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RESUMO 

 

 

Os microrganismos que habitam o interior das plantas, conhecidos como endófitos, têm 

sido explorados para diversas aplicações devido à sua produção de importantes 

compostos químicos como enzimas, alcalóides, antibióticos, anticancerígenos e outros 

metabólitos diferentes. Capsicum chinense é uma espécie de pimenteira encontrada em 

todas as regiões do Brasil e que apresenta uma expressiva variabilidade de frutos em 

diferentes formatos e cores, duas dessas variedades são bastante apreciadas para 

consumo na região Norte, território que se destaca também como centro de diversidade 

da espécie de pimentas C. chinense, as variedades típicas dessa região são as pimentas 

murupi e de cheiro, objetos de interesse deste estudo, pois são condimentos bastante 

utilizados na culinária local. O objetivo deste trabalho foi o isolamento, identificação e a 

avaliação do potencial antagônico de fungos endofíticos obtidos de Capsicum chinense. 

Os frutos foram coletados em Presidente Figueiredo, município localizado na Região 

Metropolitana de Manaus. Os isolados foram obtidos pela técnica de fragmentação dos 

tecidos vegetais, que foram plaqueados em meio Batata Dextrose Agar (BDA), a 28 ºC, 

e após obtenção de colônias purificadas os fungos foram avaliados quanto a sua ação 

antibacteriana contra as cepas de Staphylococcus aures, Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa e contra fitopatógenos do gênero 

Colletotrichum spp, causadores de antracnose em amostras do guaranazeiro. Para 

obtenção dos extratos os isolados foram cultivados em meio BDA, fragmentos miceliais 

foram triturados e transferidos para Erlenmayers de 500 mL contendo 300 mL de 

acetato de etila. Para avaliação da atividade antibacteriana foi realizado o ensaio de 

difusão em disco e as atividades antifúngicas analisadas em testes de confrontos diretos. 

Foram isolados 157 fungos endofíticos das duas variedades de pimentas, 15,6% dos 

fragmentos do endocarpo e 2% de sementes, devido número de fungos isolados, eles 

foram inicialmente agrupados em seis grupos com base em suas características 

morfológicas. Diferentes endófitos exibiram diferentes níveis de bioatividade contra os 

patógenos utilizados nesse estudo. No ensaio de atividade antibacteriana, quatro 

isolados, onde dois deles foram identificados como Diaporthe sp. e Diaporthe 

phaseolorum, mostraram-se ativos frente à Staphylococcus aureus.  No confronto direto 

entre os fungos endofíticos e os patógenos, três endófitos pertencentes à espécie 

Neoscytalidium dimidiatum e uma linhagem de Diaporthe phaseolorum foram eficazes 

na supressão do fitopatógeno (GP131) da cultura do guaraná com taxa de antagonismo 

de 80%, sendo a mais alta taxa de antagonismo foi do endófito Neoscytalidium 

dimidiatum que inibiu os dois fitopatógenos (GP131 e ISO6/R4) analisados nesse 

estudo. Na avaliação dos extratos fúngicos contra os fitopatógenos foram observados 

isolados de Diaporthe sp. com compostos ativos que inibiram o desenvolvimento dos 

Colletrotrichum cf. gloeosporioides e Colletotrichum siamense. 

 

Palavras-chave: Microbiota, Fungos endofíticos, Colletotrichum, Antagonismo, 

Compostos ativos, Termoestabilidade. 

 

 

 

 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Regi%C3%A3o_Metropolitana_de_Manaus
https://pt.wikipedia.org/wiki/Regi%C3%A3o_Metropolitana_de_Manaus


 

 

 

ABSTRACT 

 

 

 

The microorganisms that inhabit the interior of plants, known as endophytes, have been 

explored for several applications due to their production of important chemical 

compounds such as enzymes, alkaloids, antibiotics, anticancer and other different 

metabolites. Capsicum chinense is a species of pepper found in all regions of Brazil and 

which presents an expressive variability of fruits in different shapes and colors, two of 

these varieties are quite appreciated for consumption in the North region, a territory that 

also stands out as a center of diversity in pepper species C. chinense, the typical 

varieties of this region are murupi and scented peppers, objects of interest in this study, 

as they are condiments widely used in local cuisine. The objective of this work was the 

isolation, identification and evaluation of the antagonistic potential of endophytic fungi 

obtained from Capsicum chinense. The fruits were collected in Presidente Figueiredo, a 

municipality located in the Metropolitan Region of Manaus. The isolates were obtained 

by the technique of fragmentation of plant tissues, which were plated in Potato Dextrose 

Agar (PDA), at 28 ºC, and after obtaining purified colonies the fungi were evaluated for 

their antibacterial action against Staphylococcus aures strains, Escherichia coli, 

Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa and against phytopathogens of the 

genus Colletotrichum spp, causing anthracnose in guaranazeiro samples. To obtain the 

extracts, the isolates were grown in PDA medium, mycelial fragments were crushed and 

transferred to Erlenmayers of 500 mL containing 300 mL of ethyl acetate. The disk 

diffusion assay was performed to assess antibacterial activity and the antifungal 

activities were analyzed in direct confrontation tests. 157 endophytic fungi were isolated 

from the two varieties of peppers, 15.6% of the fragments of the endocarp and 2% of 

seeds, due to the number of isolated fungi, they were initially grouped into six groups 

based on their morphological characteristics. Different endophytes exhibited different 

levels of bioactivity against the pathogens used in this study. In the antibacterial activity 

test, four isolates, where two of them were identified as Diaporthe sp. and Diaporthe 

phaseolorum, showed to be active against Staphylococcus aureus. In the direct 

confrontation between endophytic fungi and pathogens, three endophytes belonging to 

the species Neoscytalidium dimidiatum and a strain of Diaporthe phaseolorum were 

effective in suppressing the phytopathogen (GP131) of the guaraná culture with an 

antagonism rate of 80%, being the highest rate of antagonism was the endophyte 

Neoscytalidium dimidiatum that inhibited the two phytopathogens (GP131 and ISO6 / 

R4) analyzed in this study. In the evaluation of fungal extracts against phytopathogens, 

isolates from Diaporthe sp. with active compounds that inhibited the development of 

Colletrotrichum cf. gloeosporioides and Colletotrichum siamense. 

 

Keywords: Microbiota, Endophytic fungi, Colletotrichum, Antagonism, Active 

compounds, Thermostability. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 A versatilidade dos microrganismos permite que eles estejam presentes nos mais 

variados ambientes, incluindo aqueles considerados inóspitos e interagindo com 

diferentes formas de vida. Os microrganismos associados a plantas são estudados há 

tempos e em diferentes níveis, demonstrando que juntos, formam um micro ecossistema 

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

microrganismos. Dentre esses, podemos destacar os endófitos, os quais colonizam os 

tecidos vegetais, sem causar prejuízos ou a manifestação de sintomas em seus 

hospedeiros (Azevedo et al., 2000). Acredita-se que cerca de 300.000 espécies de 

plantas do planeta sejam hospedeiras de uma ou mais espécies de endófitos (Bano et al 

2016). 

 A análise da diversidade das comunidades fúngicas endofíticas é um desafio 

emergente, que leva à descoberta de novas espécies produzindo novos compostos e um 

melhor entendimento de seu papel nos ecossistemas (Uzma et al., 2016). Atualmente 

podem ser citadas as espécies vegetais que já possuem comunidades endofíticas isoladas 

e caracterizadas, tais como: Hedychium coronarium (Lutfia et al 2019), Rhizophora 

mucronata (Hamzah et al., 2018), Moringa oleífera (Arora et al., 2018), Artemisia 

amygdalina (Nisa et al., 2018), Dysosma versipellis (Tan et al., 2018), Anthurium  sp 

(Santori, 2016), Bauhinia forficata (Bezerra et al., 2015). O estudo de bioprospecção de 

microrganismos endofíticos que produzam compostos de interesse abre perspectivas 

para várias frentes de investigação, incluindo a obtenção de compostos com finalidade 

tanto industrial como farmacológicas.  

 Do mesmo modo que os hospedeiros estudados até hoje, as pimentas do gênero 

Capsicum apresentam sua diversidade de microrganismos endofíticos associados, 

Ashokvardhan et al. (2016) isolaram de C. annuum cerca de 75 actinomicetos 

endofíticos e dentre os isolados, foi possível identificar três potentes cepas que inibiram 

o crescimento de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, 

Bacillus subtilis e Klebsiella pneumoniae (Supriya et al., 2015) isolaram da espécie 

Capsicum frutescens, cinco fungos endofíticos que foram avaliados quanto a sua 

atividade antibiótica, observando suas respostas altamente específicas frente a bactérias 

Gram positiva e Gram negativa, um estudo realizado por Devari et al. (2013) 

demonstraram, através de ensaios biológicos, que um fungo endofitico Alternaria 

alternata isolado da pimenta C. annuum produz a substância capsaicina, responsável 
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pela  ardência da pimenta e também pela inibição de microrganismos patogênicos, 

reforçando a possibilidade, de que os microrganismos endofíticos possam produzir o 

mesmo princípio ativo expresso pela planta hospedeira, como é o caso da substância 

taxol, uma importante substância utilizada no tratamento de câncer, que foi inicialmente 

isolada de plantas do gênero Taxus e posteriomente isolada de um fungo endofítico 

Taxomyces andreanae. 

 Os metabólitos secundários produzidos por fungos endofíticos desempenham um 

papel importante como moléculas de defesa e são importantes não só do ponto de vista 

ecológico, como também, bioquímico e molecular (Fortkamp, 2018). São compostos 

produzidos por linhagens específicas, estando, assim, intimamente ligados com a 

ecologia dos organismos produtores, revelando assim a necessidade de conhecermos a 

diversidade de microrganismos nos mais diversos hospedeiros. 

 Um estudo realizado por Dreyfuss et al. no ano de 1994,  revelou a existência de 

fungos endofíticos, estes foram ensaiados pelo seu potencial biológico, ao analisar 135 

metabólitos secundários, observou-se que metade dos compostos bioativos obtidos eram 

novos produtos naturais, concluindo que os fungos endofíticos são uma boa fonte de 

novos compostos e que a triagem não é uma etapa aleatória. 

 Os relatos na literatura científica que tratam das atividades biológicas dos 

endófitos isolados das pimentas avaliadas nesse estudo são ainda escassos, sendo 

observado que grande parte dos estudos envolvendo pimentas Capsicum normalmente 

avalia a atividade biológica dos extratos orgânicos dos frutos das pimentas. 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 duas variedades de pimentas do gênero Capsicum, pimenta murupi e 

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

bioativos e à sua diversidade biológica. 

 

2    OBJETIVOS 

2.1 Objetivos principais 

 

   Investigação das atividades biológicas de linhagens fúngicas endofíticas de 

Capsicum chinense. 

