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RESUMO
Microrganismos endofíticos habitam principalmente as
partes aéreas das plantas, como folhas e caules, em geral
são constituídos por fungos e bactérias, que vivem em
uma relação mutualística, proporcionando proteção às
plantas contra fitopatógenos, herbivoria e insetos. Uma
das doenças que mais afeta a cultura da melancia (Ci-
trullus lanatus) e provoca grandes prejuízos à agricultura,
é o crestamento gomoso, causado pelo fungo Didymella
bryoniae, que em condições ideais de desenvolvimento,
afeta todas as fases da planta, provocando o tombamento
de plântulas, lesões circulares nas folhas e formação de
cancros no caule, nas hastes e nos frutos, com exsudação
de goma.  Fungos endofíticos podem apresentar pro-
priedades antagônicas a fitopatógenos, sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de controle
in vitro de fungos endofíticos isolados de Piper amalago
ao crescimento de D. bryoniae. Foram avaliados 26 iso-
lados de P. amalago, por meio da metodologia da cultura
pareada, na qual os endofíticos e o fitopatógeno foram
inoculados em lados opostos das placas de Petri, sendo
incubados à uma temperatura de 27°C±2°C, por sete
dias. Dos 26 fungos endofíticos isolados de P. amalago
testados, cinco demonstraram efeito antagônico contra o
D. bryoniae, inibindo totalmente seu crescimento, de-
monstrando seu potencial para o controle biológico deste
patógeno.

PALAVRAS-CHAVE: Crestamento gomoso, antago-
nismo, controle biológico, melancia, Citrullus lanatus.

ABSTRACT
Endophytic microorganisms live mainly in the aerial parts of
the plants, as leaves and stalks; are generally constituted of
fungi and bacteria, which live in a mutualistic relantionship,

providing protection to the plants against phytopathogens,
herbivory. One of the diseases that affects the watermelon
culture (Citrullus lanatus) the most and that brings about
great losses to agriculture, is the gummy stem blight (GSB),
caused by the fungus Didymella bryoniae, that in ideal con-
ditions of growth, affects all the phases of the plant, causing
the fall of plantules, circular lesions in the leaves and forma-
tion of cankers on the stalk, stems and the fruits, with gum-
my exudation. For the control of this phytopathogen, high
levels of agrotoxin are applied, causing great damage to the
environment, to human health, and also economic losses to
the agricultors. Thus, it is necessary to evaluate the anta-
gonic properties of the isolated endophytic fungi of Piper
amalago confronting the phytopathogen Didymella bryoniae.
Twenty-six isolated of P. Amalago were evaluated, through
the paired culture methodology, in triplicate, confronting the
phytopathogen, in BDA growth means, inoculated on op-
posing sides of Petri dishes, being incubated to a tempera-
ture of 27°C ± 2 for seven days. Where 5 endophytic fungi
showed antagonic effect against the phytopathogen.

KEYWORDS: Endophytic microorganisms, gummy stem
blight, watermelon.

1. INTRODUÇÃO
Encontrados no interior dos vegetais, hospedando

órgãos e tecidos, principalmente das partes aéreas co-
mo ramos ou caulese folhas, os microrganismos endo-
fíticos podem ser tanto fungos, bactérias ou vírus, que
penetram nas plantas por meio de raízes, ferimentos
provocados por insetos, por entradas naturais como
estômatos e hidatódios, se difundindo em diversas
partes das plantas, passando a viver em uma relação
mutualística com seus hospedeiros, oferecendo prote-
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ção ao vegetal contra patógenos, herbivoria além de
outras funções de grande importância para o metabo-
lismo do hospedeiro1.

Os microrganismos endofíticos foram citados pela
primeira vez no início do século XIX, sendo de Bary,
em 1866, quem observou uma diferença entre endofí-
ticos e patógenos de plantas2. Estes microrganismos
passaram despercebidos por décadas, já que não havia
conhecimento algum sobre suas verdadeiras funções
nas plantas, e muito menos se conhecia sobre a pro-
dução de toxinas, produtos farmacológicos e outros
produtos promissores para o uso na agricultura como
biocontroladores entre outros benefícios que eles po-
dem proporcionar1.

