas (TORRES FILHO, 1985; MELLETI 2011). 

Os pomares de maracujá são afetados por doenças causadas por fungos, vírus e 

bactérias, sendo que em algumas regiões há patologias limitantes para a cultura em que 

não se conhece controle químico eficiente e/ou economicamente viável até o momento. Neste 

contexto, destaque-se a bacteriose do maracujá (Xanthomonas axonopodis patovar passiflorae) 

pelas perdas extensivas na produção e o difícil controle (MELETTI, 2011). 

A bacteriose ou mancha oleosa, é uma das doenças mais severas a afetar o maracujá 

(MUNHOZ et al. 2015). Sua transmissão pode ocorrer pelas sementes, chuva, irrigação e o 

manuseio de plantas úmidas (FISCHER & REZENDE, 2008). O patógeno penetra por estômatos 

ou feridas na planta, colonizando o espaço intracelular, causando manchas escuras em folhas e 
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frutos, podendo causar sua queda prematura ou tornando-os impróprios para consumo, em alguns 

casos a infecção pode se espalhar para o sistema vascular, obstruindo-o e causando morte de 

porções das vinhas ou mesmo a morte de toda a planta (FISCHER & REZENDE, 2008; TORDIN, 

2016) 

No Brasil a doença foi confirmada, inicialmente, no final da década de 1960 na cidade de 

Araraquara – SP e se disseminou para as regiões do país onde se produz a 

fruta, em especial em locais de alta humidade e temperatura. No estado de São Paulo, devido ao 

clima quente e úmido, a disseminação da doença se tornou um empecilho grave no cultivo ou até 

mesmo na obtenção de indivíduos sadios (FALEIRO et al. 2011; ISHIDA & HALFELD-VIEIRA, 

2009; NAKATANI et al. 2009; ISHIDA et al. 2017). 

A bacteriose costuma ser controlada pelo uso de produtos químicos de origem cúprica, no 

país existem registros para uso de sulfato de cobre associado a antibióticos como oxitetraciclina, 

estreptomicina e casugamicina (ISHIDA & HALFELD-VIEIRA, 2009). Todavia, com aplicações 

recorrentes, o micro-organismo alvo pode adquirir resistência rapidamente (TORDIN, 2016; 

ECONOMOU & GOUSIA, 2015), tornando a prática ineficaz, prejudicial ao ambiente e de alto 

custo (TORDIN, 2016). 

Preocupações sobre o impacto em potencial destes pesticidas no ambiente e sobre a saúde 

humana têm atraído à atenção em muitos países, como os Estados Unidos que passaram a adotar 

medidas regulatórias mais rígidas, assim como esforços internacionais, incluindo orientações 

emitidas por comitês da Organização das Nações Unidas (ONU) visando um maior controle sobre 

estes produtos sintéticos (DAYAN et al. 2009; FAO, 2015). Neste contexto, o Brasil lidera o 

consumo mundial de agrotóxicos, com um mercado na casa dos 10 bilhões de dólares, e devido a 

legislações conhecidamente brandas, a opinião pública, comunidade científica, produtores e 

trabalhadores rurais levantam questionamentos importantes sobre sua seguridade (BETIM, 2018; 

PRADA, 2015; RIGOTTO et al. 2014).  

Dessa maneira, torna-se necessária a busca por novas alternativas de controle de pragas, 

principalmente aquelas menos nocivas ao ambiente e ao ser humano. Por estes motivos o 

uso de organismos antagonistas ou metabólitos produzidos por estes têm recebido grande 

destaque e são apontados como estratégias viáveis ao problema (TORDIN, 2016; MURATE et al. 

2015; FOLDES et al. 2000). A obtenção de substâncias de fontes naturais é 

importante tendo em vista a variabilidade de tais produtos. De maneira geral, substâncias de origem 
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natural apresentam maior diversidade estrutural e como são frutos de um metabolismo secundário 

é comum que possuam diversas funções bioativas (DAYAN et al. 2009; FEHER & SCHMIDT, 

2003). 

Na literatura são relatados diversos estudos da atividade antibacteriana de 

metabólitos secundários, produzidos por micro-organismos, contra bactérias fitopatogênicas do 

gênero Xanthomonas (VIEIRA et al. 2018; PÚRIC et al. 2018; MURATE et al. 2015; SPAGO et 

al. 2014; De OLIVEIRA et al. 2011; LIM et al. 2010). 

Em relação à bactéria X. axonopodis pv. passiflorae estudos recentes desenvolvido por 

Zanardo e colaboradores (2015) mostraram que extratos produzidos por Lentinula edodes 

reduziram significativamente a multiplicação da bactéria. Em 2016, Tordin publicou um estudo 

preliminar, no qual demonstrou que bactérias isoladas da superfície foliar (filoplano) da planta do 

maracujá, e portanto, consideradas nativas da planta, inibiram o crescimento do patógeno 

(TORDIN, 2016). 

Suspeita-se que novas espécies microbianas e novos metabólitos secundários podem ser 

identificados investigando micro-organismos endofíticos que vivem no interior de tecidos vegetais, 

durante parte ou por toda sua vida, podendo habitar desde raízes e caules a até frutos, flores e 

sementes (STANIEK et al. 2008; QIU et al. 2010; PARK et al. 2012; FOUDA et al. 2015; KUMAR 

et al. 2019). Estes organismos são conhecidos por várias funções associadas a seus hospedeiros 

vegetais, podendo agir como promotores de crescimento, garantindo maior resistência contra 

fatores bióticos e abióticos, e produzindo uma variedade de substâncias de interesse para áreas de 

agricultura, medicina e farmacologia em geral (STROBEL & DAISY, 2003; KUSARI et al. 2012; 

PARK et al. 2012; KUMAR et al. 2019; SAHA et al. 2019)    

Ainda assim, poucas espécies vegetais foram estudadas quanto a totalidade de sua 

microbiota endofítica (VAZ et al. 2014), como é o caso dos micro-organismos endofíticos do 

gênero Passiflora. 

 A espécie P. incarnata Linnaeus, popularmente conhecida como maracujá-vermelho, 

apresenta diversas propriedades medicinais associadas aos seus vários constituintes químicos, tais 

como compostos fenólicos, alcalóides e flavonoides (LORENZI, 2002; MARCHART et al. 2003). 

Em 2010 Patil relatou em seus estudos a ação antibacteriana de metabólitos secundários extraídos 

da P. incarnata L. contra as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli (PATIL, 2010). 
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Apesar da P. incarnata L. apresentar uma variedade de atividades biológicas, as 

propriedades da sua microbiota endofítica são praticamente inexploradas. Dessa maneira, é de 

suma importância explorar essa microbiota, principalmente com relação à ação que estes 

micro-organismos podem apresentar contra doenças que causam sérios prejuízos a culturas de 

Passiflora de grande interesse econômico, como é o caso da bacteriose no maracujá-amarelo (P. 

edulis). 

Assim, este trabalho tem como objetivo contribuir para a descoberta de novos compostos 

produzidos por fungos endofíticos isolados de P. incarnata L. que possuam ação contra a X. 

axonopodis pv. passiflorae, causadora da bacteriose no maracujá-amarelo (P. edulis). 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Xanthomonas e sua fitopatologia  

A primeira descrição de um membro do gênero Xanthomonas foi feita por Ethel M. Doidge, 

em 1921, ainda como Bacterium vesicatorium, ao estudar um patógeno que atacava tomateiros e 

pimentões (DOIDGE, 1921). Mais tarde, em 1939, a espécie foi renomeada por Dowson para 

Xanthomonas vesicatoria, passando por diversas alterações desde então (KYEON et al. 2016; 

JONES et al. 2000). 