 

2.2 Objetivos específicos 
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 Selecionar as variedades e coletar os frutos das plantas de Capsicum chinense; 

 Isolar microrganismos endofíticos dos órgãos, como sementes e endocarpo das 

plantas de Capsicum chinense; 

 Extrair metabólitos secundários dos isolados fúngicos; 

 Verificar a presença de compostos com atividades biológicas (antibacteriana, 

antifitopatogena) nos extratos dos endofíticos isolados;  

 Identificar taxonomicamente, por meio de técnicas moleculares, os fungos 

endofíticos produtores dos compostos de interesse. 

 

3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3. 1  As pimentas do gênero Capsicum 

 

 O gênero Capsicum, é nativo das zonas tropicais e úmidas da América Central e 

do Sul, pertencem à família Solanaceae e inclui pimentas de importante valor 

econômico como: Capsicum annuum, Capsicum frutescens, Capsicum chinense, 

Capsicum pendulum e Capsicum pubescens que são as espécies comumente conhecidas 

(Aguiar et al., 2016). As pimenteiras são plantas herbáceas com altura que varia de 

acordo com a espécie e as condições de cultivo. Acredita-se que o cultivo de pimentas 

ocorra desde o início do povoamento humano nas Américas, supostamente há cerca de 

12 mil anos (Barbosa et al., 2012).  

 Os frutos das pimentas Capsicum diferem quanto às formas, tamanhos, cores e 

pungência, dependendo do genótipo ou o período sazonal de reprodução (Nazzaro et al., 

2009). Os frutos frescos são conhecidos por serem boas fontes de diferentes 

fitoquimicos como vitamina C e E como bem como de vitamina A, carotenóides e 

polifenóis. Além disso, as pimentas do gênero Capsicum são as únicas capazes de 

produzir alcalóides específicos conhecidos como capsaicinóides, responsáveis por sua 

pungência. Os capsaicinóides têm fortes efeitos farmacológicos, que são utilizados para 

o alívio de dores musculares, prevenção do câncer, redução de peso, além de fornecer 

benefícios gastrointestinais e cardiovasculares, por isso sendo considerados alimentos 

multifuncionais (Aguiar et al., 2016).  

 A cultura das pimentas é um mercado que movimenta milhões de dólares por 

ano, sendo considerada uma das mais importantes em todo o mundo, sobretudo nos 

países tropicais, embora a colheita ainda seja realizada de forma rústica, onde o cultivo 
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delas se ajusta perfeitamente aos modelos de agricultura familiar e de integração 

pequeno agricultor-agroindústria, visto que também permite a fixação de pequenos 

produtores rurais e suas famílias no campo, a contratação sazonal de mão-de-obra 

durante o período de colheita, o estabelecimento de indústrias processadoras e a geração 

de novos empregos (Ribeiro et al., 2008).   

 O Brasil está entre um dos maiores produtores mundiais de pimenta (Henz, 

2011) além de consistir no centro de diversidade de pimentas Capsicum (Santos et al., 

2016), as quais são cultivadas em praticamente todos os estados brasileiros, sendo 

principalmente de Minas Gerais, São Paulo, Goiás, Ceará e Rio Grande do Sul que se 

destacam também como maiores consumidoras de pimentas juntamente com o Norte e 

Nordeste, em função de ser um condimento fundamental para a culinária local (Ribeiro 

e Cruz, 2002). Não se tem uma estimativa exata da produção de pimentas no Brasil, por 

serem em grande parte cultivadas por pequenos agricultores de diversas regiões, mas 

acredita-se que a produção mundial de frutos atingiu até 34,5 milhões de toneladas 

colhidas nas safras entre 2006 e 2016, levando a um aumento de 25% na produção de 

pimenta (FAOSTAT, 2016). 

 Das espécies de pimentas classificadas, domesticadas e comercializadas a C. 

chinense, é considerada a mais brasileira de todas as espécies do gênero, pois foi 

domesticada pelos índios amazônicos, e embora possa ser encontrada nas Américas, é 

na é na Bacia Amazônia, que se encontra a área de maior diversidade dessa espécie 

(Reifschneider, 2000).  

 C. chinense destaca-se pela ampla adaptação às condições tropicais, como o 

clima quente e úmido, e ainda apresenta os melhores níveis de tolerância às principais 

doenças tropicais (Carvalho et al., 2006). Apresenta grande variabilidade, sendo a 

espécie cujos frutos exibem os mais variados tipos de forma, coloração, aroma e graus 

de pungência. No Brasil é representada pelas pimentas de cheiro, de bode, cumari-do-

Pará e murupi (Figura 1).  
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Figura 1- Variedades da espécie Capsicum chinense. (A) pimenta de cheiro (B) 

pimenta de bode (C) murupi (D) cumari do Pará. Fonte: Embrapa, 2000  

  

 A pimenta de cheiro é considerada de pungência baixa, pouco picante. É usada 

em saladas, condimentos para carnes, principalmente peixes. São cultivadas 

principalmente nas regiões Norte, Nordeste e Centro-oeste (Carvalho et al., 2006).  

 A pimenta de bode tem aroma marcante e pungência alta, sendo a pimenta mais 

popular da região Centro-oeste. É utilizada para o preparo de molhos, sendo que os 

frutos maduros são comercializados em conserva (Carvalho et al., 2006). 

 A cumari do Pará é de pungência e aroma fortes, frequentemente confundida 

com a pimenta cumari-verdadeira (C. baccatum var. baccatum). É utilizada 

principalmente em conservas (Carvalho et al., 2006).  

 A variedade murupi tem aroma forte e pungência média a alta. É muito utilizada 

no Norte do país, na forma de molho misturada ao caldo do tucupi e em conservas com 

vinagre, óleo ou soro de leite. Seus frutos são alongados e verdes quando imaturos, 

passando a amarelo-pálido, amarelo-vivo ou vermelho quando maduros, com superfície 

extremamente enrugada. Popularmente são conhecidas três variedades, que apresentam 

diferenças de formato, tamanho, cor e pungência: murupizinho, com 2 a 4 cm de 

comprimento e pelo aroma e pungência mais acentuado que as demais; murupi-comum, 

de tamanho intermediário, variando de 3,5 a 6 cm; e murupi-grande, que pode atingir 9 

cm de comprimento (Carvalho et al., 2006). 

 

3. 2 Atividade Biológica das Pimentas Capsicum sp. 

 

  Nas últimas duas décadas, tem havido um interesse crescente em descobrir 

propriedades químicas e funcionais de compostos bioativos provenientes de matrizes 

naturais, esse fato junto com a crescente consciência dos benefícios de alimentos 

saudáveis, promoveram o estudo de frutos de pimentas e seus subprodutos como fonte 

de compostos bioativos (Baenas et al., 2019). 

 As pimentas Capsicum estão entre as mais populares do mundo porque elas têm 

sido consumidas como  alimento  e usadas como ingredientes há anos, devido ao seus 

atributos sensoriais como cor, sabor e pungência e por prolongar a deterioração dos 

alimentos, conservando-os da contaminação por fungos e bactérias (Riquelme et al., 

2016). As pimentas têm um papel significativo na medicina tradicional de países como 
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a Índia, México, China e entre os povos americanos nativos, as espécies de Capsicum 

são usadas para o tratamento de artrite, reumatismo, dores de estômago, erupções 

cutâneas e ate em mordidas de animais (Farhat et al., 2019).  

 Vários trabalhos associam as aplicações terapêuticas das pimentas às 

concentrações de capsaicina, componente ativo de pimentas ardidas (Clark et al., 2015; 

Marine et al., 2015; Carvalho et al., 2015; Ciulu et al., 2015; Gannon et al., 2016). 

Takikawa et al. (2002) afirmaram que a capsaicina é produzida como metabólito 

secundário pelas pimentas do gênero Capsicum e que provavelmente atua como barreira 

contra herbívoros. Dessa forma, a classificação das pimentas pela ardência é baseada 

também nos teores de capsaicina apresentados pelas espécies e suas variedades, estudos 

realizados por Cruz (2003) relacionou a pungência à concentração de capsaicina e à 

atividade antibacteriana dos extratos destas plantas. 

 Diversos estudos sobre a atividade antimicrobiana dos extratos das pimentas 

Capsicum demonstram que esses podem atuar na inibição de microrganismos. Sen et al 

(2016) utilizaram os extratos aquoso e metanólico de três variedades de frutos do 

pimentão que apresentaram ampla atividade antibacteriana contra Bacillus subtilis, 

Staphylococcus aureus e Micrococcus luteusos, a partir desse resultado, concluíram que 

os frutos do Capsicum poderiam servir como bactericida natural. 

 Os extratos de C. annuum foram investigados por Ciulu et al (2015) analisando 

suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas. Os resultados revelaram que extratos 

alcoólicos de C. annuum exibem propriedades antioxidantes significativas, sendo a 

maior atividade antioxidante obtido para o extrato de pimenta verde obtendo valores 

superiores ao Trolox, um análogo de vitamina E amplamente comercializado, nesse 

estudo a atividade antibacteriana dos extratos também foi avaliada, onde demostraram 

atividade significativamente maior em comparação com o padrão de capsaicina usado 

como controle positivo para as bactérias Enterococcus faecalis, E. coli, Bacillus subtilis 

e Staphylococcus aureus.  

 Akbas el al (2018) em seus estudos com nanoemulsões contendo oleorresina de 

pimentas Capsicum demostraram uma bioatividade melhorada como antioxidante e 

antimicrobiano para Staphylococcus aureus. O trabalho buscava determinar as 

condições de formulações apropriadas para OC (Oleorresina de Capsicum) para atuar 

como surfactantes de qualidade alimentar a serem usados em produtos farmacêuticos e 

indústria de alimentos. 
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 Bacon et al. (2017) fracionaram o extrato da pimenta jalapeño (Capsicum 

annuum var. annuum). e testaram para atividade antibacteriana usando o método de 

difusão em disco, após o fracionamento inicial, duas frações (E e F) exibiram atividade 

antibacteriana contra todos os três patógenos.  

 Raybaudi-Massilia et al (2017) analisaram os extratos alcoólicos e aquosos de 

pimentão vermelho (Capsicum annuum L.) obtidos por diferentes metodologias para 

avaliar suas propriedades citotóxicas, antioxidantes e antimicrobianas. Dentre as 

atividades analisadas a que apresentou maior atividade foi a citotóxica, pois teve um 

feito significativo em células do colo do útero e um impacto moderado sobre broblastos 

No teste antimicrobiano foi observada uma leve atividade apenas para extratos 

alcoólicos. Os resultados mostraram o potencial do pimentão vermelho (C. annuum L.) 

como fonte de compostos antioxidantes e citotóxicos. 

 

3.3 Microrganismos Endofíticos  

 

 Os endófitos são microrganismos que habitam o interior de tecidos vegetais sem 

causar danos ao seu hospedeiro (Araújo et al., 2010).  Estudos sobre a relação ecológica 

entre endófitos e espécies vegetais, sugere que esses microrganismos co-evoluíram com 

seus hospedeiros, interagindo de forma que possam trocam benefícios entre si (Kharwar 

et al., 2012), pois o hospedeiro acaba fornecendo nutrientes e proteção, e em contra 

partida os endófitos tornam a planta mais resistente a condições adversas, pois são bons 

produtores de substancias ativas que podem atuar no controle biológico contra 

microrganismos patogênicos, podem evitar que a planta sofra com ataque de insetos, 

favorecem um melhor desenvolvimento da planta entre outros benefícios (Venieraki et 

al. 2017).  