Passando a conhecer suas funções e a produção de
metabólitos secundários, os endofíticos passaram a ser
objeto de estudos de muitas pesquisas, visando a busca
de novos produtos, como pode ser observado nos doze
anos de estudosde SCHULZ et al. (2002)3, que con-
seguiram isolar mais de 6.500 fungos endofíticos de
plantas, com potencial antimicrobiano e an-
ti-herbicida3.

Entre algumas das espécies de vegetais pesquisa-
das quanto a presença e atividade de fungos endofíti-
cos está a família Piperaceae, que compreende plantas
que podem variar de tamanho, desde arbustos até pe-
quenas árvores, aromáticas ou com células oleosas5.
Com predominância tropical e subtropical, a família
Piperaceae, inclui cerca de cinco a oito gêneros, com
mais de 2500 espécies, muito comuns nas formações
florestais brasileiras, principalmente na Mata Atlânti-
ca6.

As Piperaceae são plantas de grande importância
para a farmacologia, em especial o gênero Piper, ao
qual pertence a espécie Piper amalago L., popular-
mente conhecida como Pariparoba, poissão plantas
usadas na medicina popular, por exemplo como anal-
gésico, antitérmico, para diarréia, dores intensas no
estômago, dores de cabeça, distúrbios renais, estoma-
cais, dores musculares, para aliviar a coceira após pi-
cadas de insetos, queimaduras, sendo utilizada desde
as folhas até as raízes, tanto em infusão, ou como no
caso das folhas, maceradas ou decocção, já na aplica-
ção farmacológica o gênero possui atividade antimi-
crobiana,  pode ser usado para extração de óleos,
entre outros compostos de grande importância5.

Juntamente com o desenvolvimento da humanida-
de desenvolveram-se muitas doenças, sobretudo de
plantas, reduzindo a produção de alimentos necessá-
rios para a sobrevivência, induzindo ao uso de produ-
tos altamente prejudiciais para o controle das doenças,
como os fungicidas e inseticidas, porém, a partir do
crescente desenvolvimento biotecnológico, desenvol-
veram-se alternativas menos agressivas ao ambiente,
como substâncias indutoras de resistência, organismos

antagônicos, profilaxia, plantas resistentes, obtidas por
meios convencionais ou pela melhoria da engenharia
genética, além de manejos culturais, como a rotação
de culturas7.

A melancia (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsumura
& Nakai) que pertence à família das Cucurbitáceas
possui centro de origem africano, cultura cosmopolita,
introduzida no Brasil pelos escravos, podendo ser cul-
tivada sob irrigação ou sequeiro, diferentemente do
cultivo irrigado, o cultivo no sequeiro tem ocorrência
o ano todo, o sequeiro utiliza os tipos locais apenas
uma vez por ano, em períodos chuvosos, apresentando
variabilidade tanto nas características externas, quanto
nas internas, como cor da polpa, conservação pós co-
lheita, teor de açúcar, entre outros sendo cultivada em
vários locais do Brasil, com maior  concentração nas
regiões Nordeste, Centro- Oeste e Sul9.

Segundo dados do IBGE (2010)10, a produção na-
cional no ano de 2010 foi de 2.052,928 toneladas, em
uma área de 96.477 hectares10. Seu uso é predominan-
temente in natura, na forma de sucos, geleias, doces,
molhos, em saladas, tanto o uso pode ser da polpa,
como também da casca e sementes, tendo um papel
importante na alimentação humana, pois a melancia
contém antioxidantes, sais minerais, vitaminas como
A, B e C, eliminação de resíduos do aparelho digesti-
vo, funciona como laxante, diurético, além de baixo
valor calórico, muito recomendada para uso em die-
tas9.