A classificação e agrupamento dos membros do gênero passou por várias adaptações e 

correções devido à uniformidade fenotípica do grupo, mas com o surgimento de novas técnicas 

moleculares a utilização do sistema de patovares, que relaciona as variedades patogênicas com as 

espécies vegetais afetadas, se tornou o mais usual para o grupo (VAUTERIN et al. 2000).  

As bactérias do gênero Xanthomonas são Gram-negativas, em forma de bastonetes, com 

um único flagelo polar. Em cultura apresentam colônias convexas, de margens arredondadas, com 

brilho e em geral coloração amarelada devido à presença do pigmento xanthomonadina, que dá 

nome ao gênero (VAUTERIN et al. 1995). O destaque do grupo se dá pela variedade de espécies 

vegetais atingidas. Com distribuição mundial, o grupo é responsável por doenças em culturas 

economicamente importantes como: citros, maracujá, mandioca, tomate, cana-de-açúcar, morango, 

pimentão, arroz, feijão, banana e outros (FISCHER & REZENDE, 2008; ISHIDA & HALFELD-

VIEIRA, 2009 ; RYAN et al. 2011; RODRIGUEZ-R et al. 2012). 

As infeções usualmente se espalham por sementes e mudas contaminadas, e uma vez 

instalada em um pomar, plantas saudáveis podem ser infectadas durante seu manuseio, pela ação 

de chuva, vento, solo contaminando e possivelmente insetos. Os patógenos inicialmente colonizam 

as superfícies do vegetal, mas podem afetar os tecidos internos através de estômatos, hidatódios ou 

lesões na planta (Fig. 1) (RYAN et al. 2011).  
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Figura 1 - Microscopia do estômato de toranja com células de X. axonopodis pv. citri 

 

            Foto: J. Cubero. Retirado de Gottwald et al. 2012 

De maneira geral é recomendada a utilização de técnicas de manejo integrado para o 

cultivo, como maior espaçamento entre as plantas, higienização dos materiais de trabalho, 

utilização de produtos antibacterianos, dentre outros, de maneira que se atenha aos níveis 

adequados de fitossanidade. Um aumento na área de produção sem adesão destas técnicas pode 

ocasionar o aumento de incidência de patologias.  (MEW & NATURAL, 1993; COELHO et al. 

2016).  

Tendo em vista que em muitos casos, as infecções causadas por membros do gênero são de 

difícil controle e erradicação, grande parte dos esforços é direcionado a não instalação dos micro-

organismos nas plantações através da seleção de mudas e sementes sadias, uso de cultivares 

resistentes, quando disponíveis, controle de insetos e plantas invasoras, destruição dos restos 

vegetais. (ISHIDA & HALFELD-VIEIRA, 2009; JUNQUEIRA 2005 apud ISHIDA & 

HALFELD-VIEIRA, 2009; SANCHES et al. 2014) 

Após sua instalação, os métodos mais comuns de controle são a erradicação das plantas 

contaminadas e a aplicação de químicos, sendo os mais comuns os produtos à base de cobre 

associados a antibióticos.  Porém, é seguro afirmar que as aplicações recorrentes de químicos nas 

lavouras criam uma força de seleção que pode gerar micro-organismos resistentes aos produtos 

utilizados (ANDERSON & HUGHES, 2011; ECONOMOU & GOUSIA, 2015). Alguns relatos na 

literatura já revelam a existência de alguns isolados do gênero Xanthomonas com resistência a 

determinadas concentrações de cobre (AGUIAR et al. 2003; FRANCO & TAKATSU, 2004). 
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2.2 O maracujá no Brasil 

O gênero Passiflora é conhecido pela grande variedade de espécies, são aproximadamente 

500 espécies, com 130 delas encontradas no Brasil. A maior importância econômica do gênero vem 

da produção de frutos, principalmente da espécie P. edulis f. flavicarpa, o maracujá amarelo ou 

azedo (CERVI et al. 2010; MELETTI, 2011; JUNQUEIRA et al. 2005 apud ZUCARELI et al. 

2015). 

O maracujá vem de uma cultura relativamente recente, com a instalação dos primeiros 

pomares comercias no estado de São Paulo, na década de 60, ainda assim, o país figura como maior 

produtor mundial de maracujá amarelo (MELETTI, 2011; IBGE, 2016; FAO, 2018;). Mesmo 

apreciada pelo sabor exótico pelo mercado exterior, quase que a totalidade da produção nacional 

de frutas frescas acaba por atender ao mercado interno, devido sua popularidade, com as poucas 

exportações sendo relegadas a sucos concentrados (MELETTI, 2011; FAO 2018).   

No final da década de 80 houve um grande investimento na cultura no país, com intensa 

profissionalização da produção, levando o país aos patamares atuais. O maracujá se tornou um 

meio de entrada viável para o agricultor que buscava uma alternativa na fruticultura e encontrou 

no fruto um rápido retorno financeiro e uma produção constante durante o ano. Mesmo com o 

investimento aplicado na produção agrícola no país, várias etapas, como a polinização, necessitam 

de intensiva mão de obra e não permitem a mecanização, relegando a cultura do maracujá a 

pequenas propriedades, com destaque para agricultores familiares que tem incentivado o 

desenvolvimento de pomares comerciais e a fixação de mão de obra rural (LIRA, 2018; MELETTI, 

2011; MONDAINI & KINPARA, 2003).  

A variedade de produtos obtidos do maracujá é ampla, garantindo um alto valor agregado 

à cultura. Frutas frescas, sucos, polpas, iogurtes, sorvetes, flores para ornamentação e a obtenção 

de fitoterápicos para medicina, como a maracujina e a passiflorina (MONDAINI & KINPARA, 

2003; COELHO et al. 2016). Pesquisas recentes ainda apontam para utilização de rejeitos da fruta, 

como a casca, que representa mais de 50% da massa da fruta, e suas sementes, que podem ser 

utilizadas na extração de fibras, pectina, niacina, substâncias antioxidantes e outros (CÓRDOVA 

et al. 2005; VERA et al. 2019; VUOLO et al. 2019). 

O aumento na produção, sem os cuidados necessários, expôs o agricultor a novas 

problemáticas. Além do aumento nos custos de mão de obra, fertilizantes, agrotóxicos e a flutuação 

dos preços dos produtos originados da fruta, o surgimento de pragas que afetam as lavouras tem se 
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tornado um empecilho na produtividade acarretando perdas econômicas substanciais (COELHO et 

al. 2016).  

Diversas pragas causadas por fungos, vírus e bactérias, afetam a cultura do maracujá, 

ocasionando a morte da planta antecipadamente, a perda na produtividade ou na qualidade dos 

frutos. Muitos pomares acabaram aderindo um caráter itinerante, mudando a produção de região 

devido a saturação de certas doenças (MELETTI, 2011). Dentre elas, destaque-se no Brasil: a 

fusariose, ou murcha do fusarium (Fig. 2), ocasionada pelo fungo filamentoso Fusarium 

oxysporum, que pode causar o entupimento dos vasos internos e levar a planta à morte; o woodiness 

(Fig. 2)¸ causado por um vírus do gênero Potyvirus que provoca o endurecimento dos frutos e 

malformação da planta; a bacteriose, mancha bacteriana, ou morte súbita do maracujá (Fig. 3), 

causada pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, que leva a manchas em flores e 

frutos e até a morte da planta em casos graves (FISCHER & REZENDE, 2008). 