 Todas as espécies vegetais estudadas até hoje possuem endófitos (Strobel e 

Daisy, 2004), há espécies de plantas que chegam a hospedar mais de 100 endófitos, 

alguns generalistas, não se restringem a um único hospedeiro, enquanto outros 

apresentam especificidade por um determinado hospedeiro (Santos, 2012). As 

comunidades endofíticas podem alterar de acordo com a espécie, idade, distribuição 

geográfica, clima, fisiologia, ecologia e bioquímica das plantas.  

 Os organismos endofíticos podem ser isolados de diferentes tecidos e órgãos 

vegetais, o isolamento pode ser realizado a partir das folhas, ramos, caules, raízes e 

estruturas florais como pólen, ovário, anteras e estames (Araújo et al., 2002). 
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 Os simbiontes vegetais mais comuns são as bactérias e fungos (Freire et al., 

2015) entre esses grupos, os fungos, são vistos como uma excelente fonte de produtos 

com bioativos naturais, eles produzem metabólitos secundários que são amplamente 

estudados por apresentarem ações antimicrobianas, anticâncer, atividades 

neuroprotetoras, antioxidantes ou antiparasitárias. Os gêneros frequentemente isolados 

de fungos incluem: Aspergillus, Penicillium, Colletotrichum, Xylaria, Phomopsis, 

Fusarium, Pestaloliopis (Farhat et al., 2019; Notarte et al., 2019; Pinheiro et al., 2017).  

Os fungos podem se instalar nos tecidos vegetais de modos diferentes, podem penetrar 

através dos estômatos, pelas raízes, sementes ou ainda por ferimentos ocasionados em 

alguma parte da planta.  

 Os fungos endofíticos podem sintetizar inúmeros compostos produzidos por 

vegetais, e esse fato impulsiona o estudo de plantas com propriedades medicinais que 

hospedam endófitos avaliando um possível sinergismo entre os compostos produzidos 

do resultado dessa relação (Nisa et al., 2015).  

 

3. 4 Produção de metabolitos secundarios por fungos endofíticos  

 

 O metabolismo secundário de microrganismos pode ser visto como a produção 

de compostos não essenciais ao organismo que os produzem porem esses metabólitos 

passaram a ser explorados pela sua importância nas áreas da saúde e da indústria, visto 

que eles retêm características de interesse (Xia et al., 2019). A maior fonte de 

metabólitos secundários bioativos são os fungos, que se destacam ecologicamente pelas 

suas interações químicas. Entre eles os mais estudados quimicamente são: Penicillium 

expansum (patulina, citrinina, chaetoglobosinas, roquefortine, expansolides, 

communesinas, geosmina, fumaril-D, L-alanina), Fusarium poae (trichothecenes, 

culmorinas, aurofusarina, fusarinas, beauvericina e enniatinas) e Alternaria gaisen 

(ácido tenuazônico, tentoxina, altertoxina A, alternarióis, toxina AK e altersetina) 

(Frisvad et al., 2008).  

 Uma grande quantidade de fungos endofíticos já foram investigados química e 

biologicamente e ainda assim eles demonstram  potencial para descoberta de novas 

moléculas bioativas (Guo et al., 2020), tal fato está relacionado a capacidade dos 

endófitos de desenvolver mecanismos biológicos de proteção, tornando-os aptos a 

ocuparem os mais variados nichos.  
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 Os metabólitos bioativos produzidos fungos endofíticos são usados diretamente 

como medicamentos ou funcionam como moléculas precursoras de outros produtos 

químicos. Os endófitos são vistos como um depósito de metabólitos bioativos, como 

alcalóides, fenóis, lactonas, isocumarinas, quinonas, citocalasinas, esteróides, saponinas, 

taninos e terpenóides, o que os torna candidatos promissores para o tratamento de varias 

enfermidades como o câncer, malária, tuberculose, doenças virais, diabetes, doenças 

inflamatórias, artrite e doenças imunossupressoras (Specian et al., 2014; Fadiji et al., 

2020).  

 Alguns eventos importantes no estudo de metabólitos ativos produzidos por 

fungos demonstram a diversidade de compostos para fins medicinais. No estudo de 

Devari et al (2013) foi isolado o fungo Alternaria alternata, endófito da espécie C. 

annuum, e foi observado que esse fungo produzia uma substância antes presente 

somente em frutos de pimentas Capsicum, a capsaicina, substância responsável pela 

pungência e que apresenta varias ações biológicas de interesse. 

 Lai et al. (2020) isolaram cinco novos derivados do composto clamidosporol, 

que foram chamados de pleospyrones A-E (1–5) do fungo endofítico Pleosporales sp. 

presente na planta medicinal Siraitia grosvenorii. Guo et al. (2020) isolaram do fungo 

endofítico Monosporascus eutypoides dois novos compostos, monosporasols A e B, e 

dois compostos conhecidos a pestaloficina C e artrinona. 

 Mao et al. (2019) obteve dois novos metabólitos híbridos de decalina / ácido 

tetrâmico, hialodendrinas A e B que foram isolados de um fungo endofítico da planta 

Hyalodendriella sp. ponipodef. O estudo realizado por Ola et al., (2019) observou a 

produção de ácido kójico, substância utilizada em produtos para clareamento de pele, a 

partir do fungo endofítico Aspergillus flavus, isolado do caule de Catharanthus roseus, 

foi obtido cerca de 11 g do ácido kójico puro. Dwibedi et al., (2019) avaliou em 

endófitos cultiváveis recuperados de vinhedos a produção de resveratrol e através de 

uma análise em LC-MS confirmou a semelhança do resveratrol fúngico com o 

resveratrol padrão em um isolado de Pinot noir. 

 Baseado nas inúmeras aplicações de endófitos em diferentes áreas é de grande 

importância o desenvolvimento de novas estratégias para aperfeiçoar essa busca, 

tornando mais bem-sucedida a descoberta de microrganismos promissores com 

características únicas que estejam relacionados a finalidades especificas e aplicações de 

interesse.  
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3.5 Metabolitos secundarios produzidos por fungos endofíticos com atividade 

inibitória a fitopatógenos 

  

 O uso de agroquímicos tem causado danos cada vez mais intensos ao meio 

ambiente, à saúde humana e a de outros organismos, e como consequência há a 

incidência crescente de fitopatógenos com resistência aos agroquímicos disponíveis no 

mercado (Zabka et al., 2013). A preocupação global sobre o uso de agroquímicos e o 

reconhecimento do potencial dos compostos biológicos tem estimulado a pesquisa em 

busca de alternativas menos nocivas e preferencialmente naturais.  

 Existem vários estudos que utilizam compostos bioativos de fungos endofíticos 

contra o crescimento de fitopatógenos “in vitro” como o trabalho de Huang et al., 

(2018) isolou um novo composto uma benzopiranona que é produzido por um 

Alternaria sp., o composto apresenta atividade contra o fungo fitopatogênico Alternaria 

brassicicola. Outros exemplos são os compostos isolados de amostras de fungos 

marinhos, foi observado a produção de derivados de antraquinona o (11S) -1,3,6-

trihidroxi-7-(1-hidroxietil) antraceno-9,10-diona (1) e 7-acetil-1,3,6-trihidroxiantraceno-

9,10-diona (2), isolados a partir das culturas de P18 e duas perilenquinonas, 

stemfiperilenol (3), e alterperilenol (4), produzidos pelo fungo P8, com atividade contra 

Pestallozzia theae e Alternaria brassicicola (Zhao et al., 2018). Compostos da classe 

dos fenóis também têm sido isolados de fungos endofíticos. Um exemplo é o composto 

oosporeina, produzido por Chaetomium cupreum, que apresenta atividade contra os 

fitopatógenos Rhizoctonia solani, Phytium ultimum e B. cinérea (Mao et al., 2010). Um 

composto derivado da tetralona, que foi isolado do fungo endofítico Phoma sp.. 

apresentou atividade antifúngica aos dois importantes fitopatógenos da agricultura 

Fusarium oxysporum e R. solani (Wang et al., 2012). 

 Na área agronômica, diversos metabólitos secundários isolados de linhagens de 

Aspergillus e Penicillium, fungos isolados frequentemente como endófitos, também 

apresentam compostos contra fitopatógenos como avaliado no estudo de Sartori (2016) 

que isolou o composto citrinina do fungo endofítico Penicillium citrinum. Outro 

exemplo é o antifúngico 7-hidroximeleina, que inibiu o crescimento dos fitopatógenos 

Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum, a 5 e 10 μg, respectivamente, 

através do ensaio de bioautografia (Oliveira et al., 2011). 

 O composto fumitremorgina B, isolado de Aspergillus, se mostrou ativo a 

Botrytis cinerea, Alternaria solani, Alternaria alternata, Fusarium solani, Fusarium 
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oxysporum, Gibberella saubinettii e Colletotrichum gloeosporioides usando o método 

de diluição seriada (Li et al., 2012). 

 No cenário atual, a procura por produtos orgânicos, indicando a preferência em 

reduzir do uso de produtos químicos, fica evidente a necessidade de buscar estratégias 

sustentáveis para a proteção das culturas e nesse contexto a diversidade de compostos 

produzidos por fungos capazes de suprimir o livre desenvolvimento de fitopatógenos 

indica sua importância nos estudos de bioprospecção, especialmente na área 

agronômica.  

 Nesse âmbito, os endófitos são importantes candidatos ao controle de 

fitopatógenos, principalmente pelo fato de colonizarem muitas vezes o mesmo nicho 

ecológico (Araújo et al., 2010), isto porque eles podem empregar diferentes estratégias 

diretas ou indiretas contra os patógenos como produção de antibióticos, secreção de 

enzimas líticas, produção de fitohormonios, produção de siderófore, competição por 

nutrientes, parasitar o patógeno ou induzir a planta a desenvolver resistência. Porém, 

pouco se sabe sobre a regulação da interação plantas-fungos endofíticos e como os 

fungos protegem as plantas contra os fitopatógenos (Fadiji et al., 2020). 

 

3.6 Metabólitos secundários produzidos por fungos endofíticos com atividade 

antibacteriana  

 

 Antimicrobianos constituem um exemplo clássico e altamente desejável de 

compostos alvo para a bioprospecção. Sabe-se que os microrganismos apresentam 

potencial para a produção desses compostos ativos e atualmente, a busca por endófitos 

que produzam tais substâncias tem se intensificado. A atividade antimicrobiana de 

fungos endofíticos é resultante da produção de uma grande variedade de compostos de 

estrutura química bastante diversificada. Conforme reportado por Gunatilaka (2006), 

esses microrganismos apresentam uma reserva considerável de estruturas químicas 

únicas e de interesse para o desenvolvimento de processos biotecnológicos. 

