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RESUMO

Os fungos endofiticos sdo aqueles que, pelo menos durante parte do seu ciclo de vida, habitam
tecidos vegetais vivos sem causar sintomas aparentes de doenga ou efeitos negativos a seus
hospedeiros. Estes microrganismos podem ser encontrados em diferentes grupos vegetais e
representam fontes promissoras de metabolitos bioativos de interesse farmacologico e na
agricultura. Diferentes espécies de plantas medicinais vém sendo utilizadas ao longo da historia
da humanidade no mundo. Dentre as espécies medicinais do Brasil, as do género Copaifera sdo
utilizadas devido a acéo anti-inflamatéria e cicatrizante do seu 6leo resina; nos Estados Unidos,
Equinacea purpurea € amplamente utilizada devido a habilidade de estimular o sistema
imunologico. Poucos estudos foram realizados com o objetivo de conhecer a micota endofitica
dessas plantas, apesar do seu amplo emprego na medicina popular. Portanto, este estudo teve
como objetivo caracterizar a comunidade de fungos endofiticos associados a Copaifera
langsdorffii, C. pubiflora e Equinacea purpurea, bem como avalia-las quanto a producdo de
metabdlitos antimicrobianos. Novecentos e um isolados de fungos endofiticos foram obtidos
associados as plantas medicinais C. langsdorffi (308 isolados), C. pubiflora (360 isolados) e E.
purpurea (233 isolados). Os géneros Cladosporium, Colletotrichum, Diaporthe, Fusarium,
Guignardia/Phyllosticta e Pestalotiopsis foram compartilhados pelas trés plantas hospedeiras
estudadas. Os taxons Diaporthe sp. 6, Xylariaceae sp. 1, Diaporthales sp. 1 e Diaporthales sp. 2
foram os dominantes em C. langsdorffi; Diaporthe sp. 5, Guignardia sp. 2, Diaporthales sp.,
Diaporthe sp. 8 e Guignardia sp. 1 em C. pubiflora; e Alternaria alternata, Colletotrichum
dematium e Stagonosporopsis sp. 2 em E. purpurea. Os valores do indice de Fisher a
demonstraram que a comunidade endofitica com maior diversidade foi a associada a C.
langsdorffii (Fisher a = 16,6), seguida por E. purpurea (Fisher o. = 14,96) e C. pubiflora (Fisher o
= 7,23). A riqueza da comunidade fungica de C. langsdorffi foi a mais alta (Margalef = 8,41),
seguida por E. purpurea (Margalef = 7,52) e C. pubiflora (Margalef = 4,57). O indice de
Simpson (dominancia) exibiu valores proximos para as comunidades endofiticas associadas as
trés plantas hospedeiras (C. langsdorffi = 0,94, C. pubiflora = 0,90, E. purpurea = 0,84). Somente
11 (1,6%) extratos dos fungos associados as espécies de Copaifera apresentaram porcentagem de
inibi¢do de >70% frente a pelo menos um dos microrganismos alvos, sendo selecionados para

determinacdo da sua concentracdo inibitoria minima (CIM). Os extratos diclorometanicos de
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Alternaria daucifoliit UFMGCB 7491, Diaporthe sp. 6 UFMGCB 7696 e 7720, Diaporthe sp. 7
UFMGCB 7927 e Diaporthe sp. 8 UFMGCB 7646, 7653, 7701, 7719, 7770, 7772 foram
submetidos & espectroscopia de RMN H, a qual possibilitou a deteccdo de sinais referentes a
presenca majoritaria de acidos graxos nos extratos de A. daucifolii UFMGCB 7491 e Diaporthe
sp. 7 UFMGCB 7927. Os &cidos linoléico, palmitico e elaidico foram predominantes no extrato
de A. daucifolii UFMGCB 7491, e os acidos oléico, linoléico, esteariddnico e palmitico no
extrato de Diaporthe sp. 7 UFMGCB 7927. O fracionamento do extrato de Diaporthe sp. 8
UFMGCB 7719 ocasionou a identificacdo de citocalasina H e citocalasina J, as quais
apresentaram atividade antifangica frente Phomopsis obscurans e P. viticola. Dos extratos dos
endofiticos associados a E. purpurea, oito foram selecionados para analise quimica, sendo que 0s
espectros de RMN 'H de Colletotrichum sp. 4 EPUSFB, Fusarium sp. EPU9CB, Nigrospora
oryzae EPU13CA, Colletotrichum sp. 4 EPU30CA, Fusarium sporotrichioides EPU36CA e
Sordariomycetes sp. 2 EPU40CE exibiram sinais referentes a presenca majoritaria de acidos
graxos. Posteriormente, a presenca de uma mistura de 16 acidos graxos foi confirmada nos
extratos destes fungos. O extrato diclorometanico de Biscognauxia mediterranea EPU38CA foi
submetido ao fracionamento biomonitorado e isoladas duas substancias, a (-)-5-metilmeleina e (-
)(3R)-8-hidroxi-6-metoxi-3,5-dimetil-3,4-diidroisocumarina.  (-)-5-metilmeleina  apresentou
atividade antifingica frente a P. obscurans e P. viticola, e com excecdo de C. gloeosporioides, (-
)(3R)-8-hidroxi-6-metoxi-3,5-dimetil-3,4-diidroisocumarina apresentou atividade frente a todos
0s demais microrganismos alvos, em pelo menos uma concentracdo e intervalo de tempo
avaliados. Os efeitos antifingicos observados nos extratos e fraces selecionados, assim como a
producdo das citocalasinas H e J, (-)-5-metilmeleina e (-)(3R)-8-hidroxi-6-metoxi-3,5-dimetil-
3,4-diidroisocumarina, reforcam a hipdtese que a simbiose entre fungos endofiticos e plantas
hospedeiras pode produzir substancias com atividade frente fitopatbgenos e predadores das
plantas em geral. Os resultados obtidos demostraram que as plantas medicinais podem
representar um promissor reservatorio de fungos endofiticos, dentre eles taxons produtores de