Figura 2 - Morte da planta ocasionada por infecção de F. oxysporum f. sp. passiflorae 

 

                                        Foto: J. R. Liberato DPI&F. Retirado de Liberato & Laranjeira, 2005 
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Figura 3 - Frutos mostrando sintomas de woodiness 

 

         Foto: Michel C. Moraes. Retirado de Moraes et al. 2002 

Figura 4 - Fruto mostrando sintomas da bacteriose do maracujá 

 

             Foto: Bernardo de Almeida Halfeld-Vieira. Retirado de Ishida & Halfeld-Vieira, 2009 

A bacteriose do maracujá se destaca pelo seu causador, a bactéria X. axonopodis pv. 

passiflorae. O primeiro relato da doença no país data de 1967, na cidade de Araraquara e 

rapidamente se espalhou para todas as regiões onde se produz a fruta, espcialmente em regiões com 

altas temperaturas e umidade (ISHIDA & HALFELD-VIEIRA, 2009; NAKATANI et al. 2009).  

 A doença é conhecida como uma das mais limitantes para cultura do maracujazeiro. É 

caracterizada pelo surgimento de manchas de aspecto oleoso que levam a necrose e podem formar 

regiões cloróticas ao seu redor. Os frutos também apresentam manchas oleosas que podem atingir 

grandes extensões que embora superficiais, em casos de infecções avançadas, pode atingir as 
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sementes tornando o fruto impróprio para consumo, causando perdas primárias e secundárias na 

produtividade (GONÇALVES & ROSATO, 2000; ISHIDA & HALFELD-VIEIRA, 2009; 

CERDA et al. 2017).  

O nome de “morte súbita” remete a redução no tempo de vida do maracujazeiro, que passa 

de 3 a 4 anos para 12 a 18 meses de vida. O fato ocorre em casos graves onde os vasos das folhas 

são contaminados e os micro-organismos atingem os vasos da região lenhosa, obstruindo seu 

interior e provocando a seca de porções ou da planta inteira (VIANA et al. 2003).   

Assim como outros membros do gênero, a bactéria X. axonopodis pv. passiflorae  tem como 

um dos principais métodos de disseminação o uso de sementes e mudas contaminadas, o que, 

devido a abrangência da doença, tem se tornado um grave problema para agricultores que tem 

dificuldades em obter material de propagação sadio (NAKATNI, 2009). De maneira geral, o 

controle da doença usa um manejo integrado, que prevê desde a instalação de plantios em locais 

distantes dos contaminados, técnicas de manipulação adequada e erradicação de insetos e plantas 

invasoras a até a aplicação de químicos que em geral são combinados de compostos cúpricos e 

antibióticos (ISHIDA & HALFELD-VIEIRA, 2009). 

 O uso de químicos, além de levantar questões importantes sobre a manutenção de um 

ambiente saudável, já é considerado como uma das possíveis causas da severidade da doença, visto 

que a aplicação de compostos cúpricos é recorrente e possivelmente existem isolados com maior 

resistência (FRANCO & TAKATSU, 2014). Com a possibilidade do surgimento de micro-

organismos resistentes aos métodos de controle conhecidos, tanto pesquisadores quanto 

agricultores têm buscado métodos alternativos para se combater a bacteriose (ZANARDO et al. 

2016).   

2.3 Modelo de agricultura atual 

 Os anos que se seguiram após o término da Segunda Guerra Mundial foram marcados por 

avanços científicos em diversas áreas, dentre elas, as ciências agrárias mostraram significativa 

expansão tecnológica que culminou na criação de um modelo agro econômico utilizado até hoje 

no mundo (PELAEZ et al. 2010). 

 O momento, conhecido como revolução verde, foi caracterizado pela combinação da 

mecanização do campo, o uso de sementes e organismos geneticamente modificados e a aplicação 

da química na forma de fertilizantes e agrotóxicos, mudanças essas incentivadas pela promessa do 

aumento da produção alimentar visando à erradicação da fome e segurança alimentar. 
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ALBERGONI & PELAEZ, 2007). De fato, a produção de alimentos, dentre os anos de 1966 e 2000 

mostrou um aumento de 125%, evitando as previsões de fome mais alarmantes feitas no início da 

década de 60 (KUSH, 2001). 

Estima-se uma população de aproximadamente mais de nove bilhões de pessoas para 2050, 

assim é essencial um aumento drástico (em torno de 70%) na produção de alimentos (CRIST et al. 

2017; CLAY, 2011; CARVALHO, 2006; COHEN, 2005). 

Juntamente com o aumento na produção é essencial que se diminuam as perdas de 

alimentos, seja na lavoura ou no pós-processamento de seus produtos. Segundo a ONU, doenças e 

pragas podem ocasionar até 40% de perda na produção alimentar, sendo essas causadas por uma 

variedade de organismos como vírus, bactérias, fungos, nematoides e plantas parasitas (FAO, 2017; 

STRANGE & SCOTT, 2005). Além da perda quantitativa, com a redução de produtividade, é 

importante ressaltar que existem perdas qualitativas, que podem diminuir a qualidade de algum 

produto, afetando desde suas propriedades até seu preço de mercado (OERKE, 2006).  

   Neste contexto, o uso de químicos nas lavouras tem sido importante mundialmente para o 

controle de pragas, neste cenário o Brasil, desde 2008, se destaca como sendo o maior importador  

e consumidor de produtos sintéticos na agricultura (RIGOTTO et al. 2014; CARNEIRO et al. 2015; 

BOMBARDI, 2017; VASCONCELOS, 2018) e figura na sétima posição como consumidor por 

hectare de cultivo em média (VASCONCELOS, 2018). 

Ainda que o advento dos agrotóxicos, ou intensivos agrícolas, tenha permitido o controle 

de diversas pragas colaborando com a segurança alimentar, a perspectiva de um aumento da 

utilização destes produtos de maneira irregular ou sem os devidos estudos sobre possíveis riscos 

para saúde pública, meio ambiente e implicações socioeconômicas colocam novamente em pauta 

sua seguridade (PIMENTEL, 2005; ARAÚJO et al. 2007; GILDEN et al. 2010; BOMBARDI, 

2017; FERNANDES et al. 2019). 

Dentre os riscos apresentados é possível observar casos de doenças e envenenamentos de 

trabalhadores rurais e animais e a contaminação de produtos agrícolas (PIMENTEL, 2005), criando 

riscos para população e agravando problemas para a saúde pública. Segundo o relatório divulgado 

em 2016 pelo Programa de Análises de Resíduos em Alimentos (PARA), associado à ANVISA 

(BRASIL, 2016), aproximadamente 20% das amostras alimentares coletadas de produtos agrícolas 

se mostraram com níveis insatisfatórios de produtos químicos variados. Em relação ao ambiente 

são relatadas contaminações de corpos aquáticos e do solo, promovendo efeitos variados em 
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diversos organismos da cadeia alimentar da região afetada (HAYO & WERF, 1996; 

GRAVILESCY, 2005; PIMENTEL, 2005).  

Ademais, o uso recorrente de químicos na agricultura cria uma pressão de seleção que tem 

aumentado à frequência do surgimento de micro-organismos resistentes aos mesmos 

(ANDERSON & HUGHES, 2011). A extensa utilização de monoculturas, e suas técnicas 

associadas, promovem um ambiente geneticamente homogêneo e mais denso, que permite a rápida 

proliferação de doenças nas lavouras, e que quando associada à contínua aplicação de pesticidas 

promove condições necessárias para o possível desenvolvimento de pragas resistentes 

(STUKENBROCK & MCDONALD, 2008; DAYAN et al. 2009) 

Devido aos riscos apontados, países como os Estados Unidos passaram a adotar 

medidas regulatórias mais rígidas (Food Quality Protection Act, em 1996), enquanto no âmbito 

internacional, instituições como os comitês da Food and Agriculture Organization (ONU) emitem 

orientações visando maior entendimento e controle do uso destes produtos sintéticos (DAYAN et 

al. 2009; ECONOMOU & GOUSIA, 2015; FAO, 2015). A União Européia, que concentra 

aproximadamente 50% da indústria de agroquímicos, possui legislações mais restritivas que visam 

proibir produtos nocivos e reavaliar, a cada 10 anos, os químicos em utilização nas lavouras 

(PELAEZ et al. 2015; BOMBARDI, 2017) 

No Brasil, por mais que as legislações sejam menos rigorosas do que em outros países, com 

diversos produtos em circulação que se encontram proibidos por outros governos (BOMBARDI, 

2017), agências como a ANVISA visa um maior controle destes químicos (LOPES, 2017) e a 

EMBRAPA, que aliada a produtores e a pesquisadores, promove trabalhos que buscam alternativas 

para a agricultura e para que se evitem os efeitos nocivos dos agrotóxicos (EMBRAPA, 2015; 

TORDIN, 2015; KARAM et al. 2017). 