 Segundo Abdulhadi et al. (2020), o extrato bruto de Trichoderma harzia 

endófito isolado de Rosmarinus officinalis mostrou atividade antimicrobiana 

significativa contra cepas de P. aeruginosa, S. aureus, K.pneumoniae, B. subtilis e E. 

coli. Raízes, cascas, frutos e folhas saudáveis de Sonneratia apetala, foram utilizados 

para o isolamento de 56 fungos endofíticos, cuja fração metanólica dos fungos 

identificados como Colletotrichum gloeosporioides, Aspergillus niger e Fusarium 
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equiseti foram mais ativos e seus extratos inibiram, ao menos, um dos patógenos 

testados (Pseudomonas aergurinosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans, 

Cryptococcus neoformans e Micrococcus lutus) (Nurunnabi et al., 2020).  

 Memecylon umbellatum é uma planta medicinal da Índia conhecida pelas suas 

propriedades fungicidas, bactericidas, antioxidantes e hipoglicêmicas, dela foram 

isolados sessenta e três espécies de fungos pertencentes a 22 gêneros, onde dois de seus 

isolados fúngicos endofíticos Cochlibolus affinis e P. guepinii expressaram alta 

atividade antibacteriana contra cepas bacterianas, segundo Suryavamshi et al. (2020).  

  Fungos endofíticos foram isolados de Casearia growiifolia e avaliados quanto a 

atividade antimicrobiana. Foram observados sete táxons fúngicos diferentes, incluindo 

Aspergillus candidus, Neosartorya fischeri, N. tatenoi, Paecilomyces herbarum, 

Phomopsis sp., Xylaria berteri e X. feejeensis foram os endófitos dominantes 

recuperados no estudo. Neosartorya spp. mostrou atividade antimicrobiana contra 

vários microrganismos patogênicos, produzindo um metabólito extracelular eficaz, que 

teve atividade de amplo espectro contra 10 diferentes espécies de patógenos testados, o 

composto claramente afetou a morfologia celular das bactérias quando observada por 

microscopia eletrônica de varredura (Yodsing et al., 2018).  

 Plantas e solos de manguezais também tiveram suas comunidades de fungos 

endofíticos isolados e caracterizados e sua produção antimicrobiana avaliada, doze 

fungos endofíticos foram isolados e identificados como pertencentes aos gêneros 

Penicillium sp, Curvularia sp, Diaporthe sp, Aspergillus sp, Guignardia sp, 

Neusartorya sp e Eupenicillium sp, a atividade antimicrobiana desses doze endófitos 

fúngicos foram testadas contra bactérias Gram negativas, Bacillus subtilis, 

Staphylococcus aureus e Gram positivas, Escherichia coli e fungos como Candida 

albicans e Aspergillus niger. Dois isolados (Guignardia sp. e Neusartoya sp.) 

apresentaram forte atividade antimicrobiana. Os compostos foram isolados de ambos os 

isolados e analisados usando HPLC, os isolados exibiram cromatogramas com alta 

diversidade de estruturas químicas básicas e picos em uma ampla gama de polaridades, 

com estruturas semelhantes à catequina Trimérica e Helenalina (Ling et al., 2016). 
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4 CAPITULO 1: ISOLAMENTO, PURIFICAÇÃO, IDENTIFICAÇÃO E 

CONSERVAÇÃO DE FUNGOS ENDOFITICOS ASSOCIADOS A FRUTOS DE 

Capsicum chinense  

 

4. 1  MATERIAL E MÉTODOS 

4. 1. 1 Área de Coleta 

 

Foram coletadas aleatoriamente 30 amostras de frutos saudáveis e maduros de 

pimenta murupi e 30 amostras de frutos saudáveis e maduros de pimenta de cheiro no 

sitio RP localizado no ramal do canastra no município de Presidente Figueiredo. O 

ponto foi escolhido por se tratar de uma área de cultivo para consumo doméstico e 

comercial, em área aberta e as coletas realizadas em novembro de 2019, um período 

caracterizado por alta pluviosidade na região. 

As amostras foram armazenadas em sacos plásticos, identificadas e armazenadas 

em caixa térmica durante o transporte ao Laboratório de Pesquisa em Microbiologia da 

Universidade Federal do Amazonas-UFAM. 

 

4.1.2 Procedimentos de Isolamento e Purificação e dos Fungos Endofíticos 

 

Os frutos foram lavados em água corrente e em seguida, com água destilada para 

a retirada de resíduos. Posteriormente, cada fruto foi submetido ao processo de 

desinfecção para eliminação dos microrganismos epifíticos, segundo Araújo et al. 

(2010), onde as amostras vegetais foram submetidas a submersão em álcool etílico 70% 

por um minuto, hipoclorito de sódio 2,6% por dois minutos, novamente em álcool 

etílico 70% por 30 segundos e duas vezes consecutivas em água destilada autoclavada 

por 30 segundos, sendo a última água de lavagem utilizada para controle (negativo) do 

processo de desinfecção através da semeadura em placa de Petri contendo meio de 

cultura sem adição de antibiótico. 

Após as lavagens em série, as pimentas foram depositadas sobre placa de Petri 

autoclavada e com auxílio de bisturi, foi fragmentado o endocarpo em quadrados de 

aproximadamente 2 mm
2
, os quais foram depositados em placas de Petri contendo meio 

Batata Dextrose Ágar caseiro (BDA) (pH 6,8) acrescido de tetraciclina (50 μg/mL). As 

sementes foram inoculadas inteiras nas placas de Petri contendo o mesmo meio de 

cultura. Foram colocados cinco fragmentos por placa, em três repetições. 
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As placas foram incubadas em estufa tipo BOD (Biological Oxygen Demand) 

em temperaturas de 18 ºC e acompanhadas diariamente, por um prazo máximo de 

quinze dias. As colônias recém desenvolvidas foram transferidas para tubos de ensaio 

contendo meio BDA pH 6,8, os quais foram cultivados em temperatura ambiente. 

A purificação foi realizada por meio da obtenção de suspensão de conídios em 

solução tween 80 a 0,1% (v/v). Alíquotas da suspensão foram submetidas à estimativa 

do número de conídios em Câmara de Neubauer, seguindo-se à diluição seriada e 

plaqueamento em meio BDA pH 6,8 da diluição correspondente a 10
2
 UFC/mL. 

As colônias monospóricas foram transferidas para placas de Petri contendo meio 

BDA pH 6,8. As placas foram incubadas a 28 ºC e uma vez que a colônia atingiu a 

borda da placa, foram obtidas imagens das culturas para início da análise do aspecto 

macromorfológico dos isolados (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Figura 2 - Esquema com as etapas do isolamento dos microrganismos endofíticos 

 

 

4.1.3 Preservação dos fungos  

 

Para preservação dos isolados, discos de meio de cultura de 5 mm de diâmetro 

de todos os isolados foram submersos em 5 mL de água destilada em frascos do tipo 

penicilina lacrados, mantidos à temperatura ambiente e em triplicata conforme método 

descrito por Castellani (1939). 

Material vegetal: 

Endocarpo e sementes de 

pimentas murupi e de cheiro 

Plaqueamento: 

Técnica de fragmentação 

do material vegetal 

Meio de cultura - BDA 
Série de desinfecção 

superficial 

Colônia após 7 dias de 

incubação 
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Os isolados estoques também foram mantidos em tubo inclinado contendo meio 

de cultura BDA e mantidos em refrigeração a 8° C. Para a reativação, fragmentos dos 

estoques eram transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura BDA e 

mantidos em B.O.D. a 28 °C. 

 

4.1.3.1 Frequência de Isolamento 

 

A frequência de isolamento dos fungos endofíticos (em porcentagem) foi 

calculada pela fórmula: 

 

Taxa de Colonização (%) = Número de Fragmentos com crescimento fúngico x 100 

                                                          Número total de fragmentos observados 

 

 A frequência de colonização nos fragmentos vegetais das pimentas C. chinense 

pelos fungos foi definida como: o número total de fragmentos que apresentarem 

colonização por fungo endofítico em relação ao número total de fragmentos analisados. 

 Foi realizada análise total da taxa de colonização e parcial e comparando-se o 

local de colonização nos frutos (endocarpo e sementes). 

 

4.1.3.2 Caracterização Morfológica dos Fungos Endofíticos 

 

A identificação morfológica em nível de gênero foi realizada em colaboração 

com o Prof. Dr. Pedro Queiroz Costa Neto da Faculdade de Ciências Agrarias 

(Universidade Federal do Amazonas), no Laboratório de Princípios Bioativos de 

Origem Microbiana - LPBOM. A identificação dos endófitos teve início com uma 

triagem morfológica, observação das características macroscópicas. Para isto, as 

linhagens foram crescidas durante sete dias em BDA caseiro (200 g de Batata inglesa, 

20 g de Glicose Anidra, 15 g de Agar, 1000 mL de agua destilada) em B.O.D. a 25° C, 

e, após o tempo de incubação, as características macroscópicas foram observadas em 

microscópio lupa estereoscópicas, onde foram observadas características como 

coloração, textura e borda da colônia, produção de pigmento ou exsudatos, velocidade 

de crescimento e aspecto do micélio. 

 Para visualização das estruturas microscópicas, foi realizada a técnica de 

microcultivo, que consistiu na transferência de dois a quatro pequenos fragmentos do 

micélio fúngico, para uma placa de Petri contendo blocos de gelose dos meios BDA a 
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10% e pH 6,8 e extrato de malte, conforme descrito por Shirling e Gottlieb (1966). 

Sobre esses pequenos inóculos, foram depositadas lamínulas para microscopia, 

autoclavadas, medindo 22x22 mm
2
. Foi empregada leve pressão sobre a lamínula, de 

forma que a mesma permaneça aderida à superfície do meio de cultura. 

As placas de Petri foram transferidas para incubadora BOD, sendo 

acompanhadas, dia a dia, até que o micélio do fungo em desenvolvimento atingisse a 

borda da lamínula e iniciasse o crescimento sobre a mesma. Nesse momento, a lamínula 

foi cuidadosamente retirada com auxílio de pinça e depositada sobre lâmina de 

microscopia com lactofenol azul algodão. 

As características microscópicas foram analisadas e fotodocumentadas em 

microscópio óptico acoplado a um sistema de captura de imagens, em aumentos iguais a 

400X (Leica DM750), priorizando a observação de microestruturas como conídios, 

conidióforos, grampos de conexão, apressórios, septos, morfologia e coloração das 

hifas, entre outros, as quais foram comparadas com chaves taxonômicas específicas para 

cada gênero. 

 

4.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.2.1 Taxa de colonização nos fragmentos vegetais 

 

 Foi obtido um total de 157 isolados fúngicos (Tabela 1) a partir de 450 

fragmentos de endocarpo e 450 sementes de cada variedade de C. chinense, totalizando 

1800 fragmentos. A taxa colonização geral do isolamento foi de 15,7%, comparado com 

outros estudos observados na literatura a taxa de colonização (TC%) dos endófitos foi 

menor do que as relatadas para outras espécies vegetais, ainda que a coleta tenha sido 

realizada em um período de alta pluviosidade na região, condição que segundo Halász et 

al (2016) estimula a infecção fúngica em tecidos vegetais. Vale destacar que as 

linhagens isoladas neste trabalho não representam a diversidade total de fungos 

endofíticos das variedades de pimenta murupi e de cheiro principalmente devido à 

seleção de linhagens fúngicas capazes de crescer no meio de cultivo utilizado. 