Mesmo estando entre os maiores produtores mun-
diais de melancia, o Brasil tem uma produtividade
relativamente baixa, devido a ocorrência de doenças
que limitam a produção e a qualidade dos frutos, entre
as doenças de maior importância que ocorre na me-
lancia é causada pelo fungo Didymella bryoniae (Au-
ersw.) Rhen, que provoca o crestamento gomoso do
caule, também conhecida como cancro das hastes,
podridão gomosa, podridão negra, presente em todas
as regiões de clima tropical, produtoras de cucurbitá-
ceas, que sem um controle eficiente, as perdas são
muito grandes9.Essa doença pode acometer as partes
aéreas da planta, em todas as fases do seu desenvol-
vimento12. Na fase de plântula, a doença é caracteri-
zada por lesões em forma de círculos nos cotilédones,
levando ao tombamento e morte, quando adultas, as
folhas também apresentam manchas circulares que
podem variar de milímetros a centímetros, os ramos
afetados apresentam-se encharcados, com exsudação
de goma, coloração parda, com presença de numero-
sos corpos de frutificação negros, na maioria dos casos
os ramos, acima da lesão, acabam secando, quando a
infecção ocorre no colo, induz as plantas a morte, nos
frutos, os sintomas iniciam-se com pequenas manchas
marrons, com exsudação de goma, e com o tempo, as
lesões se aprofundam no fruto provocando o apodre-
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cimento parcial ou total do mesmo, as formas de
transmissão ocorrem por meio de restos culturais de
uma safra para outra, ou mesmo pelo solo, sementes
infectadas retiradas dos frutos doentes, umidade rela-
tiva do ar alta e temperaturas em torno dos 20ºC a
28ºC, são algumas das condições ideais para o desen-
volvimento do fungo13.

O fungo possui grande resistência ao sol, chuvas
fortes, ventos, permanecendo com capacidade de de-
senvolvimento no solo e nos restos de plantas por um
longo período de tempo, que pode variar de um a três
anos, ele também pode ser encontrado nas sementes
dos frutos doentes, outro meio de dispersão e de so-
brevivência do fungo12.

As primeiras descrições do fungo, que é um para-
sita necrotrófico facultativo, das plantas da família das
cucurbitáceas14, foram citadas na França em 1891, em
sua fase anamórfica, com o nome de Ascochyta cucu-
mis Fautr & Roum, e mais tarde na fase teleomórfica
como Didymellamelonis Pass15,16, atualmente, a fase
teleomórfica recebe a denominação D. bryoniae11.

A principal medida de controle a D. bryoniaeba-
seia-se na aplicação de fungicidas, o que tem aumen-
tado os custos de produção de melancia, devido aos
altos índices de aplicação de fungicidas, e também, o
uso indiscriminado desses produtos contribuem para a
contaminação de mananciais hídricos e solo, além do
patógeno apresentar resistência à alguns componentes
dos produtos químicos aplicados17.

Uma vez que o controle químico tem baixa efici-
ência no controle do fitopatógeno, há necessidade de
se buscar alternativas que não venham a provocar
prejuízos econômicos aos agricultores, já que o custo
dos agrotóxicos é bastante alto, e que se faz necessário
aplicar várias vezes durante as todas as fases de de-
senvolvimento da planta. Como uma possível alterna-
tiva sustentável de controle de patógenos como D.
bryoniae está ouso de microrganismos endofíticos
com potencial antagônico.

Levando em conta os altos custos financeiros e as
consequências desastrosas para o meio ambiente e à
saúde humana, o uso de produtos químicos para con-
trole de diversos tipos de pragas vem sendo substituí-
do pelo uso de controladores biológicos, todavia, ain-
da existem dificuldades, como exemplo a disponibili-
dade no mercado desses produtos e a baixa taxa de
eficiência dos que já estão disponíveis8.  O biocon-
trole pode ser realizado por meio da utilização de mi-
crorganismos de maneira natural, ou por indução de
um agente biocontrolador, e vem sendo realizado no
Brasil com algumas espécies como o fungo entomo-
patogênico Metarhizium anisopliae (Metschn.) Soro-
kin 1883 e com vírus Baculovírus, para o controle
das cigarrinhas da cana e de pastagens e no controle
da Anticarsia gematalis na soja, respectivamente e na

cultura de cacau, o fungo Moniliophtora perniciosa,
causador da doença vassoura de bruxa, é controlado
por fungos do gêneroTrichoderma1.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o po-
tencial de controle de fungos endofíticos isolados de
Piper amalago contra o crescimento do fitopatógeno
D. bryoniae, já que estes vivem em um nicho seme-
lhante ao dos patógenos, podendo competir com os
mesmos, limitando ou impedindo sua ação sobre a
planta.

