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RESUMO 

O presente estudo teve como objetivo bioprospectar, caracterizar e avaliar o potencial de um 

bacteriófago isolado de folhas de Solanum americanum para o biocontrole da mancha bacteriana 

do tomateiro. O isolamento do bacteriófago Xanthomonas phage SA1 foi realizado a partir de 

amostras coletadas no ensaio de tomateiro do campus Morrinhos do IF Goiano, utilizando técnicas 

de spot test e plaque assay, seguidas de ciclos sucessivos de purificação para obtenção de isolado 

clonal. A estabilidade do fago foi avaliada in vitro em diferentes condições de pH, temperatura e 

exposição à radiação UV, demonstrando viabilidade em pH 5 e 7,4, redução progressiva da 

viabilidade com o aumento do tempo de exposição à UV (254 nm) e maior preservação da 

atividade lítica a 25 °C e 30 °C, com completa perda a 65 °C. O espectro de hospedeiros revelou 

ação seletiva sobre isolados de Xanthomonas euvisicatoria perforans, X. hortorum pv. gardneri e 

X. campestri pv. campestris. Em ensaios em casa de vegetação, a aplicação do fago reduziu 

significativamente a severidade da doença, e observações adicionais indicaram maior 

sobrevivência das plantas tratadas com o fago sob estresse térmico severo, sugerindo possível 

indução de resistência basal. Os resultados demonstram que o bacteriófago SA1 apresenta 

potencial promissor como agente de biocontrole de Xanthomonas em tomateiro, oferecendo 

alternativas sustentáveis para manejo da doença e proteção das plantas em condições adversas.  

Palavras-chave: bacteriófago, controle biológico, Solanum americanum 

  



ABSTRACT 

The present study aimed to bioprospect, characterize, and evaluate the potential of a bacteriophage 

isolated from Solanum americanum leaves for the biocontrol of bacterial spot in tomato. The 

bacteriophage Xanthomonas phage SA1 was isolated from samples collected in the tomato trial at 

the Morrinhos campus of IF Goiano, using spot test and plaque assay techniques, followed by 

successive purification cycles to obtain a clonal isolate. Phage stability was evaluated in vitro 

under different pH, temperature, and UV radiation conditions, showing viability at pH 5 and 7.4, 

progressive reduction in viability with increased exposure to UV (254 nm), and greater 

preservation of lytic activity at 25 °C and 30 °C, with complete loss at 65 °C. The host range 

revealed selective activity against Xanthomonas euvisicatoria pv. perforans. isolates,  X. hortorum 

pv. gardneri and X. campestri pv. campestris Greenhouse trials demonstrated a significant 

reduction in disease severity following phage application, and additional observations indicated 

improved survival of phage-treated plants under severe heat stress, suggesting possible induction 

of basal resistance. These results indicate that phage SA1 has promising potential as a biocontrol 

agent against Xanthomonas in tomato, offering a sustainable alternative for disease management 

and plant protection under adverse conditions. 

Keywords: bacteriophage; biological control; Solanum americanum 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

O tomate (Solanum lycopersicum L.) é uma das hortaliças mais produzidas e consumidas 

mundialmente, com grande importância para a segurança alimentar e a economia agrícola. No 

Brasil, destaca-se entre as principais culturas olerícolas, ocupando cerca de 54,5 mil hectares e 

alcançando produção anual próxima de 4 milhões de toneladas (FAO, 2024; Embrapa, 2022). 

Estados como Goiás figuram entre os maiores produtores, contribuindo significativamente para o 

agronegócio nacional (Almeida; Pedroso; Ferreira, 2023). Contudo, fatores fitossanitários 

impactam fortemente a produtividade. 

Entre as doenças bacterianas, a mancha bacteriana do tomateiro é considerada uma das 

mais destrutivas, podendo causar perdas superiores a 50% (Embrapa, 2010). O complexo 

patogênico envolve quatro espécies: Xanthomonas euvesicatoria, X. vesicatoria, X. gardneri e X. 

euvesicatoria pv. perforans (Jones et al., 2004). Essas bactérias disseminam-se por respingos de 

água e práticas culturais, sobrevivendo em restos vegetais, sementes e hospedeiros alternativos 

(Potnis et al., 2021). Destaca-se que X. euvesicatoria pv. perforans vem apresentando rápida 

evolução por recombinação genética, originando linhagens mais agressivas e adaptadas a 

ambientes tropicais (Huang et al., 2024). 

O uso de antibióticos agrícolas, como estreptomicina e oxitetraciclina, tornou-se limitado 

devido à ampla disseminação de genes de resistência, incluindo strA–strB e aadA, detectados desde 

a década de 1970 e persistentes em áreas produtoras (Marco; Stall, 1983; Sundin; Wang, 2018). 

Esse cenário evidencia a urgência por alternativas sustentáveis. 

Nesse contexto, os bacteriófagos surgem como agentes promissores para o biocontrole de 

fitopatógenos. Esses vírus, amplamente distribuídos no ambiente, apresentam alta especificidade 

ao hospedeiro e capacidade de lise bacteriana direta, o que reduz impactos sobre a microbiota não 

alvo (Weinbauer, 2004; Dion et al., 2020; Clokie et al., 2011; Hyman; Abedon, 2010). Estudos 

envolvendo Xanthomonas têm revelado fagos estáveis e altamente líticos, reforçando seu potencial 

para o manejo da mancha bacteriana. 

A persistência dos fagos no filoplano, entretanto, sofre influência de fatores ambientais, 

como radiação UV, temperatura e umidade. A radiação UV-B, em particular, reduz 

significativamente a infectividade viral (Iriarte et al., 2007). Temperaturas elevadas podem 

comprometer proteínas de cápside (Jończyk et al., 2011), enquanto a rápida secagem da superfície 

foliar diminui a viabilidade. Mesmo assim, fagos presentes em agroecossistemas frequentemente 
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exibem maior tolerância, possivelmente devido à proteção conferida por microambientes foliares, 

como tricomas e biofilmes (Balogh et al., 2010). 