 A baixa quantidade de endófitos recuperados no isolamento pode ter sido 

influenciada segundo Hernawati et al.  (2011) pela aplicação frequente de fungicidas 

nessas culturas, visto que se trata de um plantio para fins comerciais, o estudo de Gaitan 
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et al. (2005) observou que a aplicação de fungicidas reduziu a diversidade de fungos 

endofíticos foliares de uma árvore de região tropical a Guarea guidonia L. 

 

Tabela 1 - Número total de fungos endofíticos isolados das variedades de Capsicum chinense  

 

  Quantidade de isolados  

Variedade N° 

fragmentos Endocarpo 

Colonização 

(%) 

N° 

fragmentos Sementes 

Colonização 

(%) 

Total de 

fungos 

Pimenta 

Murupi 

450 112 24,8 450 3 0,6 115 

Pimenta de 

Cheiro 

450 29 6,4 450 13 2,8 42 

 

 Nas placas de BDA, os fungos cresceram a partir dos fragmentos dos endocarpos 

e sementes dos frutos relativamente rápidos, a maioria dos isolados emergiu em menos 

de sete dias após o plaqueamento das amostras. Poucos isolados obtidos produziram 

esporos em meio BDA durante o período de 2 a 4 semanas após o isolamento. O 

restante dos isolados produziram micélios estéreis. Nenhum microrganismo foi 

observado no controle de desinfecção superficial, indicando que o método de 

isolamento foi eficiente.  

 Entre os tratamentos analisados, as amostras do endocarpo da pimenta murupi 

apresentaram a maior taxa de colonização 24,8%, enquanto a menor porcentagem foi 

observada nas sementes de murupi de 0,6%, considerando especificamente os 

hospedeiros Capsicum, ressalta-se a particularidade da retenção da capsaicina, na 

placenta do fruto, local em que ficam inseridas as sementes, onde a concentração pode 

variar entre as pimentas pertencentes ao gênero, o que leva à hipótese de que a própria 

placenta do fruto pode estar atuando como uma barreira física e química, reduzindo o 

livre desenvolvimento dos fungos endofíticos, fato que foi observado no estudo de 

Veloso et al. (2014) que avaliou  a atividade antimicrobiana e antifúngica da capsaicina 

sugerindo um possível papel para esse composto na defesa das plantas contra patógenos. 

 Um fato que pode explicar a maior recuperação de endófitos a partir do 

endocarpo das duas variedades em comparação com as sementes seria que o endocarpo 

por apresentar uma área de superfície maior e mais exposta ao ambiente, pode acabar 

favorecendo a aderência e deposição de esporos que podem levam os endófitos a 

penetrar no tecido após um devido tempo. 
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4.2.2 Caracterização morfológica e identificação dos isolados 

 

 Devido ao grande número de fungos isolados, estes foram inicialmente 

agrupados com base em suas características morfológicas: forma de colônia, cor do 

micélio e cor reversa da colônia, para permitir uma seleção ordenada dos isolados. Os 

isolados foram classificados em seis grupos (A-F) (Figura 3) de acordo com a cor da 

colônia: branca, verde, cinza/ preto, marrom e laranja, amarelo, outras características 

que foram levadas em consideração foram à forma da colônia, pigmentação e produção 

de exsudato. Ainda, foi observada a presença de isolados com características 

morfológicas únicas, indicando que determinados fungos podem apresentar 

especificidade por material vegetal. 

 A distribuição de fungos endofíticos apresentou um padrão considerado normal, 

com táxons comuns e alguns pouco frequentes como endófitos. Por meio da 

comparação entre as características morfológicas com a literatura taxonômica 

disponível (Barnett e Hunter 1972; Larone, 1995; Menezes e Oliveira, 1993), realizou-

se a identificação dos fungos ao menor nível taxonômico possível, aqueles que 

apresentaram estrutura de reprodução foram identificados e agrupados em morfotipos 

segundo características microscópicas, que revelaram suas identidades como membros 

de quatro gêneros Trichoderma sp, Penicillium sp, Aspergillus sp e Scytalidium sp., o 

dominador dos gêneros neste estudo foi Trichoderma sp, os três primeiros gêneros 

observados são cosmopolitas pois também foram observados como endófitos em outras 

espécies vegetais (Paul el al., 2012; Aruna et al., 2017; Ling et al., 2016; 

Venkatachalam et al., 2015; Wong et al., 2015). O gênero Scytalidium sp raramente foi 

relatado como endófito, mas neste trabalho foi observado como endófito do fruto de 

pimenta murupi.  

 O táxon Penicillium sp., foi específico apenas para o tecido do endocarpo da 

pimenta murupi e não foi encontrado em sementes de nenhuma das variedades 

analisadas, Ravindra et al (2011) relata que fungos podem apresentar especificidade por 

determinado substrato, em contrapartida  o gênero Aspergillus sp. foi onipresente em 

todos tecidos amostrados. 
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Figura 3 - Fungos endofíticos isolados de frutos de Capsicum chinense. Na figura são 

mostrados alguns representantes dos isolados, agrupados de acordo com sua cor das colônias e 

características morfológicas. Todos os fungos foram cultivados em meio de Batata Dextrose 

Agar (BDA) por 7 dias a 28 
◦
C.  

GRUPO A GRUPO B 

GRUPO C GRUPO D 

GRUPO E GRUPO F 
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 O estudo de Santos (2012) indica que as espécies mais frequentemente isoladas 

pertencem ao filo Ascomicota, incluindo anamorfos (Hyphomicetes e Coelomycetes). 

Espécies de Basiodiomicota e Zigomicota também são isoladas como endofíticos, mas 

representam um número menor. Os gêneros mais comumente isolados incluem: 

Ascochyta sp, Cladosporium sp, Colletotrichum sp, Fusarium sp, Glomelera sp, 

Guignardia sp, Mucor sp, Nadulisporium sp, Pestaloliopis sp, Phyllosticta sp, 

Phomopsis sp, Rhizopus sp e Xylaria sp são os mais frequentes (Rodrigues et al., 2000; 

Zou et al., 2000; Peixoto-Neto et al., 2002), gêneros que não foram observados nas 

condições utilizadas nesse trabalho, esse fato pode estar relacionado as variações que 

ocorrem nas comunidades endofíticas havendo diferenças e especificidade da 

microbiota entre diversos tecidos vegetais: raízes, caules, folhas, flores e frutos (Nalini 

et al., 2005; Tejesvi et al., 2005; Gond et al., 2007), além de sofrerem influência do 

ambiente, sazonalidade (Unterseher et al., 2005) e da idade do tecido vegetal. 

 A porcentagem de 70% não foi identificada, pois produziram micélios estéreis, 

sem estruturas de reprodução. A presença de hifas estéreis em endófitos, também é 

comum em outras pesquisas em várias plantas hospedeiras (Fisher et al. 1994; Pimentel 

et al. 2006; Verma et al. 2007). Nas figuras 4 a 7 são demonstradas figuras com as 

principais características microscópicas dos fungos mais frequentes neste estudo. 

 

 Penicillium sp. 

Morfologia da Colônia – (Figura 4) Colônia com aspecto aveludado de cor verde 

escuro com bordas brancas fundo de cor amarela. 

Caracteristicas Microscópicas – Numerosas hifas apresentando conidióforos 

ramificados com conídios ovais dispersos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 – Morfologia da colônia e estrutura germinativa de Penicillium sp A e B – 

formas da cultura do fungo. C Microscopia da estrutura reprodutiva. 

A B C 
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 Trichoderma sp. 

 

Morfologia da Colônia – (Figura 5) Colônia inicialmente branca com aspecto 

algodonoso presença de esporos de cor verde, fundo translucido. 

Caracteristicas Microscópicas – Hifas apresentando conidióforos ramificados com 

conídios dispersos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 – Morfologia da colônia e estrutura reprodutiva de Trichoderma sp A e B – 

formas da cultura do fungo. C Microscopia da estrutura reprodutiva.  

 

 Aspergillus sp. 

 

Morfologia da Colônia – (Figura 6) Colônia verde escura com bordas brancas com 

aspecto algodonoso, fundo verde escuro a negro com bordas brancas. 

Caracteristicas Microscópicas – Hifas apresentando conidióforos ramificados com 

conídios dispersos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Morfologia da colônia e estrutura reprodutiva de Penicillium sp A e B – 

formas da cultura do fungo. C Microscopia da estrutura reprodutiva.  

 

 

 

C B A 

A B C 
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 Scytalidium sp. 

 

Morfologia da Colônia – (Figura 7) Colônia cinza a negra com aspecto algodonoso 

presença de estruturas aéreas. 

Caracteristicas Microscópicas – Hifas apresentando conidióforos ramificados com 

conídios dispersos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 – Morfologia da colônia e estrutura germinativa de Scytalidium sp A e B – 

formas da cultura do fungo. C Microscopia da estrutura reprodutiva.  
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5 CAPITULO 2: IDENTIFICAÇÃO DO POTENCIAL ANTAGONISTA DE 

FUNGOS ENDOFÍTICOS DE Capsicum chinense.  

 

5.1 MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1.1 Avaliação do Potencial Antagonista dos Fungos Endofiticos 

 

 Como ponto inicial para avaliação do potencial biológico dos fungos endofíticos 

isolados foram obtidos extratos brutos em pequena quantidade que foram testados 

quanto a atividade antibacteriana contra microrganismos teste. Os isolados também 

tiveram sua atividade antifitopatogênica avaliada em teste de culturas pareadas contra 

dois fitopatógenos do gênero Colletotrichum sp, isolados de amostras com antracnose 

do guaranazeiro. Os isolados que apresentaram melhores resultados foram submetidos à 

fermentação líquida para avaliação da termoestabilidade de suas biomoléculas sobre o 

crescimento dos fitopatógenos do guaranazeiro, conforme descrito nos itens a seguir. 

 

5.1.2 Obtenção dos extratos orgânicos 

 

 Os fungos obtidos foram cultivados em meio de cultivo Ágar Batata Dextrose 

(BDA), durante sete dias, a 25 °C, após o crescimento das colônias blocos de gelose 

com os micélios foram transferidos para Erlenmayers onde ficaram submersos em 300 

mL de acetato de etila, por 48h. Através da filtração a vácuo os sobrenadantes foram 

recuperados e concentrados em evaporador rotativo, restando os extratos brutos das 

principais substâncias produzidas, que foram utilizados no microensaio de atividade 

antibacteriana e teste de pareamento contra fitopatógenos. 