2. MATERIAL E MÉTODOS
Os fungos endofíticos avaliados neste trabalho fo-

ram isolados de folhas de Piper amalago no ano de
2013 na Universidade Paranaense Unidade de Toledo
e encontram-se armazenados no laboratório de Bio-
tecnologia. O fitopatógeno Didymella bryoniae foi
gentilmente doado pelo Prof. João Lúcio de Azevedo
(ESALQ – USP).  Os fungos endofíticos foram enu-
merados de acordo com o ponto de coleta e a sequên-
cia de isolamento. Os pontos de coleta foram dois,
sendo P1 e P2, de acordo com o nome da planta e
conforme a sequência de isolamento os endofiticos
foram enumerados como: Pa1, Pa2, Pa3, consecuti-
vamente, para cada um dos pontos de coleta (P1Pa1,
P1Pa2...).

Para avaliação do potencial antagônico, foram uti-
lizados 26 fungos endofíticos isolados de P. amalago
contra o fitopatógeno D. bryoniae. A metodologia
empregada foi a cultura pareada descrita por Campa-
nile et al. (2007)18, com modificações. Os fungos en-
dofíticosforam rejuvenescidosem meio BDAe incu-
bados por sete dias a 27ºC±2ºC. Após esse período de
incubação, foram extraídos fragmentos de 10mm² de
cada um dos fungos endofíticos e do fitopatógeno, em
sequência, inoculados nas placas de Petri, em lados
opostos, a uma distância de 4 cm entre os fungos,
sendo incubados novamente por sete dias a 27ºC. Os
testes foram realizados em triplicata. Para controle
negativo, foi inserido um fragmento, do mesmo ta-
manho e na mesma posição do teste, contendo apenas
o fitopatógeno.

Para análise das interações entre o patógeno e os
endofiticos, foi adotada a escala de Badalayan
(2002)19, seguindo os três tipos de interações possíveis,
que são: A, B e C, sendo C dividida em quatro subca-
tegorias: CA1, CA2, CB1 e CB2. Sendo: A = “dead-
lock” com contato micelial; B = “deadlock” a distân-
cia ou liberação do substrato no meio; C = crescimen-
to do endofítico sobre o fitopatógeno sem “deadlock”
inicial; CA1 e CA2 = crescimento parcial e completo
do endofítico sobre o fitopatógeno depois de “dead-
lock” inicial com contato micelial; CB1 e CB2 = cres-
cimento parcial e completo do endofítico sobre o fito-
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patógeno depois de “deadlock” à distância.
Para cada tipo de interação foi atribuída uma pon-

tuação específica: A=1,0; B=2,0; C=3,0; CA1=3,5;
CB1=4,0; CA2=4,5 e CB2=5,0.

O índice de antagonismo foi calculado para a inte-
ração entre cada isolado x D. bryoniae usando a fór-
mula:

IA = ∑ N x I
Onde:

N = número de cada tipo de interação e
I = pontuação correspondente.

Para a observação das interações em nível micros-
cópico entre os endofíticos e o fitopatógeno foram
colocadas lamínulas sobre o meio de cultura entre os
dois fungos, para visualização do aspecto das hifas no
microscópio.

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

Por meio da metodologia da cultura pareada, pô-
de-se observar as interações entre os endofiticos e
patógeno D. bryoniae, nas quais, dos 26 endofiticos
isolados testados, cinco conseguiram controlar o cres-
cimentodo fitopatógeno.  A interação observada entre
os endofíticos e o fitopatógeno foi do tipoCB1, em
que ocorreu o crescimento completo do endofitico
sobre o fitopatógeno, depois de deadlock a distância,
conforme Tabela 1.