Diante disso, a bioprospecção em plantas que coexistem com lavouras de tomate representa 

estratégia eficiente para a seleção de fagos naturalmente adaptados às condições ambientais 

enfrentadas pelo patógeno. Solanum americanum, espécie comum em áreas de cultivo, pode atuar 

como reservatório de fagos associados ao agroecossistema. Assim, este estudo teve como objetivo 

isolar e caracterizar um bacteriófago obtido de S. americanum e avaliar seu potencial para o 

biocontrole de Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans, agente causal da mancha bacteriana do 

tomateiro. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

O tomate (Solanum lycopersicum L.) é uma das hortaliças mais cultivadas e consumidas 

no mundo, desempenhando papel fundamental tanto no abastecimento alimentar quanto na geração 

de renda. No Brasil, sua relevância econômica é expressiva. De acordo com a Embrapa (2022), o 

país figura entre os principais produtores globais, atendendo simultaneamente aos mercados de 

consumo in natura e à indústria de processamento. 

Segundo dados recentes da FAO (2024), o Brasil encontra-se entre os dez maiores 

produtores de tomate do mundo, com uma área cultivada estimada em 54,5 mil hectares e produção 

anual próxima de 3,8 milhões de megagramas, o que corresponde a cerca de 2% da produção 

mundial. Essa representatividade reflete não apenas a importância socioeconômica da cultura, mas 

também o impacto direto que fatores fitossanitários exercem sobre a produtividade nacional. 

Dados mais recentes do IBGE indicam que, em 2023, a produção de tomate no Brasil 

alcançou cerca de 4,17 milhões de toneladas, impulsionada principalmente por estados líderes na 

cultura, como Goiás — que se destaca por concentrar grande parte da produção industrial e 

movimentar de forma expressiva o agronegócio do tomateiro. Esses valores reforçam a relevância 

socioeconômica da cultura no país, contribuindo de maneira significativa para a geração de renda, 

empregos e para o fortalecimento da cadeia produtiva agrícola (Almeida; Pedroso; Ferreira, 2023). 

A mancha bacteriana do tomateiro é uma das enfermidades mais destrutivas da cultura, 

podendo reduzir significativamente o rendimento das lavouras. Essas bactérias pertencem a um 

grupo amplo de patógenos Gram-negativos capazes de infectar mais de 400 espécies de plantas, 

sendo especialmente relevantes em solanáceas como tomate e pimentão (Timilsina et al., 2020; 

Osdaghi et al., 2021).  

Entre as espécies associadas à doença, X. euvesicatoria pv. perforans tem recebido atenção 

crescente devido à sua rápida evolução por recombinação genética, o que tem originado linhagens 

emergentes com novos repertórios de efetores do sistema de secreção tipo III. Essas mudanças têm 

contribuído para o aumento da agressividade e da adaptação desse patógeno a ambientes tropicais, 

ampliando sua capacidade de causar epidemias em regiões produtoras (Huang et al., 2024). 

A infecção inicia-se pela penetração das bactérias através de estômatos, hidatódios ou 

ferimentos causados por chuva, vento, abrasão mecânica e insetos, vias amplamente descritas para 

espécies de Xanthomonas (Timilsina et al., 2020).  

Uma vez no interior da folha, as células bacterianas colonizam o apoplasto, multiplicam-

se rapidamente e secretam efetores via sistema de secreção do tipo III, fundamentais para suprimir 

respostas de defesa da planta e promover a instalação da doença (Huang et al., 2024). A progressão 
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resulta em lesões necróticas que reduzem a área fotossintética ativa, intensificam a clorose e 

prejudicam a organização dos tecidos, afetando diretamente o desempenho fisiológico e a 

produtividade da planta (Jones et al., 2004; Timilsina et al., 2020).  

A dispersão da doença ocorre principalmente por respingos de chuva, irrigação por 

aspersão e manejo cultural, que favorecem o transporte das bactérias para tecidos sadios. Sementes 

contaminadas, plantas voluntárias, ervas daninhas hospedeiras e restos culturais funcionam como 

importantes reservatórios do patógeno, garantindo sua sobrevivência entre safras (Potnis et al., 

2021). Em condições de alta umidade e temperaturas elevadas, a disseminação é acelerada e a 

severidade tende a aumentar, cenário frequentemente observado em áreas produtoras de tomate no 

Brasil e associado à ocorrência de surtos epidêmicos (Timilsina et al., 2020). 

O uso de antibióticos agrícolas, como estreptomicina e oxitetraciclina, tem se tornado cada 

vez menos eficaz no controle da mancha bacteriana do tomateiro devido à disseminação de 

populações resistentes de Xanthomonas. Estudos já documentavam resistência à estreptomicina 

em isolados associados à cultura desde a década de 1970, e essa tendência persiste em regiões 

produtoras no mundo todo (Marco & Stall, 1983; Sundin & Wang, 2018). 

 A presença de genes strA–strB e aadA, amplamente associados à resistência, reduz 

drasticamente a eficiência do manejo químico e limita o uso sustentável desses compostos no 

campo (Sundin & Wang, 2018). Assim, o controle baseado em antibióticos torna-se cada vez 

menos viável, reforçando a necessidade de alternativas biológicas mais seguras e eficazes. 

Nesse contexto, os bacteriófagos representam uma alternativa promissora e sustentável 

para o manejo de doenças bacterianas. A resistência bacteriana aos fagos desenvolve-se mais 

lentamente do que aos antibióticos, devido à pressão seletiva distinta e à alta especificidade desses 

vírus (Parasion et al., 2014). Fagos são autorreplicantes enquanto houver células hospedeiras e 

permanecem ativos mesmo em condições ambientais adversas (Schmelcher & Loessner, 2014). 

Os bacteriófagos, ou simplesmente fagos, são vírus que infectam exclusivamente bactérias 

e constituem o grupo de vírus mais abundante da biosfera, com estimativas de cerca de 10³¹ 

partículas virais distribuídas em praticamente todos os ecossistemas conhecidos (Dion et al., 

2020). Eles exercem forte influência sobre a dinâmica microbiana ao modular populações 

bacterianas, promover transferência horizontal de genes e atuar como importantes reguladores 

ecológicos, inclusive em ambientes agrícolas (Weinbauer, 2004).  

Sua estrutura típica inclui um capsídeo protéico que protege o genoma — geralmente DNA 

fita dupla — e, nos fagos caudados, uma cauda contrátil ou não contrátil que medeia a adsorção e 

a injeção do material genético na célula hospedeira (Clokie et al. 2011). 