 

5.1.3 Microrganismos testes 

 

Os microrganismos teste utilizados nos ensaios foram cepas bacterianas de 

Staphylococcus aureus (ATCC 25923 susceptível a oxacilina e penicilina), Escherichia 

coli (ATCC 25922 Beta lactamase negativa), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e duas linhagens de Colletotrichum sp. 

isolados de amostras de guaraná afetadas por antracnose. As cepas bacterianas foram 

inicialmente reativadas em meio de cultura Ágar Triptona de Soja (ATS) e novamente 

purificadas por meio de estrias de esgotamento. Após o crescimento, as colônias foram 

inoculadas em Caldo Triptona de Soja e incubadas durante 24 h a 37 ºC. Após este 
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período, as culturas foram transferidas para solução salina (NaCl 0,9%; p/v) até obter-se 

uma turvação equivalente ao padrão 0,5 da escala de MacFarland, correspondendo a 

aproximadamente 1,5 x 10
8
 UFC/mL, que foram utilizadas como inóculos nos testes de 

inibição. Os isolados de Colletotrichum sp. foram reativados em meio caseio BDA e 

utilizados para os ensaios as colônias com 7 dias de crescimento. 

 

5.2 Ensaios Biológicos 

 

5.2.1 Teste de atividade antibacteriana 

 

 Para a avaliação da atividade antibacteriana com os extratos orgânicos dos 

microrganismos endofíticos, foi empregado o método de difusão em ágar, baseado na 

técnica descrita por Huang et al. (2001).  

 Discos de papel Whatman nº 3 (6mm de diâmetro) foram impregnados com 10 

μL das amostras de cada microrganismo endofítico. Para o controle negativo, os discos 

de papel foram impregnados apenas com DMSO e para o controle positivo, foi utilizado 

tetraciclina (50μg/mL). Os testes foram realizados em duplicata.   

 Os discos de papel foram posicionados nas placas semeadas com os 

microrganismos teste (item 5.1.3), mantendo-se uma distância de 40 mm entre os discos 

para evitar interferências entre os possíveis halos de inibição.  

 Em seguida, as placas foram transferidas para geladeira (4 ºC) e mantidas 

durante 4 horas sob refrigeração. Após esse período, as placas foram incubadas a 35 °C 

por 24-48 horas, para visualização dos halos de inibição formados, em resposta à 

difusão dos possíveis compostos antimicrobianos contidos nos extratos, para o meio de 

cultura. 

 

5.2.2 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 

 Este ensaio foi realizado para determinar a CIM dos extratos obtidos dos fungos 

endofíticos contra a cepa de Staphylococcus aureus. O método empregado foi da 

microdiluição em placas de 96 poços de acordo com as diretrizes do Comitê Nacional 

de Padrões Clínicos e Laboratoriais (CLSI, 2008) com modificações. Nos poços foram 

adicionados 100 µL da suspensão da bactéria e 100 µL das amostras a serem avaliadas, 

todas diluídas em meio de cultura Muller Hinton. Como controles foram utilizados 100 

µL de DMSO diluído em meio de cultura Mueller Hinton (controle negativo) + 100 µL 

Tetraciclina na concentração de 50µL/mL (controle positivo) que também foi diluído 
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em meio de cultura Mueller Hinton, todos adicionados aos poços com a cultura da 

bactéria testada. Posteriormente a placa foi incubada a 37 °C e após 24 h foram 

adicionados 20 µL de Alamar Blue as amostras. A permanência da cor azul indicou 

ausência de crescimento bacteriano e o desenvolvimento da cor rósea indicou a presença 

de crescimento bacteriano. 

 

5.2.4 Ensaio de cultura pareada – Colletotrichum spp x extratos AcoEt 

 

A atividade antifúngica “in vitro” foi avaliada através de ensaio por difusão em 

disco de papel filtro (Cavalieri et al., 2005) com modificações. O ensaio consistiu em 

colocar 10 μL do extrato (1 mg do extrato em AcoEt diluído em 1 mL de DMSO 

(Dimetilsulfóxido)) em discos de papel filtro esterilizados (6 mm de diâmetro) sobre 

meio de cultura BDA e, do lado oposto ao papel filtro, foi inoculado um plug do 

fitopatógeno (7 mm de diâmetro) retirado de uma placa recém-repicada. Os extratos de 

acetato de etila foram analisados em bioensaios contra dois fitopatógenos pertencentes 

ao gênero Colletotrichum que receberam os códigos GP131 e ISO6/R4. 

Após o pareamento, as placas foram vedadas e mantidas durante três horas em 

geladeira para permitir a difusão dos compostos dos fungos para o meio de cultura. 

Logo após, as placas foram transferidas para a estufa BOD a 28 °C no escuro e 

observadas diariamente, até que fosse possível a análise dos resultados. O controle 

negativo recebeu apenas os discos de micélio dos fitopatógenos. A avaliação foi 

realizada mediante a comparação do diâmetro da colônia comparando com o controle 

negativo. Após este período foi observado se houve ou não a formação de halos de 

inibição. 

 

5.2.5 Ensaio de cultura pareada – Colletotrichum spp. x Fungo endofítico 

 

 Os fungos endofíticos isolados dos frutos de C. chinense foram instigados a 

crescer na presença dos fungos fitopatogênicos utilizando-se a técnica de cultivo 

pareado em placas de Petri (Dennis e Webster, 1971). Para isso, plugs de 7 mm de 

diâmetro  das colônias dos fitopatógenos, foram transferidos para uma das extremidades 

de placas de Petri (a 1 cm da borda) contendo meio BDA. Após dois dias, foram 

retirados plugs das colônias dos fungos endofíticos e depositados na extremidade oposta 

das placas (a 1 cm da borda). Todos os tratamentos foram realizados em duplicata e as 
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placas foram mantidas em B.O.D. a 28 °C até o crescimento total dos fitopatógenos nas 

placas controle. 

 Para avaliar o potencial de antagonismo dos isolados foram feitas as análises das 

interações endofítico-fitopatógeno baseadas na escala de Badalyan et al. (2002), com 

três tipos de interação: A, B e C, aonde C é subdividida em CA1, CA2, CB1 e CB2, 

onde A representa o bloqueio de crescimento com contato micelial; B, o bloqueio de 

crescimento a distancia; C mostra o crescimento do endofítico sobre o fitopatógeno sem 

bloqueio de crescimento inicial; CA1 Crescimento parcial do endófito sobre o 

fitopatógeno depois da formação de barreira inicial (deadlock) com contato micelial, 

CA2 Crescimento completo do endófito sobre o fitopatógeno depois da formação de 

barreira inicial (deadlock) com contato micelial, CB1 Crescimento parcial do endófito 

sobre o fitopatógeno depois da formação de barreira inicial (deadlock) sem contato 

micelial, CB2 Crescimento completo do endófito sobre o fitopatógeno depois da 

formação de barreira inicial (deadlock) sem contato micelial. Simultaneamente foi 

realizada a medição do diâmetro das colônias dos fitopatógenos, visando calcular o 

índice de antagonismo (IA) de cada endófito, segundo a fórmula proposta por 

Hajieghrari et al., 2008,  onde R1 é o raio da colônia do patógeno teste em uma placa 

controle e R2 é o raio da colônia do patógeno em direção ao fungo antagonista 

conforme modelo esquemático na figura 8, as observações foram realizadas durante 7 

dias.  

 

IA% = [(R1 – R2)] x 100 

  R1 
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Figura 8 - Modelo esquemático de uma placa de Petri representando a técnica de 

pareamento direto in vitro para avaliação do potencial antagônico dos fungos 

endofíticos de Capsicum chinense. A) Inóculo de Colletotrichum spp. em uma placa 

controle; B) Inóculo de Colletotrichum spp. e a distância de crescimento radial (R2) 

medida em mm em direção ao fungo antagonista. 

 

5.2.6 Teste de Termoestabilidade de Compostos 

 

 Os efeitos dos metabólitos não voláteis produzidos pelos oito fungos endofíticos, 

que se mostraram ativos nos testes antibacteriano e antifitopatogênico, foram 

determinados usando o método descrito por Hajieghrari et al. (2008). O disco fúngico 

de 5mm foi inoculado em um frasco cônico de 250mL contendo 100 mL de BDA e 

incubado a 27 
◦
C por 10 dias, e então filtrado com  papel filtro Whatman. O filtrado foi 

misturado ao meio BDA até uma concentração final de 20% (v/v) e vertido em placas 

de Petri. Uma vez solidificado, um disco de 5 mm do patógeno teste foi colocado no 

centro da placa de BDA. A placa foi incubada a 27 
◦
C. As placas controle foram 

preparadas sem alterar o BDA com o filtrado da cultura. Após 7 dias, o crescimento 

radial do teste patógeno no meio de cultura contendo o filtrado e das placas controle 

foram medidas, e a porcentagem de inibição no micélio o crescimento foi calculado 

conforme explicado no ensaio de cultura dupla (item 5.2.5). 

 

 

A B 
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5.3 Procedimentos para Identificação dos Isolados Promissores 

 

5.3.1 Sequenciamento de Regiões ITS do rDNA 

 

5.3.1.1 Crescimento micelial para extração de DNA 

 

Devido ao numero elevado de isolados e também a semelhança morfológica 

entre eles priorizamos a extração do DNA apenas dos fungos endofíticos que 

apresentaram atividade biológica seguindo a técnica descrita por Raeder e Broda (1985). 

O micélio obtido no ensaio do item 5.3.4 foi filtrado em filtro de Büchner 

acoplado a um sistema a vácuo, lavado com água destilada autoclavada e em um gral de 

porcelana foi macerado com nitrogênio liquido onde posteriormente foi adicionado 5 

mL de tampão de extração CTAB 2X (Brometo de cetiltrimetilamônio) a mistura foi 

transferida para um tubo Falcon de 15 mL. 

A suspensão foi incubada a 65 ºC durante 60 minutos e em seguida, foi 

centrifugada a 10.000 rpm durante 15 minutos. Ao sobrenadante foi adicionado 5 mL de 

solvente orgânico CIA (clorofórmio-álcool isoamilico 24:1) intervalados com 

centrifugações e resgate do sobrenadante.  

Em seguida, foi realizada a precipitação do DNA com a adição de isopropanol (
-

20°). Os tubos foram homogeneizados manualmente. O precipitado foi resgatado por 

centrifugação e houve descarte do sobrenadante. O pellet foi submetido a duas lavagens 

sucessivas com etanol 70% gelado e em seguida, seco por inversão dos tubos sobre 

papel toalha durante 30 minutos. A ressuspensão do pellet foi feita com tampão TE (10 

mM Tris-HCl, 1 mM EDTA). 

O DNA foi quantificado em gel de agarose-TAE (1%) corado com brometo de 

etídeo (5 μg/mL) utilizando como padrão o DNA íntegro de fago λ, em diferentes 

concentrações. O gel foi submetido a uma corrente de 50 V e após a corrida, as bandas 

foram visualizadas em transiluminador de luz UV, sendo o gel fotodocumentado. 