2.4 Produtos naturais e organismos endofíticos 

 No contexto abordado, a busca por produtos naturais se mostra como uma alternativa viável 

ao combate de pragas. A importância destes produtos se dá pela grande variedade estrutural, o que 

permite a elaboração de diversas estratégias no controle de pragas. A associação com micro-

organismos aponta para a existência de funções biológicas associadas a estas substâncias. Além 

disso, a ausência de estruturas “não naturais” possibilita um melhor reconhecimento e degradação 

destes compostos por organismos na natureza, o que lhes confere uma menor “meia-vida” (FEHER 

& SCHMIDT, 2003; DAYAN & DUKE, 2009; DAYAN et al. 2009).  
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 É possível obter substâncias de origem natural de vários tipos de organismos, como plantas, 

animais e micro-organismos. Aqui, dá-se destaque aos micro-organismos endofíticos, os quais 

residem em tecidos vegetais vasculares sem causar aparente dano a seu hospedeiro. (BACON & 

WHITE, 2000; GUO et al. 2008).  

De acordo com as últimas estimativas, existem cerca de 400.000 espécies de plantas no 

mundo, com milhares de espécies sendo descritas anualmente (KEW, 2017). Considerando que 

cada espécie vegetal é hospedeira de um ou mais endófitos e que raras são as espécies com estudos 

completos acerca desses micro-organismos e seus produtos, é seguro afirmar a potencialidade da 

área para a descoberta de novos produtos naturais bioativos (STROBEL & DAISY, 2003; GUO et 

al. 2008; KUSARI et al. 2012; GOUDA et al. 2016; SAVI et al. 2019).  

 As substâncias mais comumente obtidas destes micro-organismos são seus metabólitos 

secundários, compostos de baixo peso molecular que apresentam uma diversidade de funções como 

antifúngicas, antibacterianas, antivirais, antitumorais, antioxidantes, inseticidas e 

imunomodulatórias (GUO et al. 2008; STROBEL & DAISY, 2003).  

Strobel et al. (2001) descrevem a ação de uma mistura compostos antibióticos voláteis 

produzidos pelo fungo Muscodor albus, isolado de Cinnamomum zeylanicum, com capacidade de 

inibição de fungos e bactérias, incluindo o causador da doença do carvão na cevada, Ustilago 

hordei. Linhagens de Pseudomonas fluorescens e P. putida¸ isoladas de oliveiras (Olea europea 

Picual) apresentaram ação in vitro e in vivo contra o patógeno Verticillium dahliae, causador da 

murcha nas oliveiras, e portanto, possibilitam a criação de estratégias no controle da doença, seja 

no desenvolvimento de produtos originados de seus extratos ou na forma de controle biológico 

(MERCADO-BLANCO et al. 2004; MERCADO-BLANCO & LUGTENBERG, 2014).   

 Na área médica existem grandes avanços proporcionados pelo estudo de micro-organismos 

endofíticos, por exemplo,  a produção de drogas como o taxol, obtido inicialmente da árvore Taxus 

brevifolia, um dos mais importantes medicamentos no combate ao câncer, podem ser barateadas 

através da produção por isolados endofíticos com capacidade de produção de compostos similates 

(STIERLE et al. 1993; STROBEL, 2002; CANUTO et al. 2012). Substâncias antibióticas, como 

pseduomicinas e ecomicinas, têm sido obtidas de bactéricas endofíticas e apresentam efeitos 

positivos contra patógenos com Candida albicans, ampliando estratégias de controle de patologias 

humanas (CHRISTINA et al. 2013).  
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 Nas ciências de materiais, produtos como os bioplásticos, sendo o Poli-3-hidroxibutirato 

(P3HB) o mais conhecido, são produzidos por diversas bactérias como Herbaspirillum 

seropedicae, por exemplo, e podem fornecer uma alternativa aos plásticos convencionais (RYAN 

et al. 2008). 

Muito se discute acerca da origem das propriedades desses organismos e seu processo de 

co-evolução entre micro-organismos e plantas. Registros arqueológicos mostram hifas fossilizadas 

em uma estrutura similar a micorrizas, possivelmente associadas a briófitas, que datam do 

Ordoviciano (aprox. 460 milhões de anos) (REDECKER, 2000). A evolução destes micro-

organismos com o surgimento de plantas vasculares pode ter permitido o desenvolvimento de vias 

metabólicas cujos metabólitos apresentassem função ecológica (KRINGS et al. 2007; KUSARI et 

al. 2012; VENUGOPALAN & SRIVASTAVA, 2015).  

Uma das espécies vegetais em questão é a P. incarnata L (Fig. 5), o maracujá vermelho, ou 

maypop, como é conhecido na América do Norte, de onde a planta é nativa. Ainda que do mesmo 

gênero dos demais maracujás, como o amarelo por exemplo (P. edulis f. flavicarpa), e possuindo 

um fruto comestível (DHAWAN et al. 2001) o destaque de P. incarnata L. está na variedade de 

substâncias obtidas da planta e suas flores ornamentais (MIRODDI et al. 2013).  
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Figura 5 - Flor de Passiflora incarnata Linnaeus, o maracujá vermelho 

 

          Retirado de: Dai et al. 2016.  

Compostos extraídos da planta já mostraram efeitos positivos no combate a ansiedade, 

eretismo (intoxicação por mercúrio), insônia, hipertensão, neuralgia e até mesmo câncer 

(MIRODDI et al. 2013; KIM et al. 2017), fazendo com que a planta fosse reconhecida em 

farmacopeias britânicas, americanas, indianas, francesas, suíças, alemãs e egípcias (DHAWAN et 

al. 2001). É considerado, no entanto, que as propriedades ansiolíticas e calmantes da planta já 

seriam utilizadas por populações locais desde antes seus estudos clínicos através do consumo de 

frutos ou por preparações com partes do vegetal, o que, se mantém até hoje, com a comercialização 

de diversos extratos naturais e o consumo caseiro corriqueiro em muitas regiões (DHAWAN et al. 

2004; MIRODDI et al. 2013; KIM et al. 2017). 

Visto a variedade dos produtos encontrados na planta, seus micro-organismos endófitos se 

apresentam como uma possível nova fonte de substâncias de interesse. A microbiota endofítica de 

P. incarnata L. ainda é pouco explorada, porém, os trabalhos existentes na literatura revelam 

resultados promissores. O fungo Alternaria alternata mostrou altas produções de um composto 

com atividade contra células tumorais (SEETHARAMAN et al. 2017). Ademais, foram isolados 

diversos compostos como saponinas, flavonoides e compostos fenólicos provenientes de extratos 

de fungos filamentosos endofíticos (SILVA, 2017). Além de fungos, bactérias endofíticas também 
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já foram isoladas e demostraram produzir substâncias com capacidade de promover crescimento 

vegetal (YESQUÉN, 2018).  

 Neste contexto, pesquisas envolvendo produtos naturais e seus organismos são importantes 

não apenas no combate a pragas na agricultura, mas também em áreas como a da saúde e de ciências 

de materiais, possibilitando estratégias de controle de doenças humanas e novas soluções 

industriais.  