Do ponto de vista funcional, os fagos líticos são os mais relevantes para o biocontrole, pois 
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infectam a bactéria, subvertem sua maquinaria metabólica para a produção de novos vírions e 

promovem a lise celular, liberando descendentes capazes de repetir o ciclo (Clokie et al., 2011). 

Esse processo permite que o fago se amplifique diretamente no foco da infecção, uma característica 

que não ocorre com antibióticos.  

A especificidade dos fagos, determinada principalmente por receptores bacterianos e 

proteínas de cauda, permite direcionar o controle apenas ao patógeno-alvo sem afetar a microbiota 

benéfica, característica especialmente desejável em sistemas agrícolas sustentáveis (Hyman & 

Abedon, 2010).  

Debray, Conover e Koskella (2025) demonstraram que os bacteriófagos podem aumentar 

a resistência das plantas de forma indireta, mesmo sem interagir fisicamente com seus tecidos. Os 

autores mostraram que, ao infectar e lisar bactérias do microbioma associado ao tomateiro, os 

fagos liberam fragmentos bacterianos — como como lipopolissacarídeos (LPS) e peptidoglicanos 

— que são reconhecidos pela planta como sinais de perigo. Esses componentes ativam respostas 

de imunidade basal (PTI), deixando a planta em estado de alerta e mais preparada para enfrentar 

patógenos. Assim, ainda que os fagos atuem diretamente apenas sobre bactérias, sua ação pode 

fortalecer as defesas vegetais por meio da modulação do microbioma. 

A sobrevivência de bacteriófagos no filoplano é fortemente influenciada por fatores 

ambientais, especialmente radiação ultravioleta (UV), temperatura e luminosidade. A radiação 

UV-B é considerada o principal fator limitante, sendo capaz de causar danos diretos ao DNA viral 

e reduzir drasticamente a infectividade em poucas horas de exposição, o que representa um desafio 

para a aplicação de fagos em campo (Iriarte et al., 2007). A temperatura também exerce papel 

importante: enquanto muitos fagos mantêm estabilidade moderada entre 20–30 °C, valores mais 

elevados, comuns em regiões tropicais, aceleram a desnaturação de proteínas da cápside e 

diminuem a viabilidade viral (Jończyk et al., 2011).  

Além disso, a secagem rápida da superfície foliar e a exposição contínua à luz solar podem 

reduzir a persistência dos fagos, embora alguns isolados apresentem elevada adaptação ambiental, 

possivelmente devido à produção de partículas mais estáveis ou à proteção proporcionada por 

microambientes foliares, como tricomas e biofilmes (Balogh et al., 2010). Esses fatores reforçam 

a necessidade de selecionar fagos naturalmente adaptados às condições do campo, como aqueles 

obtidos diretamente de plantas ou solos onde Xanthomonas ocorre, aumentando a chance de 

sucesso no biocontrole. 

Considerando que a estabilidade dos fagos no ambiente é fortemente afetada por fatores 

como radiação UV, temperatura e luminosidade — o que pode limitar sua persistência na 

superfície foliar (Iriarte et al., 2007; Jończyk et al., 2011) — torna-se essencial identificar isolados 
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naturalmente adaptados às condições do campo. Nesse contexto, a bioprospecção em plantas que 

convivem com cultivos comerciais representa uma estratégia promissora, pois esses 

microambientes frequentemente abrigam fagos já expostos às mesmas intempéries que afetam o 

patógeno.  

3. OBJETIVO  GERAL: 

Bioprospectar, caracterizar e avaliar o potencial de um bacteriófago isolado de folhas de Solanum 

americanum “maria-pretinha” para o biocontrole da mancha bacteriana do tomateiro, por meio de 

análises in vitro e in vivo. 

3.1 Objetivos específicos: 

(i) Realizar a bioprospecção e o isolamento do bacteriófago a partir de folhas de Solanum 

americanum. 

(ii) Avaliar a estabilidade do bacteriófago sob diferentes condições de radiação UV, em 

distintos tempos de exposição, por meio de testes in vitro. 

(iii)  Determinar a estabilidade térmica do bacteriófago, submetendo-o a diferentes 

temperaturas e tempos de incubação. 

(iv)  Avaliar o efeito de diferentes valores de pH sobre a infectividade e viabilidade do 

bacteriófago. 

(v) Realizar o teste de gama de hospedeiros in vitro, confrontando o fago para determinar o 

seu espectro de infecção. 

(vi)  Avaliar a eficiência do bacteriófago no controle da doença em condições de casa de 

vegetação, verificando sua capacidade de reduzir a incidência e/ou severidade da infecção 

na planta hospedeira. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Coleta 

A coleta das folhas de maria-pretinha (Solanum americanum) foi realizada em uma área 

experimental de tomate pertencente ao IF Goiano – Campus Morrinhos. As amostras, constituídas 

exclusivamente por folhas assintomáticas, foram obtidas no período da manhã, sob condições de 

céu aberto e temperatura média de 25 °C, em setembro de 2024. O propósito dessa etapa foi realizar 

a bioprospecção de bacteriófagos com potencial para infectar espécies de Xanthomonas.  

A escolha de S. americanum foi devido à sua presença frequente como planta espontânea 

em lavouras de tomate e ao seu potencial papel como hospedeira alternativa de microrganismos 

que circulam no ambiente. Dessa forma, a coleta foi direcionada para plantas situadas próximas a 

tomateiros que exibiam sintomas de mancha bacteriana, aumentando a probabilidade de encontrar 

fagos naturalmente associados ao patossistema. Após a amostragem, as folhas foram 

acondicionadas em recipientes estéreis, mantidas sob refrigeração e transportadas imediatamente 

ao laboratório, a fim de preservar a integridade das partículas virais até o processamento (Figura 

1). 

Figura 1- Registro da área de coleta no IF GOIANO – Campus Morrinnhos, evidenciando a planta de Maria-pretinha 

(Solanum americanum) da qual foram obtidas as amostras foliares utilizadas para o isolamento do bacteriófago. 