Após a quantificação, as amostras foram diluídas para 20 ng/µL e utilizadas nas 

reações de PCR para a amplificação dos fragmentos de ITS (Internal Transcribed 

Spacer) do rDNA. 
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5.3.1.2 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

 

O DNA dos fungos foram submetidos à amplificação das regiões ITS do rDNA 

(ITS1-5.8S-ITS4), utilizando-se os primers ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG – 

3’) e ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC – 3’) para os fungos endofíticos 

isolados das pimentas descritos por White et al. (1990) e o primer C-GAPDH-R 

(TACTTGAGCATGTAGGCCTG) para identificação dos fitopatógenos. A reação de 

PCR foi realizada em volume final de 50 μL, tendo como condições de amplificação: 

desnaturação inicial a 94 ºC por cinco minutos seguida por 25 ciclos de 30 segundos de 

desnaturação a 94 ºC, 30 segundos de anelamento a 55 ºC e 30 segundos de extensão a 

72 ºC, e uma extensão final de sete minutos a 72 ºC. 

Após a amplificação, os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em 

gel de agarose a 1,2% (v/v) em tampão Tris-acetato-EDTA (TAE: 40 mM de Tris; 20 

mM de ácido acético glacial; 1 mM EDTA), o qual foi corado com brometo de etídeo (5 

μg/mL) e fotodocumentado. 

Os fragmentos de DNA amplificados foram purificados utilizando o kit GFX 

PCR Purification (Qiagen), conforme recomendações do fabricante. O produto de 

purificação foi quantificado em NanoDrop 2000C e enviado para sequenciamento. 

Todas as etapas do processo de identificação molecular dos isolados foram 

realizadas no Laboratório de Biologia Molecular da Embrapa Amazônia Ocidental, 

coordenado pelo Dr. Gilvan Ferreira. 

 

5.3.1.3 Análise das sequências 

 

As sequências de DNA obtidas foram comparadas com as sequências de isolados 

depositados no GenBank, utilizando o programa BLASTn (Basic Local Alignment 

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

– NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Após o alinhamento, foram desenvolvidos 

dendrogramas utilizando o programa MEGA X (https://www.megasoftware.net/). 

 

5.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.4.1 Atividade antimicrobiana dos metabólitos dos fungos endofíticos 

 

  Na triagem qualitativa antibacteriana de 132 isolados de fungos endofíticos, os 

extratos orgânicos dos isolados 5, 6, 12 e 52 mostraram moderada inibição, na 
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concentração inicial de 1mg/mL, contra Staphylococcus aureus, essa cepa é um 

patógeno oportunista, e embora seja um colonizador comum da pele humana, uma vez 

que supera a barreira da pele, pode causar uma variedade de infecções sistêmicas, 

infecções agudas e crônicas, e recentemente foi reconhecida como patógeno 

intracelular, caracteristica que contribui potencialmente para a resistência bacteriana 

(Becker et al., 2014). 

 Estudos anteriores mostraram que vários extratos de fungos endofíticos exibiram 

atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus (Abdulhadi, et al., 2020; 

Nurunnabi et al., 2020; Lai et al. 2020;  Metwaly et al., 2019; Cosoveanu et al., 2018)  

indicando que compostos como alcalóides, terpenóides e compostos fenólicos 

frequentemente observados em extratos fúngicos podem ser o responsáveis pelas 

atividades antimicrobianas. 

 A avaliação das concentrações inibitórias mínimas dos extratos brutos dos 

isolados fúngicos variou entre 31,25-500 µg.mL
-1

. A atividade mais forte foi observada 

no CIM de 500 µg.mL
-1

.  O estudo de Nurunnabi et al., (2020) relata que embora o 

solvente acetato de etila, utilizado para obtenção dos extratos brutos nesse estudo, seja 

amplamente utilizado na extração de compostos das culturas de fungos endofíticos 

(Bhardwaj et al. 2015; Minarni et al. 2017) por possui polaridade média, de modo que 

tem a capacidade para dissolver os compostos ativos polares e não polares, o uso de 

solventes com diferentes polaridades como o metanol que pode dissolver quase todos os 

compostos orgânicos, mesmo polares, semipolares e não polares (Rahmawati et al. 

2018), poderia favorecer a observação de uma gama maior de compostos ativos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – A - Triagem antimicrobiana dos extratos obtidos dos fungos endofíticos 

contra S. aures. B - Avaliação da concentração inibitória mínima dos extratos orgânicos. 
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5.4.2 Cultivo pareado dos fungos endofíticos contra os fitopatógenos do gênero 

Colletotrichum sp. 

 

 A técnica de cultivo pareado em placas de Petri foi utilizada para avaliar a 

interação dos fungos endofíticos isolados dos frutos de variedades de Capsicum 

chinense frente ao crescimento micelial dos fungos fitopatogênicos do gênero 

Colletotrichum. Primeiramente, foram avaliados 132 fungos endofíticos contra o 

crescimento micelial de duas linhagens de fitopatógenos isolados do guaranazeiro

 Observando os resultados obtidos por esta técnica, foi possível verificar que 19 

endófitos apresentaram taxa de antagonismo acima de 70% sendo a maior parte contra o 

patógeno GP131 (Figura 10), entre os isolados os de número 43 e 80, identificados pela 

microscopia como pertencentes ao gênero Scytalidium sp., bloquearam em mais de 80% 

o desenvolvimento dos dois fitopatógenos analisados (Figura 11), e os isolados 37 e 151 

bloquearam em 80 e 81,57% o desenvolvimento do fitopatógeno ISO6/R4 

respectivamente, na maioria desses casos observou-se que o endófito cresceu mais do 

que o fitopatógeno, com a ocorrência de contato micelial. Já em outros casos o endófito 

cresceu sobre o micélio do fitopatógeno e outros os endófitos apresentaram rápido 

crescimento, mas não houve contato micelial com o fitopatógeno.  O tipo de interação 

endófito-fitopatógeno que prevaleceu nesse experimento foi o por competição, segundo 

Fatiji et al. (2020) a competição é um forte mecanismo usado por endófitos que 

impedem patógenos de colonizar o tecido do hospedeiro, porém o método de controle 

empregado por endófitos é frequentemente local, necessitando de outros mecanismos 

para ocupar sistematicamente outras partes do hospedeiro onde patógenos podem atacar. 

O estudo de Lahlali et al., (2014) avaliou a colonização da raiz de colza com endófito 

Heteroconium chaetospira e não conseguiu prevenir os sintomas da raiz torta no 

vegetal, o que indica as limitações que podem ser encontradas com a competição como 

método de biocontrole, pois pode ser pouco eficaz quando há uma alta presença de 

microrganismos causadores de doenças.   

 Os índices de antagonismo foram calculados, e os resultados obtidos podem ser 

visualizados na tabela 2, a seguir. 
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Tabela - 2. Interações baseadas na escala de Badalyan et al. (2002) entre fungos 

endofíticos isolados do endocarpo e sementes de Capsicum chinense Jacquin. contra 

dois fitopatógenos  de Colletotrichum sp., e o índice de antagonismo em porcentagem 

(IA%). 

 

Isolado Colletotrichum 1 (GP131) Colletotrichum 2 (ISO6/R4) 

 TIPO DE 

INTERAÇÃO 
IA% 

TIPO DE 

INTERAÇÃO 
IA% 

P003 A 75,00 - - 

P025 B 70,00 - - 

P035 B 71,67 - - 

P036 A 70,00 - - 

P037 A 80,00 - - 

P039 A 75,00 - - 

P042 A 75,00 - - 

P043 A 80,00 A 81,54 

P050 - - A 72,31 

P051 A 78,33 - - 

P068 A 73,33 - - 

P070 A 76,67 - - 

P080 A 80,00 A 83,85 

P092 A 78,33 - - 

P094 B 71,67 - - 

P107 A 70,00 - - 

P139 B 70,00 - - 

P148 B 70,00 - - 

P151 A 81,67 A 76,92 
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Figura 10 - Cultivo pareado das linhagens de fungos endofíticos (na parte direita das placas) com o 

fitopatógenos do guaranazeiro – GP131 e ISO6/R4 (na parte esquerda das placas). 
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Figura 11 – A e B isolados 43 e 80 contra patógeno ISO6/R4 (lado direito da placa). C 

e D isolados 43 e 80 contra o patógeno GP131 (lado direito da placa).  

 

5.4.3 Metabólitos secundários com atividade antifúngica à fitopatógenos 

 

 Os oito fungos endofíticos que apresentaram atividades biológicas nesse estudo 

foram selecionados e obtidos seus extratos brutos, que foram submetidos ao ensaio “in 

vitro” de difusão em disco, para avaliação dos metabólitos secundários quanto à 

atividade antifúngica as duas espécies de Colletotrichum. Os extratos brutos foram 

aplicados em discos de papel filtro, utilizando-se uma concentração de 1 mg/mL
-1

 e o 

resultado deste ensaio pode ser visualizado na figura abaixo (Figura 12). 
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Figura 12 - Avaliação dos extratos brutos dos fungos endofíticos por ensaio de difusão em 

disco contra os fungos fitopatogênicos Colletotrichum spp. isolados do guaranazeiro. 

 

 

 Após observação de atividade antifúngica, as porcentagens de inibição foram 

calculadas e o resultado obtido mostra que os melhores resultados de inibição foram 

apresentados pelos extratos brutos dos endófitos 5, 6 e 52 contra o patógeno ISO6/R4 

enquanto o extrato do endófito 15 apresentou inibição contra o patógeno GP131 (Figura 

13), esses isolados apresentaram porcentagens de inibição ao crescimento micelial dos 

fitopatógenos maiores que 50%. Os demais isolados apresentaram porcentagens 

menores de inibição, menores que 50%. 

 Na figura 13 pode-se observar que alguns compostos presentes nos extratos 

inibiram o fitopatógeno sem que ocorresse crescimento micelial sobre o papel filtro.  
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PATOGENO ISO6/R4 EXTRATO 5 EXTRATO 6 EXTRATO 52 

 

 

 

 56,23% 61,12% 52,45% 

PATOGENO GP131 EXTRATO 15  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 58,33%  

 
Figura 13 - Ensaio de difusão em disco dos extratos brutos frente os fungos fitopatogênicos 

Controle: fungo Colletotrichum sp. (GP131); Colletotrichum sp. (ISO6/R4). 

 

  

5.4.4 Teste de termoestabilidade dos compostos fúngicos  

 

 Os isolados analisados no item anterior foram submetidos ao teste de 

termoestabilidade dos seus compostos. As substâncias antagônicas produzidas pelos 

isolados 6, 12 e 52 demonstraram significativa redução no tamanho da colônia de 

Colletotrichum sp. (GP131), esses microrganismos destacaram-se, pois conseguiram 

inibir o crescimento da cepa Staphylococcus aureus (item 5.4.1) e também dos 

fitopatógenos (item 5.4.3), revelando um grande espectro de ação, e, mostrando que os 

metabólitos produzidos demonstraram-se ativos, mantendo suas atividades mesmo após 

a esterilização (Figura 14).  