  



30 
 

 

3 OBJETIVOS 

O trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de fungos endofíticos isolados de P. 

incarnata com atividade antimicrobiana em relação a bactéria X. axonopodis pv. passiflorae, 

causadora da bacteriose no maracujá amarelo (P. edulis). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Micro-organismos utilizados 

Vinte e quatro fungos endofíticos isolados de P. incarnata L foram utilizados. Os isolados 

foram examinados quanto à sua pureza e preservados pelo método de Castellani (CASTELLANI, 

1939). Os isolados utilizados neste trabalho foram previamente selecionados mediante sua 

atividade contra fungos fitopatógenos, pelo grupo de pesquisa da Prof.ª Derlene Attili de Angelis.   

As linhagens de X. a. pv. passiflorae utilizadas foram cedidas pela professora Maria Lúcia 

Carneiro Vieira, do Departamento de Genética da Escola Superior de Agricultura “Luiz de 

Queiroz” da Universidade de São Paulo. As linhagens foram criopreservadas à - 80ºC (20% 

glicerol). 

4.2 Produção dos extratos 

4.2.1 Cultivo microbiano 

 Os fungos filamentosos foram reativados em placas com meio de cultivo ágar malte 2% 

(MA) e incubados em estufa por sete dias à 28ºC. Após esse período, discos de aproximadamente 

0,5 cm, contendo micélio e ágar, foram transferidos para frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL 

contendo aproximadamente 150 mL de meio de cultivo líquido Malte 2% (M). Os frascos foram 

mantidos a 28ºC e 120 rpm por 20 dias. A padronização do método de cultivo foi realizada por 

Silva (2017).  

4.2.2 Obtenção dos extratos brutos 

 Após o tempo de cultivo, todo caldo obtido foi submetido a processo de extração, onde este 

foi triturado em liquidificador industrial com o solvente acetato de etila, este passo foi realizado 

três vezes para garantir maior eficiência ao processo.  Com auxílio de um funil de separação as 

fases orgânica e aquosa foram separadas (Fig. 6). A fase aquosa foi devidamente descartada 

enquanto a fase orgânica foi reservada para a concentração, tendo o excesso de água removido pela 

adição de sulfato de sódio (Na2SO4) quando necessário. 
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Figura 6 - Funil de separação mostrando as fases orgânica (acima) e aquosa (abaixo) 

 

  Foto: Acervo pessoal 

O excesso de solvente foi removido com o auxílio de um evaporador rotativo e a secagem 

dos extratos foi obtida em um concentrador de amostras à 40ºC com fluxo de ar incidido sobre as 

amostras (Fig. 7). Os extratos brutos secos foram acondicionados em microtubos à 10ºC. 

 

Figura 7. Concentrador de amostras 

 

  Foto: Acervo pessoal 

Após a determinação da massa dos extratos, todos foram dissolvidos em uma solução de 

dimetilsulfóxido (DMSO) 10% e água, a fim de se obter uma solução de concentração igual a 

30mg/mL. Todos os extratos diluídos foram acondicionados à -4ºC.  
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4.3 Avaliação da atividade antibacteriana dos extratos brutos 

 Todos os extratos obtidos foram submetidos a um ensaio de seleção visando determinar 

sua capacidade inibitória contra a bactéria fitopatogênica X. a. pv. passiflorae. As linhagens 

utilizadas foram: LM4a e M83, isoladas a partir de amostras coletadas de pomares nas cidades de 

Limeira – SP e Uberaba – MG, respectivamente.  

4.3.1 Resazurin Microtiter Assay (REMA) 

 Afim determinar a capacidade de inibição dos extratos, estes foram avaliados pelo método 

de REMA. O teste se baseia na redução da resazurina, corante de cor azul e baixa fluorescência, 

para resorufina, de cor rósea e alta fluorescência. A redução da resazurina se dá pela ação do NADH 

desidrogenase gerado pelo metabolismo celular de organismos presentes, sendo proporcional à 

respiração aeróbica (Fig. 8), de maneira que é possível quantificar a viabilidade celular do 

fitopatógeno mediante a presença do extrato testado. A quantificação é feita a partir do aparelho de 

fluorescência Synergy H1 (BIOTEK) com excitação e emissão nos comprimentos de onda de 530 

e 590 nm. 

Figura 8 - Reação de redução da rezasurina para resorufina mediada pela ação do NADH 

 

Fonte: Adaptado de Schimit et al. 2013 

 O ensaio foi realizado em microplacas de 96 poços contendo os extratos testados 

juntamente com um controle negativo (CN), controlo positivo (CP) e controle de veículo (CV) 

(Fig. 9). 
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Figura 9 - Exemplo de uma placa de REMA após o último período de incubação. A: Amostras; CP: 

controle positivo; CV: controle de veículo; CN: Controle Negativo 

 

Foto: Acervo pessoal 

 Os extratos, já padronizados em solução de DMSO 10%, foram diluídos em meio NYG 

(0,3% extrato de levedura; 0,5% de peptona bacteriológica e 2% glicerol) a fim de se obter uma 

concentração de 2,1 mg/mL, concentração máxima testada, e de maneira que a concentração de 

DMSO não ultrapasse 1%, a mesma utilizada para a elaboração do CV. Para o CP se utilizou o 

antibiótico canamicina (20µg/mL), o CN foi composto apenas por meio de cultivo NYG e inóculo 

bacteriano.  A montagem do ensaio seguiu o protocolo por Silva & Ferreira (2013), modificado 

para a utilização de meio NYG, onde oito extratos são testados em oito diluições seriadas.  

 As células bacterianas para o inóculo foram cultivadas em meio NYG líquido à 29ºC e 200 

rpm por 12 h, afim de atingir uma densidade óptica (D.O.) de aproximadamente 0,8 (à 600nm) 

referente a fase log de crescimento bacteriano, buscando a utilização de células viáveis. O inóculo 

então foi padronizado com uma diluição em meio NYG para se obter a concentração de 105 células 

em cada poço da placa. 

 Após a preparação, as placas foram incubadas à 29ºC por aproximadamente 16 h, quando 

é possível observar o turvamento do meio de cultivo no CN, apontando crescimento bacteriano, foi 

então adicionado o corante rezasurina (0,1 mg/mL) e a placa foi novamente incubada à 29ºC por 

cerca de 1 hora. Após esse período foi realizada leitura da placa por meio do leitor de microplacas 

SYNERGY H1 (Biotek®) que quantifica as unidades de florescência em cada poço.  
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 As medidas de unidade fluorescência foram utilizadas para o cálculo de porcentagem de 

inibição do crescimento celular em cada poço, de acordo com a seguinte fórmula: 

 

%I = [
CN − AM

CN
] ∗ 100 

 

Onde temos que: %I é a porcentagem de inibição do crescimento celular em um 

determinado poço; CN representa a média das medidas de fluorescência obtidas em todos os poços 

de controle negativo e AM são as medidas de fluorescência obtidas em cada um dos poços contendo 

amostras. 

4.3.2 Avaliação da atividade inibitória dos extratos brutos 

 A triagem dos extratos foi realizada em duplicada para as duas linhagens de X. axonopodis 

pv. passiflorae, LM4a e M83. Foram considerados como positivos aqueles que mostraram 

porcentagens de inibição celular superiores a 90% na maior concentração testada. 

 Para estes extratos, os testes foram repetidos em triplicata em três eventos distintos, onde 

cada extrato foi testado em oito concentrações diferentes (μg/mL): 2100; 1050; 525; 262; 131; 65; 

32; 16.  