metabdlitos bioativos.
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ABSTRACT

Endophytic fungi are microorganisms which live inside plant tissues or organs, without causing
them any harmful symptoms. These microorganisms may be found in several species of plants
and represent a promising source of bioactive metabolites for pharmacological and agricultural
area. The medicinal plants have been used throughout human history in the world. Specifically in
Brazil, the Copaifera genus are frequently used due its anti-inflammatory effects and wound
healing of their oleoresin. In the United States, Echinacea purpurea is commonly used because it
may stimulate the immune system. However, despite its ethnobotany use, few studies have been
conducted in order to know their endophytic fungi communities. The aim of this study were to
characterize the diversity of the community of endophytic fungi associated with Copaifera
langsdorffii, C. pubiflora, Equinacea purpurea and evaluate it as a source of bioactive
metabolites as well. Nine hundred-one endophytic fungal isolates were obtained in association
with the medicinal plant C. langsdorffi (308 isolates), C. pubiflora (360 isolates) and E. purpurea
(233 isolates). Cladosporium, Colletotrichum, Diaporthe, Fusarium, Guignardia/Phyllosticta and
Pestalotiopsis genera were shared among the three host plants. Diaporthe sp. 6, Xylariaceae sp.
1, Diaporthales sp. 1 e Diaporthales sp. 2 were the dominant species associated wih C.
langsdorffi; Diaporthe sp. 5, Guignardia sp. 2, Diaporthales sp., Diaporthe sp. 8 e Guignardia
sp. 1 with C. pubiflora; and Alternaria alternata, Colletotrichum dematium and Stagonosporopsis
sp. 2 with E. purpurea. The fungal community associated with C. langsdorffii showed the highest
diversity (Fisher a = 16.6), followed by E. purpurea (Fisher a = 14.96) and C. pubiflora (Fisher a
= 7.23). The fungal community of C. lansdorffii showed the highest species richness (Margalef =
8.41), followed by E. purpurea (Margalef = 7,52) and C. pubiflora (Margalef = 4,57). The
Simpson index (dominance) showed close values for the three communities (C. langsdorffi =
0.94, C. pubiflora = 0.90, E. purpurea = 0.84). Only 11 (1.6%) extracts from Copaifera species
showed >70% inhibition against at least one target microorganism, and those extracts were
selected for the minimal inhibitory concentrations determination (MIC). The dichloromethane
extracts of Alternaria daucifolii UFMGCB 7491, Diaporthe sp. 6 UFMGCB 7696 and 7720,
Diaporthe sp. 7 UFMGCB 7927 and Diaporthe sp. 8 UFMGCB 7646, 7653, 7701, 7719, 7770,
7772 were submitted to *H NMR spectrometry. The extracts of A. daucifolii UFMGCB 7491 and
Diaporthe sp. 7 UFMGCB 7927 were predominately composed of fatty acids. The linoleic,
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palmitic and elaidic acids were the predominant in the A. daucifoliit UFMGCB 7491 extract. The
oleic, linoleic, stearidonic and palmitic acids in the Diaporthe sp. 7 UFMGCB 7927 extract. The
Diaporthe sp. 8 UFMGCB 7719 extract was fractionated and two pure compounds were
identified, cytochalasin H and cytochalasin J. Those compounds showed antifungal activity
against Phomopsis obscurans e P. viticola. Eight extracts from endophytic fungi associated to E.
purpurea were selected for chemical analysis. The *H NMR analysis indicated that the extracts of
Colletotrichum sp. 4 EPUS8FB, Fusarium sp. EPU9CB, Nigrospora oryzae EPU13CA,
Colletotrichum sp. 4 EPU30CA, Fusarium sporotrichioides EPU36CA and Sordariomycetes sp.
2 EPU40CE were predominately composed of fatty acids. Further analysis of all of the extracts
confirmed the presence of a mixture of 16 fatty acids. Using a bioassay-guided purification
approach  (-)-5-methylmellein  and ()  (3R)-8-Hydroxy-6-methoxy-3,5-dimethyl-3,4-
dihydroisocoumarin were obtained from Biscognauxia mediterranea EPU38CA. The (-)-5-
methylmellein showed antifungal activity against P. obscurans and P. viticola. The (-) (3R)-8-
Hydroxy-6-methoxy-3,5-dimethyl-3,4-dihydroisocoumarin was not able to inhibited the C.
gloeosporioides growth, however the substance showed activity against all the others
microorganism tested in at least one concentration and time of incubation. The antifungal effects
observed in extracts and fractions selected, as well as the cytochalasin H, cytochalasin J, (-)-5-
methylmellein ~ and (-)  (3R)-8-hydroxy-6-methoxy-3,5-dimethyl-3,4-dihydroisocoumarin
production give evidence that the symbiotic relationship between endophytic fungi and their host
plants may be able to produce substances against pathogenic fungi and herbivores animals. The
results obtained in this study showed that medicinal plants can represent a reservoir of endophytic
fungi promising for bioprospecting.
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1 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Atualmente é crescente a necessidade por sustancias bioativas capazes de atuar na
medicina, contra enfermidades e microrganismos resistentes, assim como na agricultura,
como pesticidas mais eficientes e menos toxicos. Na procura por esses metabdlitos, os
fungos se destacam como uma fonte promissora, com destaque para os fungos
endofiticos, que sdo definidos funcionalmente, por sua ocupacao assintomatica no interior
de tecidos de plantas. Supde-se que diversas interacdes entre vegetais e microrganismos
endofiticos possam ter sido estabelecidas ao longo dos anos, a partir do momento em que
as primeiras plantas apareceram na Terra. Os fungos endofiticos desempenham
importante papel nessa interacdo (fungo endofitico X planta hospedeira), como protecao
contra a herbivoria, contribuicdo para a adaptacdo da planta a estresse biotico e abiético,
por aumentar a resisténcia a seca e estresse hidrico, bem como tolerdncia a alta
temperatura e alta salinidade. Além de possuirem a capacidade de produzir inimeros
metabolitos secundarios que sdo importantes nas interacdes entre o endofitico e a planta
hospedeira, podem ser utilizados na agricultura e medicina, pois muitos possuem
atividades antimicrobiana, antitumoral, anti-inflamatdria e imunossupressora.