 O maior número de estudos que analisam a termoestabilidade de compostos 

produzidos por fungos endofíticos, o fazem a partir de moléculas como as enzimas, 

assim como é referenciado no estudo de Yadav (2013) que ao isolar enzimas, para fins 

industrais, a partir do fungo endofitico Bartalinia sp. observou a termoestabilidade da 

enzima celulase que manteve quase 50% da sua atividade inicial mesmo após ser 



50 

 

 

mantida por duas horas a 100 ºC, demostrando uma natureza termotolerante. Atividade 

ótima de celulase obtida na temperatura de 100 °C foi surpreendente e o resultado 

indicou que a atividade da celulase foi afetada pela mudança na temperatura. 

  Streptosporangium sp. um actinomiceto endofítico isolado de folhas de milho 

(Zea mays L.) apresentou a produção de glucoamilase. A enzima isolada exibiu 

propriedades termoestáveis (Stamford et al. 2002). Silvia e colaboradores (2018) 

analisaram uma endoglucanase halotolerante que foi obtida a partir da fermentação 

sólida do bagaço de cana-de-açúcar pelo fungo Botrytis ricini, a enzima foi estável a 

temperatura de 39–60 °C por 60 min, demonstrando ao final do estudo que essa 

propriedade torna esta enzima isolada uma candidata potencial para aplicações 

industriais. Varias enzimas termoestáveis estão sendo investigadas atualmente para 

melhorar os processos industriais.  

 A capacidade dos endófitos em produzir várias enzimas in vivo e in vitro 

significa que o hospedeiro fornece nutrientes e condições favoráveis para colonização 

de endófitos, e que eles podem ser usados para várias aplicações biotecnológicas 

(Tomita, 2003). 

 Os resultados obtidos sugerem que a defesa química se manifesta em diferentes 

níveis e que determinados metabólitos bioativos apresentam padrões de indução 

semelhantes. Essas descobertas podem indicar que os fungos elaboram estratégias de 

defesa que produzem antifúngicos concomitantemente e que tais compostos podem 

atuar aditivamente ou sinergicamente. Mais estudos são necessários para decifrar os 

vários eventos que desencadeiam essas respostas bioquímicas, auxiliando no 

conhecimento dos vários aspectos dessas interações (Liang, 2016). 
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Figura 14 - Teste de compostos antifúngicos não voláteis dos endófitos isolados dos 

frutos de Capsicum chinense 

 

5.4.5 Identificação molecular 

 

 Baseado nos resultados obtidos nesse estudo, nove isolados de fungos 

endofíticos e dois fitopatógenos utilizados nos testes de cultura dupla foram indicados 

para identificação molecular, de onze amostras apenas oito foram amplificados com 

sucesso usando primers ITS1 e ITS4 para os fungos endofiticos isolados das pimentas 

Capsicum e o primer GAPDH para os fitopatogenos, pois através de analises 

micromorfológicas prévias, estes foram sugeridos como pertencentes ao gênero 

Colletotrichum. As seqüências obtidas em formato “fasta” foram comparadas com o banco 

genômico do NCBI por meio da Basic Local Alignment Search Tool – Nucleotide (Blastn), 

onde os resultados obtidos revelaram suas identidades como membros de três gêneros 

diferentes como ilustrados na Tabela 3, todos pertencentes ao filo Ascomycota, que 

inclui duas classes, Sordariomycetes e Dothideomycetes.  

 Um total de 38 sequências de parentes próximos foram baixados do NCBI 

GenBank e combinado com sequências dos 8 endófitos para construção das árvores 

filogenéticas (Figuras 15, 16 e 17).  

CONTROLE 

GP131 

Nº6 Nº12 Nº52 
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 Os patógenos GP131 e ISO6/R4 foram confirmados como pertencentes ao 

gênero Colletotrichum. Foi observada alta similaridade do patógeno GP131 (99,28%) 

com as espécies Colletotrichum cf geosporioides e Colletotrichum siamense enquanto 

ISO6/R4 apresentou 100% de similaridade com a espécie Colletotrichum siamense, no 

entanto vários artigos discutem sobre as semelhanças genéticas entre muitos dos 

Colletotrichum spp, o que levou esse gênero a ser reconhecido como um gênero 

complexo sendo necessário uma aplicação combinada de primers moleculares para uma 

identificação mais exata, fato que pode ser observado nesse estudo, pois a utilização de 

um único primer, o GAPDH,  não foi suficiente para determinar a espécie dos 

patógenos utilizados, sobretudo do patógeno GP131. De acordo com Cannon et al. 

(2012) as relações biológicas e genéticas dentro do amplo clado de C. gloeosporioides 

são confusos e as sequências ITS por si só são insuficientes para esclarecê-las. 

 Uma serie de estudos publicados demostraram a similaridade genética entre 

espécies de Colletotrichum, Weir et al (2012) relata que várias espécies são 

consideradas sinônimos de C. gloeosporioides que são membros do complexo C. 

acutatum (por exemplo, C. godetiae, Gloeosporium limetticola, G. lycopersici e G. 

phormii) e do complexo C. boninense (C. dracaenae) e ainda que embora os estudos 

moleculares resultem em uma compreensão muito melhor das relações filogenéticas, a 

espécie C. gloeosporioides necessita de uma taxonomia mais atualizada.  

 Os isolados 6, 52 e 151 demonstraram similaridade com o gênero Diaporthe 

(fase anamórfica do Phomopsis) esse gênero é frequentemente relatado na literatura 

como endófito, patógeno e saprófito e colonizam uma ampla gama de plantas de clima 

tropical. Eles são conhecidos pela produção de compostos bioativos que incluem 

antimaláricos, antifúngicos, herbicidas, antiinflamatórios, antimicrobianos e regulador 

de crescimento de plantas (Yenn et al,. 2017). Os isolados 6 e 151 demonstraram 99, 47 

e 99, 82 % de analogia, respectivamente, com a espécie D. phaseolorum, enquanto o 

isolado 52 que demonstrou maior inibição no teste antibacteriano contra S. aureus foi 

identificado somente como pertencente ao gênero Diaporthe sp., esse resultado sugere 

que esse isolado possa compreender uma nova espécie ou talvez tal resultado tenha 

necessidade de ser investigado com o uso de outros primers moleculares pois o estudo 

de  Santos et al. (2010) observou uma variação intraespecífica em sequências ITS em 

várias espécies de Diaporthe o que pode causar confusão no reconhecimento de 

espécies quando utilizado sozinho. 
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 O estudo de Udayanga et al., (2014) relata que há uma diversificação críptica, e 

que as extensas associações com hospedeiros complicam há muito tempo as 

identificações a nível de espécie neste gênero, informação o que foi confirmada ao 

tentar a delimitação filogenética da espécie Diaporthe eres onde na análise molecular 

foram utilizados oito genes, incluindo o ribossomal nuclear espaçador transcrito interno 

(ITS), sequências parciais de actina (ACT), DNA-liase (Apn2), fator de alongamento da 

tradução 1- α (EF1-α), beta-tubulina (TUB), calmodulina (CAL), proteína ribossomal 

L37 60s (FG1093) e histona-3 (HIS) e foi observado a ocorrência de heterogeneidade na 

sequência de ITS dentro de D. eres, o que complica a análise e pode levar a 

superestimação da diversidade de espécies.  

 As sequencias nucleotidicas dos isolados que demonstraram altas taxas de 

antagonismo no teste de cultura dupla foram análogas com Neoscytalidium dimidiatum 

que é um fungo demáceo que causa doenças em vários hospedeiros vegetais. Uma 

revisão taxonômica realizada por Crous et al. (2006) sobre a família 

Botryosphaeriaceae, concluiu que Scytalidium é um grupo polifilético e propôs um novo 

gênero o Neoscytalidium para acomodar a especie Scytalidium dimidiatum (Penz.) 

passando a ser reconhecida como Neoscytalidium dimidiatum (Penz.). Shokoohi et al., 

2020 relata que o novo gênero Neoscytalidium agrupa fungos que apresentam uma 

simbiose complexa com diferentes plantas. 

 O alinhamento da região ITS dos isolados 37, 43 e 80 foi realizado com 8 

sequências, entre N. dimidiatum, N. novahollandiae e N. orchidacearum e um de S. 

lignicola como grupo externo (Figura 15). Todos os isolados deste estudo foram 

agrupados junto com a sequência de N. dimidiatum no mesmo ramo.  
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Tabela 3 – Similaridade máxima de identidade de nucleotídeos de oito isolados fúngicos com 

base em sequencias ITS usando analise BLASTn. 

 

ID Isolado 
Similaridade 

(%) 
E-value Espécie 

Acesso 

Genbank 

151 99,82 0.0 Diaporthe phaseolorum JF896458.1 

37 99,13 0.0 Neoscytalidium dimidiatum MF580799.1 

43 99,30 0.0 Neoscytalidium dimidiatum MF580799.1 

80 98,98 0.0 Neoscytalidium dimidiatum MT565490.1 

52 99,13 0.0 Diaporthe sp. KU523580.1 

6 99,47 0.0 Diaporthe phaseolorum JF896458.1 

P1(GP131) 99,28 9e-138 Colletotrichum cf. gloeosporioides HQ022566.1 

P2 (ISO6/R4) 100 4e-141 Colletotrichum siamense MN525882.1 
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Figura 15 - Análise de similaridade genética baseada no alinhamento de sequências dos isolados 

37, 43 e 80 com aqueles acessos de maior homologia depositados no banco de dados do NCBI 
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Figura 16 - Análise de similaridade genética baseada no alinhamento de sequências dos isolados 

6, 52 e 151 com aqueles acessos de maior homologia depositados no banco de dados do NCBI 
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Figura 17 - Análise de similaridade genética baseada no alinhamento de sequências dos 

patógenos GP131 e ISO6/R4 com aqueles acessos de maior homologia depositados no banco de 

dados do NCBI 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O presente estudo reafirmou o potencial dos fungos endofíticos como fontes promissoras 

na produção de compostos bioativos com atividade antifúngica e antibacteriana.  

 

No estudo dos metabólitos secundários a fração acetato de etila dos endófitos 5, 6, 12 e 

52 inibiu o crescimento de Staphylococcus aureus e micelial de Colletotricum spp.  

 

O presente trabalho apresenta significativa contribuição científica por ter relacionado 

atividades biológicas a microrganismos endofíticos isolados de pimentas típicas da região 

amazônica, pouco conhecidas na literatura.  

 

Foi observada a presença de compostos de novas fontes biológicas, além disso, há a 

possibilidade de serem compostos inéditos. Para essa confirmação, análises 

complementares precisam ser realizadas, a fim de finalizar a elucidação estrutural dos 

compostos em questão.  

 

O antagonismo químico pôde demonstrar a presença de compostos que mesmo sendo 

submetidos à alta temperatura permaneceram apresentando atividade biológica. 

 

Dentro das perspectivas para trabalhos futuros, a continuidade da investigação dos 

mecanismos que estão envolvidos no processo que desencadeiam as atividades 

biológicas observadas; 

 

Considerando os resultados aqui apresentados e os encontrados na literatura, a busca de 

compostos em endofíticos é promissora e potencial para produção de protótipos de 

importância biotecnológica. 
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