Tabela 1. Índice de Antagonismo (IA) e os tipos ou subtipos  de
interações entre fungos endofiticos isolados de Piper amalago e o
fitopatógeno Didymella bryoniae, usando a pontuação da escala de
Badalyan.

Fungos isolados IA Tipos de inte-
rações

P1Pa1 12 CB1*
P1Pa10 12 CB1
P1Pa11 12 CB1

P2Pa3 12 CB1
P2Pa6 12 CB1

Figura 1. Interação apresentadaentre os fungosendofiticos e o
fitopatógeno. A: interação do tipo CB1: crescimento completo do
endofitico sobre o patógeno após “deadlock” à distância. B: con-
trole do fitopatógeno Didymella bryoniae. CB1 = crescimento

completo do endofítico sobre o fitopatógeno depois de “deadlock”
inicial a distância.

Para observação em nível microscópico das inte-
rações foram colocadas lamínulas entre os fungos en-
dofíticos e o fitopatógeno, mas não houve crecimento
dos fungos sobre a lamínula, não possibilitando assim
a visualização das interações microscópicas.

4. DISCUSSÃO
Os resultados mostrados no presente trabalho cor-

roboram com os encontrados por Campanile et al.
(2007)18, que observaram interações entre os fungos
endofíticos isolados de Quercus cerris e Q. pubescens
e Diplodia corticola, agente causal do cancro e morte
de espécies de carvalho. De maneira semelhante, Ber-
nardi-Wenzel et al. (2012)20 verificaram a atividade
antagonística de fungos endofíticos isolados de soja
contra os patógenos Alternaria solani, Rhizoctonia
solani, Phomopsis sp., Fusarium solani f. sp. glycines.

Em estudos semelhantes Souza et al. (2004)21 iso-
laram um total de 645 endófitos entre bactérias e fun-
gos e puderam observar nos primeiros isolados bacte-
rianos uma resistência ao antibiótico terramicina e o
potencial de inibição do crescimento dos fungos
Guignardia e Colletotrichum. Já Chapla et al. (2012)4,
no desenvolvimento de suas pesquisas, estudaram
fungos endofíticos isolados de oito espécies de plantas:
Alibertia macrophylla K.Schum., Casearia sylvestris
Swatz. Ocotea corymbosa (Meisn.) Mez, Senna spec-
tabilis (DC.)H.S.Irwin & Barneby, Piper aduncum
Vell., Cryptocaria mandioccana Meissn. Xylopia a-
romatica (Lam.) Mart. e Palicourea marcgravii
A.St.-Hil., onde obtiveram 42 produtos naturais, que
foram submetidos à avaliação das atividades antifún-
gica, antioxidante, anticolinesterásica e anticanceríge-
na, estas substâncias encontradas apresentaram algum
tipo de atividade biológica, inclusive contra os fungos
fitopatogênicos como Cladosporium sphaerospermum
e C. Cladosporoides.

Assim como Almeida et al. (2005)22 isolaram en-
dófitos de ápices de pupunheiras com potencial inibi-
tório dos patógenos causadores do apodrecimento ra-
dicular de pupunheiras, sendo os isolados identifica-
dos como Epicoccum  nigrum e Neotyphodium, po-
dendo ser verificado o grande potencial destes mi-
crorganismos, e sua aplicação na medicina, agricultura
ou indústria, assemelhando-se aos resultados do pre-
sente estudo na avaliação de fungos para  biocontrole
e que ainda terão suas propriedades químicas descri-
tas.