A existéncia de fungos endofiticos dentro de tecidos e oOrgdos de plantas
assintomaticas é conhecida desde o final do século 19. Ao considerar todos esses anos de
pesquisas e os relatos na literatura, supbe-se que todas as plantas possuam fungos
endofiticos, os quais podem pertencer em sua maioria ao filo Ascomycota. A selecdo das
plantas para realizar o isolamento e identificacdo dos microrganismos endofiticos é um
importante fator, por se considerar que em alguns casos os fungos endofiticos sdo capazes
de produzir substancias similares agquelas provenientes de suas plantas hospedeiras, mas
também metabolitos bioativos diferentes. Dentre os critérios estabelecidos, ha a escolha
por plantas que apresentam historico etnobotanico, ou seja, que sdo tradicionalmente
utilizadas como medicamento por tribos, grupos étnicos e pela populacéo.

As plantas medicinais tém sido utilizadas ao longo da histéria da humanidade. No
Brasil, as espécies do género Copaifera séo plantas comumente utilizadas, principalmente
devido a acédo anti-inflamatodria e cicatrizante do seu 6leo resina, e nos Estados Unidos, a
espécie Equinacea purpurea, devido a acdo moduladora do sistema imune. A partir do
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exposto, e pela escassez de estudos a respeito da comunidade endofitica de C. langsdorffi,
C. pubiflora e E. purpurea, estudos com foco nos fungos endofiticos associados a estas
plantas, assim como na avalicdo da capacidade desses fungos em produzir metabdlitos
bioativos, podem contribuir para o conhecimento da diversidade deste grupo de
microrganismos, bem como para a selecdo de espécies produtoras de metabodlitos com

atividade antimicrobiana.