4.4 Concentração Inibitória (CI 90) dos extratos 

Os valores de concentração para inibição celular de 90% (CI90) foram calculados utilizando 

as porcentagens inibitórias obtidas (4.3.2). Os valores de porcentagem do evento que apresentou o 

menor desvio padrão foram usados para a elaboração de uma função polinomial de quarta ordem, 

que ao ser igualada ao valor de 90 (Y=90), permite a obtenção das concentrações (µg/mL) 

necessárias de cada extrato para a inibição celular de 90%. Um modelo de equação obtida pode ser 

visto na Figura 10.  
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Figura 10 - Gráfico exemplificando a determinação da curva de regressão de um extrato 

apresentando o modelo de equação gerada. 

 

Fonte: Dados do trabalho 

 

4.5 Avaliação da Concentração Mínima Bactericida (CMB) 

 A CMB foi determinada pelo repique do conteúdo da placa de 96 poços, previamente a 

adição do corante resazurina (0,1 mg/mL), em uma placa de Petri (150 x 15 mm) contendo meio 

de cultivo NYG sólido, usando um repicador de colônias (Figura 11).  
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Figura 11 - Repicador de colônias utilizado para inoculação em placas de Petri com meio NYG 

para determinação da CBM. 

 
          Fonte: Gabrielle Vieira 

As placas foram incubadas por 48h à 29ºC. O crescimento bacteriano foi verificado 

visualmente, sendo possível determinar em quais concentrações cada um dos extratos apresentou 

características bactericidas. Os testes foram realizados em conjunto com os testes REMA, sendo 

então realizados em triplicatas em três eventos distintos. 

 

4.6 Fracionamento dos extratos ativos 

4.6.1 Cromatografia em coluna 

O fracionamento em coluna do extrato selecionado foi realizado de duas maneiras: 

1) Em coluna de sílica gel, 0,2 – 0,5 mm, montada em bureta de 50 mL de volume total, 

com fase móvel composta por uma mistura de acetato de etila e hexano. O início da corrida se deu 

com uma solução de 10% acetato de etila e com o decorrer do fracionamento a concentração do 

solvente foi aumentada até 100% de acetato de etila. Aproximadamente 120 mg de extrato foram 

diluídos em metanol 100% em um volume não superior a 2 mL e injetados com auxílio de uma 

pipeta manual.  As frações foram coletadas em microtubos com volume de 500 µL cada. 

2) Em coluna HiPrep, Octyl FF 16/10 (GE Healthcare®) de 20 mL de volume total, 10 cm 

de altura, 1,6 cm de diâmetro e com fase móvel composta por uma mistura de metanol e água, 

iniciando a corrida com uma solução de 10% metanol a um fluxo de aproximado de 200 µL/min. 

Com o decorrer do fracionamento a concentração de metanol foi aumentada até 100%. 

Aproximadamente 140 mg de extrato foram diluídos em metanol 100% em um volume não superior 

a 2 mL e injetado com auxílio de uma bomba peristáltica. As frações foram coletadas em 

microtubos com volume de 500 µL cada. 
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 O fracionamento, em ambos os métodos, foi acompanhado por cromatografia em camada 

delgada (CCD) (TLC Sílica Gel 60 F254, MERCK®). As frações foram aplicadas em placa de sílica 

(aprox. 5 cm x 2cm) e corridas com acetato de etila 100%. A revelação das placas se deu em luz 

UV em dois comprimentos de onda distintos (254nm e 365nm) e solução reveladora (5mL de ácido 

acético, 465mL de etanol, 12,5mL de p-anisaldeído e 17,5mL de ácido sulfúrico) com posterior 

aquecimento em chapa aquecedora (aprox. 80ºC). O uso da técnica permitiu o acompanhamento 

do processo de fracionamento e guiou o aumento na proporção de solventes utilizados em ambos 

os processos citados. 

4.6.2 Separação em CLAE 

As frações ativas foram submetidas à análise por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

(CLAE). Para tanto, foi utilizado um aparelho Shimadzu acoplado a detectores UV-VIS e de Índice 

de Refração (IR). A coluna utilizada foi uma C18 Shim-pack CLC-ODS (M) ® da Shimadzu. A 

fase móvel isocrática foi composta por 5% de Metanol e 95% água, com tempo de corrida de 25 

min e volume de injeção de 20µL. 

 O cromatograma obtido pela análise de CLAE foi separado em regiões determinadas e a 

coleta das mesmas regiões foi realizada guiada pelo tempo de retenção de cada região. As amostras 

foram coletadas ao longo de várias corridas e concentradas de acordo com cada região e testadas 

quanto a sua bioatividade através do teste REMA (item 4.3.1). 

4.6.3 Análise por Espectrometria de massas 

 A mesma fração utilizada para a análise por CLAE (item 4.6.2) foi submetida a um novo 

fracionamento em coluna de silica gel, como citado no item 4.6.1, modificado para um menor fluxo 

de corrida.  

 As frações obtidas a partir deste novo fracionamento foram analisadas quanto sua 

bioatividade e as consideradas positivas foram submetidas à análise por espectrometria de massas. 

As análises de espectrometria de massas foram realizadas por cromatógrafo líquido acoplado ao 

espectrômetro de massas (LC-MS/MS - Waters). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Produção de extratos brutos 

Ao final do processo de extração foram obtidos 24 extratos, apresentados, com suas 

respectivas massas, na Tabela 1. 

Tabela 1 - Massa (mg) de extrato obtida de cada um dos isolados de fungos endofíticos. Massa 

relativa à aproximadamente 300 mL de caldo de cultivo utilizados na extração. 

Isolado Massa Isolado Massa Isolado Massa 

LMA 1666 63.6 LMA 1672 97.2 LMA 1684 101.6 

LMA 1603 57.2 LMA 1681 44.4 LMA 1686 92.8 

LMA 1710 35 LMA 1674 26.3 LMA 1605 51.6 

LMA 1630 27 LMA 1705 93.8 LMA 1709 47.7 

LMA 1596 32.9 LMA 1706 29.6 LMA 1720 56.3 

LMA 1722 15.8 LMA 1719 18 LMA 1792 50.6 

LMA 1721 32 LMA 1718 127 LMA 1798 129.6 

LMA 1793 52 LMA 1602 45.7 LMA 1694 40.3 

Fonte: Dados do trabalho 

Inicialmente todos os extratos produzidos apresentaram massa suficiente para a realização 

dos testes de triagem. Os extratos considerados positivos foram produzidos em maior quantidade 

(de acordo com item 4.2.1) durante a realização do trabalho afim de se obter maior massa para 

futuros testes.  

 

5.2 Avaliação da atividade antibacteriana dos extratos brutos 

5.2.1 Screening 

 Os 24 extratos foram testados em duplicata em relação a sua atividade de inibição do 

crescimento celular das linhagens LM4a e M83 de X. a. pv. passiflorae. Os resultados estão 

apresentados na Tabela 2. 
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Tabela 2 - Relação de extratos utilizados e sua atividade positiva (em destaque) contra as duas 

linhagens de X. axonopodis pv. passiflorae (valores superiores a 90% foram considerados 

positivos) 

Extratos dos isolados LM4a M83 

LMA 1666 - - 

LMA 1603 - - 

LMA 1710 - - 

LMA 1630 - - 

LMA 1596 - - 

LMA 1722 - - 

LMA 1721 - - 

LMA 1793 + + 

LMA 1672 - - 

LMA 1681 - - 

LMA 1674 - + 

LMA 1705 - - 

LMA 1706 - - 

LMA 1719 + + 

LMA 1718 - - 

LMA 1602 + + 

LMA 1684 - - 

LMA 1686 - - 

LMA 1605 - + 

LMA 1709 - - 

LMA 1720 - - 

LMA 1792 - - 

LMA 1798 + + 

LMA 1694 - - 

 Fonte: Dados do trabalho 

Observando a Tabela 1 é possível verificar que 4 extratos (dos fungos LMA 1793, LMA 

1719, LMA 1798 e LMA 1602) se mostraram positivos para as duas linhagens de X. axonopodis 

pv. passiflorae testadas. Dois extratos, dos fungos LMA 1605 e LMA 1674, revelaram atividade 

apenas contra a linhagem M83, o que pode indicar uma maior suscetibilidade da linhagem aos 

extratos em questão. A diferença de susceptibilidade entre as linhagens pode estar relacionada a 

alta diversidade observada entre os isolados da espécie (Munhoz et al. 2015). 
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5.2.2 Reavaliação da atividade inibitória dos extratos brutos 

 Os quatro extratos considerados positivos (inibição celular superior a 90% na maior 

concentração), para ambas as linhagens, foram testados em triplicatas em três eventos distintos. As 

Fig. 12, 13, 14 e 15 apresentam a relação concentração e inibição desses extratos bioativos frente 

às linhagens LM4a e M83 plotadas com linha de regressão polinomial e desvios padrões. 