 
Fonte: própria autora (2024) 

4.2 Preparação das amostras e enriquecimento  
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Os fragmentos foliares coletados foram submetidos a um processo de desinfestação 

superficial em três etapas: imersão em álcool 70% por 30 segundos, seguida de tratamento com 

hipoclorito de sódio a 1% também por 30 segundos, e posteriormente três lavagens consecutivas 

em água destilada estéril. Esse procedimento teve como finalidade remover microrganismos e 

resíduos presentes na superfície, garantindo que a detecção de bacteriófagos fosse atribuída ao 

material interno ou aderido de forma mais estável aos tecidos. 

Após a desinfestação, os fragmentos foram transferidos para 10 mL de uma suspensão 

bacteriana de Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans, proveniente da coleção do LAFIP, 

previamente ajustada para OD₆₀₀ = 0,2. As amostras de folhas foram incubadas junto com bactéria 

sob agitação (150rpm) por 2 horas a 28 °C, protegidas da luz, a fim de favorecer o contato entre 

possíveis partículas fagais presentes nos tecidos e sua bactéria hospedeira. 

Concluída a etapa de enriquecimento, a suspensão foi distribuída em microtubos estéreis, 

aos quais se adicionou clorofórmio a 4% (v/v) para remover as células bacterianas remanescentes. 

Em seguida, o material foi centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos em centrífuga refrigerada 

(Sigma, modelo 3-16PK; RCF 21.913 × g; capacidade 4 × 400 mL). 

 O sobrenadante obtido foi filtrado por membrana de 0,22 µm (Jet Biofilm), 

assegurando a remoção de células intactas e partículas maiores, preservando apenas os possíveis 

bacteriófagos. O filtrado final foi armazenado sob refrigeração a 4 °C até sua utilização nos ensaios 

subsequentes, mantendo a viabilidade do material viral. 

4.3 Isolamento e Purificação de Bacteriófagos  

Primeiramente foi realizado spot test, essa técnica foi feita porque permitiu identificar 

se no filtrado havia fago com capacidade de lisar a bactéria hospedeira. Para isso, a bactéria foi 

cultivada em caldo nutriente overnight (12–18 h) a 28 °C, numa rotação de 150rpm. Após esse 

período a densidade celular foi ajustada para OD₆₀₀ = 0,2. 

Antes mesmo de iniciar o teste as placas de Petri receberam uma camada fina de ágar 

nutriente (1,5%), e após secar com auxílio de uma caneta foram feitos quadrantes no verso da placa 

de Petri com códigos para identificar os filtrados correspondentes, e ao controle (hipoclorito 1%). 

Feito isso, aplicou-se uma sobrecamada de ágar semissólido (0,4%) contendo 100 µL da suspensão 

bacteriana, seguida da deposição de spots de 5 µL dos filtrados. Após a secagem dos spots, as 

placas foram incubadas a 28 °C por 24 horas, como mostrado na figura 2.  
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Figura 2- . Esquema ilustrativo do procedimento do spot test para avaliação da sensibilidade bacteriana a fagos. 

Fonte: elaborado pela própria autora (2024) 
 

No dia seguinte foi feita avaliação se no spot apareceu lise ou não. Como obteve-se a 

presença do fago lítico foi feita a etapa do plaque assay. Para o isolamento, do bacteriófago foi 

feito o teste plaque assay para isso foi feita a diluição seriada em tampão SM do filtrado até 10-10. 

A partir dessas diluições foi feito o teste, adicionou-se no microtubo 100 µL do filtrado e 250 µL 

da bacteria diluída (OD 0,2), logo após foram incubados por 2h a 28°C.  

Após o período de incubação foi feito o plaque assay, que consistiu em uma fina 

camada de ágar nutriente na placa de Petri, adicionou os 350 µL (fago diluído + bactéria) no meio 

semissólido 0,4% na placa de Petri e esperou secar vedou com papel filme e acondicionou-se as 

placas invertidas para não condensar na incubadora a 28°C por 24h. Após esse período foi feita a 

avaliação verificando as lises realizando a contagem para verificar a titulação viral.  

Para a purificação o fragmento de ágar correspondente à placa de lise foi transferido 

para 100 mL de suspensão bacteriana (OD₆₀₀ = 0,2) e mantido sob agitação a 150 rpm por 2 horas, 

permitindo a liberação dos fagos das placas. Em seguida, foram adicionados clorofórmio a 4% 

(v/v) de 1ml do filtrado e o material foi centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos. 

 O sobrenadante foi filtrado em filtro de seringa de 0,22 µm, removendo células 

bacterianas e partículas maiores. Para garantir a obtenção de partículas virais isoladas, o filtrado 

foi submetido a diluições seriadas decimais em tampão SM, variando de 10⁻¹ a 10⁻¹⁰. As diluições 

finais permitiram que as placas de lise fossem visualizadas isoladamente em placas de ágar. O 
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Título viral (UFP/mL)= N×F / V 

Plaque assay foi então realizado para determinar o título viral (UFP/mL), pela fórmula:  

 

 

 

Onde: 

• N = número de placas/unidades formadoras de placa (UFPs) na diluição escolhida 

• F = fator da diluição (ex.: 103, 106, etc.) 

• V = volume inoculado na placa (em mL) 

Para assegurar a pureza do fago, o processo de plaqueamento foi repetido três vezes, 

utilizando sempre unidades formadoras de placa isoladas. Dessa forma, garantiu-se que o fago 

selecionado representasse um único morfotipo (Figura 3).  

 

Fonte: elaborado pela própria autora (2024) 
 

O isolado obtido foi nomeado Xanthomonas phage SA1 – “SA” = Solanum 

americanum, 1 = primeiro isolado. (Acrônimo XPSA1 X = Xanthomonas, P = perforans, SA = 

Solanum americanum, 1 = primeiro isolado, Fago 38 da coleção de bacteriófagos do LAFIP). 

4.4 Avaliação do efeito do pH na viabilidade dos bacteriófagos 

Figura 3- Esquema do processo de purificação do bacteriófago. 
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O efeito do pH sobre a viabilidade dos bacteriófagos foi avaliado segundo metodologia 

adaptada de Albino et al. (2014), com ajustes para garantir maior precisão experimental. O 

procedimento foi realizado em três etapas principais: preparação das soluções tampão, exposição 

dos fagos aos diferentes pH e avaliação da viabilidade por meio de spot test. 