Em outros trabalhos também foi possível verificar
que nem todos os fungos endofíticos possuem capaci-
dade para biocontrole, esta condição é dependente de
vários fatores da interação entre microrganismos, bem
como as características próprias de cada espécie Cor-
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rêa (2008)23.
Silva et al. (2008)8 isolaram o fungo patogênico

Phytophthora citrophthora de plantas infectadas de
Limão cravo, de um pomar comercial, onde observa-
ram que os isolados de Trichoderma stromati-
cum,Trichoderma viride e Trichodermavirens apre-
sentaram maior antagonismo ao patógeno estudado,
sendo que o isolado T. stromaticum foi o que apresen-
tou maior inibição, ocupando mais de 52% da placa.
Já o isolado T. harzianum apresentou o menor índice
antagônico de pouco mais de 15% e Rubini et al.
(2005)24 estudaram uma comunidade de fungos endo-
fíticos de cacaueiros resistentes e suscetíveis à doença
vassoura-de-bruxa provocada pelo fitopatógeno Moni-
liophtora perniciosa. Neste estudo foram identificados
e avaliados in vitro e in vivo isolados com potencial de
inibir o fitopatógeno, entre os avaliados o fungo Glio-
cadium catenulatum reduziu a ocorrência da doença
do cacaueiro em 70%, indicando que os endófitos tes-
tados no presente trabalho que apresentaram potencial
para o biocontrole de D. bryoniae apresentaram ativi-
dade antagônica elevada, já que apresentaram cresci-
mento superior a 90% da área da placa.

Em estudos de antibiose in vitro Silva et al.
(2013)25 testaram actiniomicetos isolados da rizosfera
de plantas do cerrado baiano contra o fungo entomo-
patogênico Fusarium oxysporumf. sp passiflorae,
tendo como resultado do trabalho efeito antagônico
significativo sobre o patógeno., do mesmo modo como
no atual estudo, obteve-se resultado considerável.

Silva et al. (2008)26 usaram 52 bactérias endofíti-
cas isoladas de tomateiros e pimentões, para o controle
da pinta bacteriana do tomateiro, que provoca grandes
perdas na cultura, desses 53 isolados 9 apresentaram
eficiência no controle do fitopatógeno do tomateiro,
assim como no presente trabalhoo indice de endófitos
promissores no biocontrole do fitopatógeno estudado é
baixo por ser um patógeno de dificil controle.

Rocha et al. (2009)27 testaram em cultura pareada
12 linhagens de fungos endofiticos isolados de folhas
de confrei frente a linhagem fitopatogênica Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary 1884, agente causal do
mofo branco de culturas de feijão, desses 12 isolados
4 apresentaram zonas de inibição, sendo um indicativo
de antibiose com um valor de 46,7% a 50,0% de re-
dução de crescimento micelial do fitopatógeno.
Quanto que, nesse trabalho observou-se, na avaliação
in vitro, 90% de redução no crescimento do fitopató-
geno estudado.

Os resultados verificados neste trabalho intensifi-
cam a importância de estudos sobre uma gama de
fungos endofíticos, já que os fitopatógenos provocam
grandes danos à várias culturas e que muitos deles são
de difícil controle, pois em algumas ocasiões pouco se
conhece sobre eles, tornando assim mais difícil seu

controle. Assim como pode ser verificado no trabalho
de Louzada et al. (2009)28, onde fizeram coleta de
amostras de solo de seis estados diferentes com o ob-
jetivo de selecionar isolados com potencial controla-
dor de doenças, foram conduziram testes em cultura
pareada em BDA contra Sclerotinia sclerotiorum (Lib.)
de Bary 1884, Fusarium solani f.sp. phaesoli. Dos 230
isolados obtidos identificaram ser pertencentes ao gê-
nero Trichoderma, destes 50 isolados inibiram o cres-
cimento micelial de F. solani e 111 inibiram S. sclero-
tiorum. Aproximadamente metade dos isolados de
Trichoderma não foram efetivos contra F. solani
(Mart.) Appel & Wollenw. 1910, enquanto para S. s-
clerotiorum esse índice foi de apenas 14%.

5. CONCLUSÃO
O fitopatógeno D. bryoniae demonstrou ser um

patógeno de difícil controle, principalmente por apre-
sentar crescimento rápido, tendo sido controlado por
apenas cinco dos 26 fungos endofíticos isolados de
Piper amalago, o que demonstra a necessidade de
mais estudos visando o biocontrole deste fitopatógeno.
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