Figura 12 - Gráfico da inibição (%) por concentração (µg/mL) do extrato LMA 1793 em relação 

às duas linhagens da bactéria X. axonopodis pv. passiflorae (LM4a e M83) (CP = aprox. 90%). 

 

Fonte: Dados do trabalho 

 

Figura 13 - Gráfico da inibição (%) por concentração (µg/mL) do extrato LMA 1798 em relação 

às duas linhagens da bactéria X. axonopodis pv. passiflorae (LM4a e M83) (CP = aprox. 90%). 

 

Fonte: Dados do trabalho 
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Figura 14 - Gráfico da inibição (%) por concentração (µg/mL) do extrato LMA 1719 em relação 

às duas linhagens da bactéria X. axonopodis pv. passiflorae (LM4a e M83) (CP = aprox. 90%). 

 

Fonte: Dados do trabalho 

 

Figura 15 - Gráfico da inibição (%) por concentração (µg/mL) do extrato LMA 1602 em relação 

às duas linhagens da bactéria X. axonopodis pv. passiflorae (LM4a e M83) (CP = aprox. 90%). 

 

Fonte: Dados do trabalho 

 Todos os extratos, para ambas as linhagens, mostram inibições similares na maior 

concentração, os extratos LMA 1798 e LMA 1793 apresentaram inibição próxima a 90%, também 

em concentrações menores, para ambas as linhagens.  

Para a linhagem LM4a não há uma relação dose resposta entre as concentrações dos extratos 

e a atividade inibitória. Já para a linhagem M83 é possível verificar que para todos os extratos há 

uma relação dose-resposta, ou seja, a atividade inibitória vai diminuindo na medida em que a 
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concentração do extrato diminui.  Para os extratos LMA 1793 e LMA 1798 esta relação só é 

verificada a partir da concentração de 1050 μg/mL, sendo que para estes dois extratos há um 

decaimento de atividade menos acentuado conforme ocorre a diminuição da concentração.  

5.3 Concentração Inibitória (IC 90) dos extratos 

 Com base nas equações obtidas da curva de regressão para cada extrato a partir dos dados 

de inibição via REMA, foi possível determinar a IC90 dos extratos bioativos contra as duas 

linhagens de X. axonopodis pv. passiflorae (Tabela 3). 

Tabela 3 - IC90 dos extratos bioativos em relação às linhagens LM4a e M83 (em µg/mL) 

 LMA4a M83 

Extratos IC90 IC90 

LMA 1793 1027 499 

LMA 1798 288 252 

LMA 1719 2061 1047 

LMA 1602 1875 1705 

Fonte: Dados do trabalho 

Os extratos LMA 1719 e LMA 1602 apresentaram valores de IC90 muito superiores em 

relação aos outros extratos. Dos extratos testados, o LMA 1798 apresentou o menor valor de IC 90 

para ambas às linhagens propostas, seguido pelo extrato LMA 1793. Considerando-se que a 

composição e a proporcionalidade dos compostos presentes em um extrato bruto são 

desconhecidas, concentrações baixas obtidas podem ser um indicador de que uma ou mais 

substâncias bioativas, que quando isoladas, provavelmente apresentaram valores de IC90 ainda 

menores, o que é desejado para um composto antibacteriano. 

Foi possível notar valores menores para linhagem M83 em todos os extratos testados, o que 

novamente indica uma maior suscetibilidade da bactéria aos compostos presentes nos extratos 

brutos. 

5.4 Avaliação da Concentração Mínima Bactericida (CMB) 

 Os extratos considerados positivos foram testados quanto à sua atividade bactericida, sendo 

possível então determinar a mínima concentração na qual o extrato possui características 

bactericidas. Os resultados obtidos neste bioensaio para as duas linhagens podem ser observados 

na Figura 16. 
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Figura 16 - Concentração bactericida mínima de cada extrato bruto em relação às duas linhagens 

(LM4a e M83) e suas concentração (em µg/mL) 

 

Fonte: Dados do trabalho 

 Os extratos dos fungos LMA 1719 e LMA 1602 mostraram-se, na concentração máxima 

testada de 2100 µg/mL, bactericidas para a linhagem LM4a e bacteriostáticos para a linhagem M83, 

o que é demonstrado pelo crescimento bacteriano no ponto de maior concentração de extrato, esta 

seletividade novamente evidencia a diferença entre as linhagens de X. axonopodis pv. passiflorae. 

Os extratos dos isolados LMA 1793 e LMA 1798 apresentaram características bactericidas 

para ambas as linhagens, sendo que para as duas linhagens a concentração mínima bactericida dos 

extratos LMA 1793 e LMA 1798 foram respectivamente de 1050 µg/mL e 525 µg/mL. 

 De maneira geral, os extratos dos isolados LMA 1798 e LMA 1793 apresentaram os 

melhores resultados, com as menores concentrações inibitórias e menores concentrações mínimas 

bactericidas.  

5.5 Identificação dos isolados promissores 

Técnicas moleculares e análise morfológica, realizadas pela equipe da Prof.a Derlene Attili 

de Angelis, foram utilizados para a identificação dos fungos considerados como positivos neste 

trabalho. Os isolados LMA 1793, LMA 1798, LMA 1719 e LMA 1602 foram identificados como 
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Chaetomium globosum, Aspergillus sp., Fusarium oxysporum e Chaetomium sp. (Fig. 17), 

respectivamente. 

Figura 17 - A: Chaetomium globosum (LMA 1793); B: Aspergillus sp. (LMA 1798); C: Fusarium 

oxysporum (LMA 1719); D: Chaetomium sp. (LMA 1602). 

 

Foto: Acervo Pessoal 

Dentre os extratos, o proveniente do fungo Aspergillus sp. (LMA 1798) apresentou 

resultados mais promissores, pois, apresentou a menor concentração necessária para a inibição de 

90% do patógeno. A literatura sobre metabólitos com capacidade antibacteriana do gênero é 

amplamente conhecida, corroborando os dados obtidos neste trabalho (YANG et al. 2018; 

NIELSEN et al. 2009; BUSH & GOTH, 1943).  

O isolado LMA 1719, membro da espécie F. oxysporum¸ é conhecido tanto por sua 

patogenicidade, inclusive como causador da fusariose em espécies de Passiflora, quanto pela 
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diversidade de metabólitos conhecidos (SOARES & MARINGONI, 2018; WASKIEWICZ et al. 

2010; FISCHER & REZENDE, 2008; FRAVEL et al. 2002). É interessante ressaltar a mudança 

no papel de endófito para o de um patógeno. É possível que mudanças ambientais causaram uma 

alteração no equilíbrio da microbiota endofítica da planta, proporcionando o maior crescimento de 

uma ou mais espécies ocasionando sintomas.  