Foram preparados 30 mL de tampão SM contendo: 5,8 g de NaCl; 2 g de MgSO₄·7H₂O; 

50 mL de Tris-HCl 1 mol/L. O tampão SM foi ajustado para os valores de pH 3, 5, 7,4, 9 e 12 

mediante adição controlada de HCl 0,1 mol/L ou NaOH 2 mol/L. Os valores finais foram 

conferidos em pHmetro de bancada. 

As soluções ajustadas foram distribuídas em microtubos estéreis. Para testar a estabilidade 

dos fagos em cada condição, foi realizada uma série de diluições decimais (10⁻¹ a 10⁻¹⁰), utilizando: 

100 µL da suspensão de fagos, com título previamente determinado; 900 µL do tampão SM, 

ajustado ao pH correspondente. A mistura foi homogeneizada em vórtex para garantir contato 

uniforme entre as partículas virais e o tampão em cada condição. Essa etapa permitiu avaliar não 

apenas a sobrevivência dos fagos, mas também possíveis efeitos do pH na infectividade e na 

capacidade de formar placas de lise. 

A viabilidade dos fagos após exposição a cada pH foi determinada por meio do método de 

spot test. Para isso: Em placas contendo a bactéria hospedeira em camada dupla (double agar 

layer), após foram aplicados 6 µL de cada diluição (10⁻¹ a 10⁻¹⁰). Permitindo que cada pH fosse 

testado em ampla faixa de concentrações. 

As placas foram incubadas a 28 °C por 24 horas, em triplicata, garantindo 

reprodutibilidade. Após a incubação, a formação de zonas de lise foi registrada, permitindo inferir 

a viabilidade dos fagos em cada condição de pH. Esse conjunto de procedimentos possibilitou 

identificar faixas de pH que preservam a infectividade dos fagos e aquelas que comprometem sua 

estabilidade. 

4.5 Teste de UV  

A estabilidade dos bacteriófagos frente à radiação ultravioleta foi avaliada por meio de 

protocolo adaptado de Iriarte et al. (2007), Czajkowski et al. (2014) e Liu et al. (2024). A 

irradiação foi realizada utilizando a lâmpada UV da câmara de fluxo laminar (254 nm). As 

suspensões do fago as quais foram previamente diluídas até 10⁻⁷ e distribuídas em microtubos 

contendo 100 µL por amostra, mantidos com a tampa aberta durante a exposição. 

Os microtubos foram submetidos à radiação pelos tempos de 0, 3, 6, 9 e 12 minutos, em 

triplicata. Após cada intervalo, as amostras foram imediatamente utilizadas no ensaio de placas. 
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Para isso, 100 µL da suspensão irradiada foram adicionados a 250 µL da cultura da bactéria 

hospedeira e deixados em contato por 2 horas para adsorção antes da semeadura em ágar 

semissólido. 

As placas foram incubadas a 28 °C e monitoradas quanto à formação de unidades 

formadoras de placa (UFP). A comparação entre os títulos resultantes permitiu quantificar a 

sobrevivência dos fagos após cada período de exposição à radiação UV. 

4.6 Avaliação da estabilidade térmica dos bacteriófagos 

A estabilidade dos bacteriófagos em diferentes temperaturas foi avaliada por meio de 

ensaio controlado, utilizando suspensões previamente diluídas e submetidas a tempos distintos 

de exposição térmica. O procedimento foi estruturado em duas etapas principais: (1) exposição 

dos fagos às temperaturas definidas e (2) determinação da viabilidade por plaque assay 

Suspensões de fagos com diluição final de 10⁻⁷ foram distribuídas em microtubos estéreis, 

sendo alocados: 100 µL de suspensão de fago por microtubo; três microtubos por temperatura, 

representando as triplicatas experimentais. As temperaturas selecionadas para o ensaio foram: 30 

°C (condição moderada, próxima à ideal para muitos fagos), 40 °C (condição de estresse térmico 

moderado), e 65 °C (condição de estresse térmico severo). Os microtubos foram incubados em 

estufas previamente estabilizadas nas temperaturas correspondentes, pelos tempos de: 1 hora e 2 

horas.  

Após cada tempo de exposição, os microtubos foram imediatamente retirados das estufas 

e utilizados no ensaio de plaque assay para determinação da infectividade residual dos fagos. O 

procedimento consistiu em: Adicionar 100 µL do fago exposto a 250 µL da cultura bacteriana 

hospedeira em fase logarítmica na concentração 0,2; e foi incubado a mistura por 2 horas, 

permitindo a adsorção viral; e adicionar meio semissólido e verter sobre placas de ágar 

previamente preparadas.  

As placas foram incubadas a 28 °C, e a formação de unidades formadoras de placa (UFP) 

foi observada para quantificar a viabilidade dos fagos após cada combinação de temperatura e 

tempo de exposição. Esse protocolo possibilitou avaliar a tolerância térmica do fago e identificar 

temperaturas críticas capazes de comprometer sua integridade e capacidade infectiva. 

4.7 Teste gama de hospedeiro 

Para a determinação da gama de hospedeiro, empregou-se o método de plaque assay, no 

qual cada isolado bacteriano foi testado quanto à susceptibilidade ao fago. O procedimento 

consistiu em adicionar 100 µL da suspensão fágica a 250 µL da cultura bacteriana hospedeira em 
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fase logarítmica (OD₆₀₀ ≈ 0,2), incubando-se a mistura por 2 horas para favorecer a adsorção viral. 

Em seguida, adicionou-se meio semissólido e a suspensão foi vertida sobre placas de ágar 

previamente preparadas.  

Após incubação a 28 °C, observou-se a formação de unidades formadoras de placa (UFP), 

utilizada como indicador da capacidade infectiva do fago frente a cada bactéria avaliada. Foram 

testados isolados de Xanthomonas spp. (códigos LF-Xantho2, LF-Xantho1, IFGO-52, IFGO-59 

e IFGO-60) e duas espécies fitopatogênicas específicas: Xanthomonas hortorum pv. gardneri 

(anteriormente conhecida como Xanthomonas gardneri), conforme atualização taxonômica 

proposta por Jibrin et al. (2024) (código IFGO-50); Xanthomonas euvisicatoria perforans 

(código LF-Xantho1; IFGO-52; IFGO-60 e IFGO-49). Também foi incluído um isolado de 

prospectado do repolho a Xanthomonas campestri pv. campestris (LF-Xantho2). Esse ensaio 

permitiu identificar quais hospedeiros eram efetivamente suscetíveis ao fago e delinear seu 

espectro de atuação biológica. 

4.8 Teste em casa de vegetação 

A avaliação da aplicação de fagos em plantas de tomate foi conduzida em blocos, 

utilizando plantas de tomate Heinz 1801 com 35 dias de idade, avaliou-se a aplicação de 

bacteriófagos em condições controladas de casa de vegetação. O delineamento experimental foi 

composto por vinte e quatro plantas distribuídas em quatro tratamentos, cada um contendo oito 

plantas: controle negativo com aplicação apenas de água; plantas inoculadas exclusivamente com 

Xanthomonas perforans; e dois tratamentos nos quais as plantas receberam a mistura da bactéria 

com o bacteriófago isolado (Xanthomonas phage SA1). 

Para a preparação dos inóculos, a suspensão bacteriana de X. perforans foi inicialmente 

cultivada e posteriormente diluída até atingir uma densidade celular correspondente a OD₆₀₀= 0,2 

garantindo padronização da concentração antes da aplicação. Em seguida, foram preparados 50 

mL da suspensão final utilizando a fórmula C₁·V₁ = C₂·V₂. O Xanthomonas phage SA1 foi 

previamente diluído até 10⁻⁷. Foi feita a aplicação dos tratamentos, que consistiram da aplicação 

do fago na concentração final de  10-10 UFP/mL, e água (controle). A aplicação de ambos os 

agentes foi realizada por pulverização foliar até o ponto de escorrimento. 

No planejamento experimental o fago foi aplicado primeiro; após um dia aplicou-se a 

suspensão bacteriana e duas horas depois, realizou-se uma segunda aplicação do fago, garantindo 

interação direta e contínua entre fago e bactéria na superfície foliar. Foi feita câmara úmida nas 

plantas por 24 horas. 

As plantas foram mantidas em condições controladas na casa de vegetação. Aos 14 dias 
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após a inoculação, as plantas foram avaliadas quanto à severidade da doença, que foi quantificada 

por meio de análise visual utilizando a escala diagramática descrita por Mello et al. (1997). Essa 

escala apresenta imagens com diferentes porcentagens de área foliar lesionada, permitindo 

comparar visualmente as folhas do tomateiro e estimar de forma prática e padronizada o nível de 

severidade. 

 Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e quando significativos 

foi aplicado o teste LSD à 5% de probabilidade. 

 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Bioprospecção e isolamento do bacteriófago 

O bacteriófago Xanthomonas phage SA1 foi isolado a partir de folhas de Solanum 

americanum coletadas no ensaio de tomateiro realizado no campus Morrinhos do IF Goiano. A 

presença de atividade lítica foi confirmada por meio de spot test e placas duplo-camada, nas quais 

foram observadas placas claras indicativas de lise completa dos isolados de Xanthomonas 

utilizados para enriquecimento.  

Após três ciclos sucessivos de purificação, foi obtido um isolamento clonal estável, 

designado SA1, com morfologia característica de placas claras, adequado para estudos 

subsequentes de estabilidade e gama de hospedeiros. O fago foi titulado e estocado em tampão SM 

a 4 °C, permanecendo viável para os ensaios in vitro e em casa de vegetação descritos nos itens 

seguintes. 

Figura 4- Esquema ilustrativo mostrando a planta hospedeira e a obtenção do bacteriófago. 

 
Fonte: elaborado pela própria autora (2025) 

 

5.2 Avaliação da estabilidade sob radiação UV 
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Quanto ao teste de UV, os resultados mostraram efeito altamente significativo do fator 

Minutos (p = 0,0063), indicando que os diferentes tempos de exposição explicam a maior parte 

da variação observada. Revelando que o tempo 0 min apresentou média significativamente 

superior às demais (grupo “a3”), os tempos intermediários (3, 6 e 9 min) formaram grupos 

intermediários (“a2 / a3”), e 12 min foi estatisticamente o menor (grupo “a1”), confirmando a 

perda progressiva e acumulativa de viabilidade viral com o aumento do tempo de exposição.  

Figura 5- Efeito da radiação UV sobre o bacteriófago após exposição por 0, 3, 6, 9 e 12 minutos. 

Fonte: elaborado pela própria autora (2025) 

 
Tabela 1- Análise de variância da viabilidade do bacteriófago após exposição a diferentes tempos de radiação UV 

(0, 3, 6, 9 e 12 minutos), com significância estatística determinada pelo teste F. 

Causas de Variação GL QM 

Tratamento 4 33655.166**       

Resíduo 10 4894.466 

Coeficiente de Variação (%) 43,36 

GL - Graus de liberdade 

QM – Quadrado médio 
NS - Não significativo pelo teste de F 

** - Significativo ao nível de 1% de probabilidade, pelo teste de F 

* - Significativo ao nível de 5% de probabilidade, pelo teste de F   

 

Esses resultados estatísticos, apresentados na Tabela 1, são visualmente corroborados pelo 

gráfico (figura 6), que mostra a clara tendência de queda das médias de UFP com o aumento do 

tempo de UV , onde as barras representam a média das unidades formadoras de placas (UFP) com 

desvio padrão, as letras diferentes indicam diferenças significativas entre os tempos, determinadas 

pelo teste LSD  a 5%  de probabilidade. 
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Figura 6- Viabilidade do bacteriófago após exposição à radiação UV por 0, 3, 6, 9 e 12 minutos.  

 
Fonte: elaborado pela própria autora (2025) 

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram os achados de Liu et al. (2024) sobre 

a sensibilidade de bacteriófagos à radiação UV. Assim como o fago LDT325, cuja viabilidade 

diminuiu drasticamente com o aumento do tempo de exposição (perdendo quase toda a atividade 

após 21 minutos), o fago avaliado neste experimento apresentou redução progressiva da 

viabilidade com o aumento do tempo de exposição à UV, sendo o tempo de 12 minutos suficiente 

para quase eliminar a atividade viral.  