Os isolados LMA 1602 e LMA 1793, identificados como Chaetomium sp. e Chaetomium 

globosum, pertencem à um gênero conhecido pela variedade de moléculas produzidas com grande 

diversidade de propriedades como antibacterianas, antifúngicas, imunomodulatórias, citotóxicas e 

antitumorais (LI et al. 2018; LI et al. 2008; PARANAGAMA et al. 2007; OH et al. 1998). Em 

particular, C. globosum, é comumente encontrado em solo ou associação com diversas espécies 

vegetais, tendo amplo destaque na literatura sobre os grupos químicos produzidos pelo seu 

metabolismo secundário (AWAD et al. 2018; YANG et al. 2018; RUAN et al. 2017; QIN et al. 

2009).  

A capacidade de biocontrole de C. globosum já foi atestada contra diversos fitopatógenos 

(CHANG & LIU, 2018; AWAD et al. 2014. PARK et al. 2009; DI PIETRO et al. 1992) no entanto, 

até o presente momento, não foram encontrados estudos relacionados a bactérias do gênero 

Xanthomonas. 

5.6 Fracionamentos do extrato bioativo do isolado LMA 1793 (Chaetomium globosum) 

 Inicialmente, o extrato selecionado para o processo de fracionamento foi o extrato do 

isolado LMA1798, entretanto ao produzi-lo em maior quantidade este não mais apresentou 

atividade inibitória, dessa maneira, o extrato proveniente do isolado LMA 1793 (Chaetomium 

globosum), que também apresentou bons resultados nos bioensaios quanto à capacidade inibitória 

e bactericida, foi selecionado para o fracionamento.  

 O primeiro método de fracionamento, realizado na coluna de fase normal (Sílica Gel) 

apresentou pouca eficiência e pouca recuperação de massa, principalmente na fração com 

bioatividade. Isso pode estar relacionado à alta polaridade de determinados compostos, que pode 

favorecer a retenção destes na coluna cromatográfica. 

Dessa maneira, foi produzido mais extrato bioativo e este foi submetido ao fracionamento 

utilizando uma coluna de fase reversa (HiPrep Octyl), conforme descrito em materiais e métodos. 

Ao todo foram coletados 246 microtubos com aproximadamente 500 µL que posteriormente foram 
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concentrados em 20 frações, no entanto apenas 5 frações apresentaram massa suficiente para a 

realização dos testes necessários. 

As frações foram concentradas e submetidas ao ensaio antibacteriano. A Tabela 4 apresenta 

os valores de inibição do crescimento bacteriano para as frações obtidas no segundo método de 

fracionamento. 

Tabela 4 - Inibição de crescimento celular bacteriano (%) por concentração (µg/mL) pelas 5 frações 

obtidas 

 Frações 

Concentração F3 F4 F5 F6 F20 

2100 96.45099 94.91447 96.23366 96.68571 51.68309 

1050 95.66426 95.45997 96.98345 97.53547 12.18545 

525 96.46403 92.58251 93.96691 97.02257 10.56416 

262.5 78.05832 93.92344 55.745 96.39014 9.184114 

131.6 49.41633 77.14553 19.3943 81.99852 2.740266 

65.6 40.34713 66.77886 23.86696 39.56691 0 

32.8 37.19584 42.62475 4.381111 24.87755 0 

16.4 31.44527 29.8479 0 34.4227 0 

Fonte: Dados do Trabalho 

As frações F3, F4, F5 e F6 apresentaram porcentagens de inibição de crescimento celular 

bacteriano acima de 90% e foram, portanto, submetidas à análise por CLAE. 

 As frações apresentaram cromatogramas similares e como a fração F4 apresentou maior 

massa, aproximadamente 23,4 mg, ela foi selecionada para a coleta dos picos. A figura 18 apresenta 

o cromatograma obtido da amostra F4 citada e a divisão realizada para a coleta dos picos. 
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Figura 18 - Cromatograma obtido através da análise por CLAE – Detector UV-VIS 

 

Fonte: Dados do Trabalho 

 No cromatograma apresentado na Figura 18 os pontos delimitados, incluindo os pontos 

marcados com Desc (Descarte), foram coletados, concentrados e submetidos a uma nova análise 

por REMA. No entanto, nenhuma das amostras apresentou inibição, tanto testadas separadamente 

quanto concentradas em uma única amostra.  

A fração F4 (23,4 mg) utilizada para análise por CLAE foi novamente submetida a um novo 

fracionamento, utilizando agora uma coluna de Sílica Gel normal, seguindo o método descrito 

previamente (4.6.1).  

Ao todo foram coletados aproximadamente 800 microtubos, concentrados em 23 frações. 

Estas foram submetidas novamente ao bioensaio a fim de averiguar suas inibições e das 23 

amostras 10 apresentaram resultados positivos (Tabelas 5 e 6). 

 

Tabela 5 - Inibição do crescimento celular bacteriano (%) por concentração (µg/mL) pelas frações 

F4, F5, F6, F7 e F8. 

 Frações  

Concentração F4 F5 F6 F7 F8 

2100 97.46187 97.90507 95.27206 97.72565 97.74846 

1050 19.23669 60.26879 0 0 86.67779 

525 0 0 0 0 0 

262.5 0 0 0 0 0 

Fonte: Dados do trabalho 
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Tabela 6 - Inibição do crescimento celular bacteriano (%) por concentração (µg/mL) pelas frações 

F9, F11, F12 e F21. 

 Frações 

Concentração F9 F11 F12 F13 F21 

2100 97.62456 96.61197 96.53215 97.2636 91.67814 

1050 97.72821 97.19451 3.918754 0 77.90088 

525 47.79998 65.28576 0 0 72.34436 

262.5 0 0 0 0 67.32045 

Fonte: Dados do trabalho 

 A partir dos dados obtidos, as frações F4, F8 e F9 foram selecionadas para análises de 

espectroscopia de massas por apresentarem cromatogramas mais limpos e massa suficientes.  

Até o momento, a partir das análises dos espectros de massas foi possível identificar um 

provável composto conhecido na fração F4. A Figura 19 apresenta o espectro de massas do 

composto com tempo de retenção de 23,91 min da fração F4 (cromatograma da Figura 18). 

 

Figura 19 - Espectro de massas do composto com tr = 23,91 min da fração F4. 

 

Fonte: Dados do trabalho 

 Os dados do espectro de massas do composto foram comparados com compostos na 

literatura e no banco de dados do Dicionário de Produtos Naturais (DPN, 2017). Um composto 

isolado de C. globosum foi identificado por comparação dos dados do espectro de massas, os dados 

do espectro são semelhantes aos obtidos para o composto Chaetoglobosina X (Figura 20) (Wang 

et al. 2012), no espectro de massas o m/z 437,2 refere-se ao íon molecular [M+Na]+ e o m/z 415,2 

ao íon molecular [M+H]+. 
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Figura 20 - Estrutura química da Chaetoglobosina X 

 
Fonte: Dados do trabalho 

 Este composto foi isolado por Wang e colaboradores (2012) a partir do fungo endofítico C. 

globosum L18 associado à planta medicinal Curcuma wenyujin. De acordo com a literatura a 

Chaetoglobosina X apresenta atividades citotóxicas e alta atividade antifúngica contra os 

fitopatógenos Exserohilum turcicum, Fusarium oxysporium f. sp. cucumeris e Curvularia lunata 

(Wang et al. 2012; Hani e Eman, 2015; Uzma et al. 2018).  
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6 CONCLUSÃO 

Neste trabalho, foi possível atestar que fungos endofíticos isolados de P. incarnata L. 

apresentaram atividade antibacteriana contra a bactéria X. axonopodis pv. passiflorae. Ademais, o 

fracionamento e análise do extrato bruto do fungo Chaetomium globosum (LMA 1793) indica a 

possível presença da substância Chaetoglobosina X, conhecida por sua atividade antifúngica. 

Desta maneira, fica claro que organismos endofíticos são uma fonte para a descoberta de 

produtos naturais com diversas áreas de aplicação. 
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