Embora os tempos máximos e as concentrações iniciais de fagos sejam diferentes entre os 

dois estudos, o padrão de perda de viabilidade é consistente, indicando que a radiação UV atua 

como agente inativante de forma gradual e dependente do tempo de exposição. Esses resultados 

reforçam a literatura existente, confirmando que a viabilidade de bacteriófagos é 

significativamente afetada pela radiação UV e destacam a necessidade de considerar esse fator em 

aplicações biológicas. 

Todavia, segundo dados do “Solar and Ultraviolet Radiation” do NCBI (2020), a radiação 

solar que atinge a superfície da Terra é composta quase exclusivamente por UV-A (≈ 95 %) e 

UV-B (≈ 5 %), sendo que a UV-C — utilizada em nosso experimento — é praticamente inexistente 

no ambiente externo. 

Isso implica que os resultados obtidos com UV-C representam uma condição severa e não 

natural, na prática de campo, a viabilidade do fago sob luz solar dependerá da ação mais moderada 

de UV-A/UV-B, podendo levar a uma inativação muito mais lenta ou parcial.  

5.3 Avaliação da Temperatura  
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Para o experimento de temperatura, o fator “horas” não apresentou efeito significativo (p 

> 0,05), indicando que o período de exposição às temperaturas testadas não influenciou de maneira 

decisiva a viabilidade do fago dentro do intervalo testado (0, 1 e 2 h). Em contrapartida, o fator 

“temperatura” foi significativo (p < 0,05), demonstrando que a sobrevivência dos fagos depende 

diretamente da intensidade térmica, demonstrado na tabela 2. 

Tabela 2- Análise de variância da viabilidade do bacteriófago após exposição a diferentes tempos exposição a 

diferentes temperaturas (30º,40º e 65º), com significância estatística determinada pelo teste F. 

GL - Graus de liberdade 

QM – Quadrado médio 
NS - Não significativo pelo teste de F 

** - Significativo ao nível de 1% de probabilidade, pelo teste de F 

* - Significativo ao nível de 5% de probabilidade, pelo teste de F   

 

 

Figura 7- Resultado plaque assay após exposição do bacteriófago as temperaturas: 30 °C, 40 °C e 65 °C ,1 h e 2 h. 

 
Fonte: elaborado pela própria autora (2025) 

 

Causas de Variação GL QM 

Horas 2 1325,444 NS 

Temperatura 3 2919,185* 

Resíduo 3 287.703 

Coeficiente de Variação (%) 32,14 
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As temperaturas 25°C e 30°C proporcionaram maior preservação das unidades de lise, 

valores compatíveis com a temperatura ótima para muitos fagos de ambiente vegetal. Já a 

temperatura de 40°C representou uma condição intermediária, com redução moderada da 

atividade, enquanto 65°C resultou em completa perda da viabilidade, evidenciado na figura 7.  

Alves (2021) demonstrou que o bacteriófago destinado ao controle de Pseudomonas 

cichorii quando submetido a diferentes condições térmicas manteve quase 100 % da atividade 

lítica após 60 minutos de incubação em temperaturas entre 5 e 45 °C, evidenciando alta 

estabilidade em condições amenas a moderadas. Quando submetido a temperaturas acima de 

60 °C, houve redução drástica da viabilidade. De forma semelhante, o fago avaliado neste trabalho 

apresentou maior preservação da viabilidade em 25 e 30 °C, redução intermediária em 40 °C e 

completa perda de atividade em 65 °C.  

Figura 8- Variação da porcentagem de unidades formadoras de placa (UFP) do bacteriófago em função do tempo de 

exposição a diferentes temperaturas (30º,40º e 65º). 

 
Fonte: elaborado pela própria autora (2025) 

 

Além disso, o fator tempo (0 a 2 h) não influenciou significativamente a viabilidade 

conforme mostrado na figura 8, evidenciando que a intensidade térmica é o principal determinante 

da sobrevivência do fago.  

Esses resultados reforçam que a termossensibilidade é uma característica comum de fagos 

de plantas e deve ser considerada em estratégias de armazenamento e aplicação em campo, 

indicando que o calor desnatura proteínas estruturais essenciais do capsídeo e compromete a 

capacidade de infectar a bactéria hospedeira.  
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5.4 Avaliação de pH 

O teste de pH realizado por spot test demonstrou que o Xanthomonas phage SA1 manteve 

atividade lítica em ambas as condições avaliadas (pH 5 e pH 7,4), com lise observada em todas as 

réplicas. Esses resultados indicam que o fago é capaz de permanecer infectivo em condições 

levemente ácidas e próximas ao pH fisiológico da planta (Figura 9). 

 Os resultados estão de acordo com os achados de Alves (2021), na qual um bacteriófago 

isolado para Pseudomonas cichorii apresentou estabilidade máxima em pH ideal 7,5 e permaneceu 

estável na faixa de pH de 5,0 a 8,5, enquanto houve redução significativa no título em pH extremos 

de 3,0 e 11,0. A comparação evidencia que fagos fitopatogênicos tendem a tolerar faixas 

moderadas de pH, reforçando o potencial do Xanthomonas phage SA1 como agente de controle 

biológico. Ressalta-se, no entanto, que o ensaio foi qualitativo. Como o objetivo foi observar a 

presença ou ausência de lise em cada condição, e não quantificar o título viral,  não foi realizada 

análise estatística.  

 
Figura 9- Resultado do spot test para investigar a viabilidade do fago quando exposto a soluções com pH 3; 5; 7,4; 9 

e 12. 

 
Fonte: elaborado pela própria autora (2025) 

 

5.5 Avaliação experimento gama de hospedeiro 

Os resultados do teste de gama de hospedeiro demonstraram que o bacteriófago 

Xanthomonas phage SA1 apresentou capacidade infectiva seletiva entre os isolados avaliados. 

Entre as amostras classificadas como Xanthomonas spp., os isolados LF-Xantho2, IFGO-52 e LF-

Xantho1 foram sensíveis ao fago, evidenciando formação de placas claras e indicando eficiente 

infecção e lise bacteriana. Em contraste, os isolados IFGO-59 não apresentou sensibilidade, 

sugerindo ausência de adsorção eficaz ou resistência intrínseca ao fago. Porém para o isolado 

IFGO-60 foi observado um halo transparente restrito a uma região da placa, indicando possível 

interação incompleta ou infecção parcial pelo fago. Quanto às espécies fitopatogênicas específicas, 

observou-se sensibilidade em Xanthomonas hortorum pv. gardneri (isolado IFGO-50), enquanto 

o isolado IFGO-49 não foi infectado. De modo geral, o fago SA1 exibiu um espectro de ação 

moderadamente amplo dentro do gênero, como observado na figura 10.  
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Figura 10- Gama de hospedeiros do bacteriófago Xanthomonas phage SA1 pelo teste de plaque assay. 

 
Fonte: elaborado pela própria autora (2025) 

 

A análise estatística não foi aplicada ao teste de gama de hospedeiro porque os resultados 

foram qualitativos, expressos apenas como presença (+) ou ausência (–) de infecção fágica. O 

objetivo do teste é verificar se o fago é capaz ou não de lisar cada isolado bacteriano, 

caracterizando sua especificidade e espectro de hospedeiros, expressos na tabela 3. 

Tabela 3- Resultado do teste de gama de hospedeiro do bacteriófago Xanthomonas phage SA1: A tabela apresenta a 

sensibilidade de diferentes isolados de Xanthomonas spp. à infecção pelo fago. 

Código Bactéria Xanthomonas phage SA1 

LF-Xantho2 Xanthomonas campestri pv. campestris. + 

IFGO-52 Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans + 

LF-Xantho1 Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans + 

IFGO-59 Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans - 

IFGO-60 Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans + 

IFGO-50 Xanthomonas hortorum pv. gardneri + 

IFGO-49 Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans - 

    “+” presença de placas (sensível) e “–” ausência de placas (resistente). Ensaio qualitativo sem análise estatística.         

 

 

5.6 Avaliação experimento em casa de vegetação – Severidade da doença 
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Os resultados demostraram um efeito altamente significativo dos tratamentos sobre o grau 

de severidade da doença (p < 0,01), demonstrando que as aplicações influenciaram de forma 

expressiva o desenvolvimento da mancha bacteriana nas plantas (Tabela 4). 

Tabela 4- Análise de variância da severidade da doença em teste de casa de vegetação após aplicação do 

bacteriófago em diferentes tratamentos. 

GL - Graus de liberdade 

QM – Quadrado médio 
NS - Não significativo pelo teste F 

** - p < 0,01 altamente significativo ao nível de 1% 

* -  p < 0,05 significativo ao nível de 5% 

O teste revelou que o controle H₂O apresentou média zero, confirmando a sanidade das 

plantas não inoculadas, enquanto o controle com bactéria apresentou a maior severidade (87,81). 

O tratamento com bactéria + bacteriófago (Xanthomonas phage SA1) reduziu significativamente 

a severidade para 16,75, mostrando que o bacteriófago atuou efetivamente como agente de 

biocontrole. As diferenças entre os tratamentos foram estatisticamente comprovadas e podem ser 

visualizadas na figura 11. Estes resultados evidenciam que o uso do bacteriófago reduziu 

significativamente a bactéria patogênica. 

 

 

 

 

 

 

Causas de Variação GL QM 

Tratamento 2 17.388,635** 

Resíduo 21 68,641 

Coeficiente de Variação (%) 23,77 
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Figura 11- Efeito do bacteriófago Xanthomonas phage SA1 na severidade da doença em plantas inoculadas com a 

bactéria patogênica em função dos resultados do teste LSD a 5%. 

 
Fonte: elaborado pela própria autora (2025) 

 

De maneira consistente, Nguyen Trung Vu & Chang-Sik Oh (2020) destacam que 

bacteriófagos são agentes biológicos específicos, capazes de reduzir a severidade de doenças 

bacterianas em diversas culturas, sem causar efeitos adversos às plantas hospedeiras. 

 No presente experimento, observou-se que as plantas inoculadas apenas com a bactéria 

apresentaram maior severidade da doença, enquanto a aplicação do bacteriófago resultou em 

redução significativa da severidade em comparação ao tratamento com bactéria isolada (p < 0,01, 

teste LSD). Esse resultado evidencia o efeito positivo do bacteriófago no controle do patógeno em 

condições de casa de vegetação. 

Figura 12- Comparação do efeito do bacteriófago sobre plantas inoculadas com Xanthomonas perforans em relação 

ao controle. 

 
Fonte: elaborado pela própria autora (2025) 
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Além dos resultados obtidos nos experimentos conduzidos sob condições controladas, 

observou-se um achado adicional relevante durante testes preliminares. Em uma etapa anterior, 

plantas de tomateiro da mesma idade e inoculadas da mesma forma foram inadvertidamente 

expostas a temperaturas excessivamente elevadas na casa de vegetação, o que resultou em severo 

estresse térmico. Nessas condições extremas, todas as plantas inoculadas apenas com a bactéria 

patogênica morreram, enquanto parte das plantas tratadas com o bacteriófago sobreviveu, mesmo 

após o estresse térmico intenso. 

Esse comportamento sugere que o fago pode ter desempenhado um papel adicional além 

do controle direto da bactéria, possivelmente modulando mecanismos fisiológicos da planta ou 

contribuindo indiretamente para uma resposta de resistência basal, fenômeno já relatado em 

estudos recentes. Debray, Conover e Koskella em 2025, demonstrou-se que alguns bacteriófagos 

aplicados a plantas podem induzir respostas de defesa basal, tornando-as mais tolerantes tanto ao 

patógeno quanto a estresses abióticos moderados. O padrão observado neste estudo, portanto, 

corrobora a literatura emergente e aponta para a possibilidade de efeitos indiretos benéficos do 

fago sobre a planta hospedeira. 

Embora esses resultados preliminares não tenham sido obtidos sob condições 

experimentais controladas, eles representam um sinal promissor e reforçam a necessidade de 

estudos futuros voltados à compreensão dos possíveis efeitos fisiológicos do fago sobre a planta, 

especialmente sob situações de estresse térmico. 

6. CONCLUSÃO 

O fago SA1, isolado de Solanum americanum, mostrou sensibilidade à radiação UV-C, 

estabilidade entre 25–30 °C, atividade em pH 5 e 7,4 e especificidade para três espécies de 

Xanthomonas. Em casa de vegetação, reduziu a severidade da doença, confirmando seu potencial 

como agente sustentável de biocontrole. 
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