25



10

15

20

25

30

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biologia de microrganismos endofiticos

Os microrganismos endofiticos sdo aqueles que, pelo menos durante parte do seu
ciclo de vida, habitam tecidos vegetais vivos sem causar sintomas aparentes de doenca ou
efeitos negativos a seus hospedeiros (BACON & WHITE, 2000; ARNOLD, 2007). Estes
microrganismos sdo encontrados em diferentes tipos vegetais como arvores de grande
porte, gramineas e plantas herbaceas (STROBEL & DAISY, 2003; RIESS et al., 2014),
podendo ocorrer em caules, folhas (WILSON, 1995; TAN & ZOU, 2001; SCHULZ &
BOYLE, 2005; CARVALHO et al., 2012, VAZ et al., 2014; FERREIRA et al., 2015), em
raizes (RODRIGUEZ et al., 2009; VAZ et al., 2009), sementes (ASSUMPCAO et al.,
2009; HODGSON et al. 2014) e espinhos (QADRI et al., 2014).

O termo “endofitico” foi proposto pela primeira vez por de Bary em 1866
(KUSARI et al., 2012a), e pode ser referido a protistas (PETERS, 1991), bactérias
(KOBAYASCHI & PALUMBO, 2000) e fungos (STONE et al., 2000; CARVALHO et
al., 2012; VIEIRA et al., 2012), sendo os fungos, geralmente, os isolados com maior
frequéncia (STROBEL & DAYSE 2003; STROBEL et al., 2004; TAN & ZOU, 2001).
Evidéncias de microrganismos associados a vegetais encontrados em tecidos de cascas e
folhas fossilizados tem revelado que a associacdo endofitico-hospedeiro pode ter
evoluido a partir do momento em que as primeiras plantas superiores apareceram na
Terra (REDECKER et al.,, 2000; GUNATILAKA, 2005). Desse modo, supde-se que
diversas interacdes entre vegetais e microrganismos endofiticos podem ter sido
estabelecidas ao longo dos anos, incluindo-se relacGes de especificidade entre os
microrganismos e as plantas hospedeiras (TAN & ZOU, 2001; STROBEL, 2003).

A existéncia de fungos endofiticos dentro de 6rgdos de plantas assintomaticas é
conhecida desde o final do século 19 (GUERIN, 1898). Rodriguez et al. (2009) divide os
fungos endofiticos em dois grandes grupos, de acordo com diferencas taxonoémicas,
plantas hospedeiras e func¢bes ecoldgicas: os endofiticos clavicipitaceos (C-endofiticos),
que colonizam somente gramineas; e 0s endofiticos ndo clavicipitaceos (NC-endofiticos)

que sdo isolados de tecidos de plantas ndo vasculares, samambaias e angiospermas, com
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auséncia de sintomas. Contudo, o grupo dos NC-endofiticos sdo fungos altamente
diversos que se divide em pelo menos trés classes funcionais distintas, baseado em
caracteristicas de colonizacdo do hospedeiro, mecanismo de transmissdo entre geracoes,

niveis de biodiversidade e fungdes ecoldgicas, conforme Tabela 1.

5 Tabela 1. Critério utilizado para caracterizar classes de fungos endofiticos, segundo
Rodriguez et al. (2009).

o Clavicipitaceos Nao-clavicipitaceos

Critério

Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4
Amplitude de hospedeiros Restrita Ampla Ampla Ampla

) _ ) _ Parte aérea, raiz e ) _
Tecido(s) colonizado(s) Parte aérea e rizoma Parte aérea Raiz
rizoma

Colonizacgéo na planta Extensa Extensa Limitada  Extensa
Biodiversidade na planta  Baixa Baixa Alta Desconhecido
Transmissao Vertical e horizontal Vertical e Horizontal Horizontal Horizontal
Beneficios* NAH NAH e AH NAH NAH

*N&o adaptado ao habitat (NAH): beneficios, tais como tolerancia & seca e aumento do crescimento sdo comuns
entre os endofiticos independentemente do habitat de origem. Adaptado ao habitat (AH): beneficios resultantes de
pressdes especificas ao habitat, tais como temperatura, pH e salinidade.

Os fungos endofiticos podem ser transmitidos verticalmente da planta parental

para a descendente (SAIKKONEN et al., 2004); ou horizontalmente, as folhas, logo ap6s

10  emergirem, acumulam numerosas infecces por meio de germinacdo epifitica de
propagulos fangicos, seguido por penetracdo através da cuticula ou dos estdmatos
(SAIKKONEN et al., 1998; SCHULZ & BOYLE, 2005). A metodologia comumente
utilizada para a detec¢do e quantificacdo dos fungos endofiticos ocorre por meio do
isolamento de superficies desinfestadas de tecidos das plantas hospedeiras (STONE et al.,

15 2000; HALLMANN et al., 2006), os quais pertencem em sua maioria ao filo Ascomycota,
incluindo varias espécies de Sordariomycetes e Dothideomycetes. Os géneros de fungos
endofiticos comumente encontrados incluem: Xylaria, Colletotrichum, Botryosphaeria,
Phomopsis, Pestalotia, Rhizoctonia, Fusarium, Trichoderma, Phoma, Phyllosticta,
Alternaria, Nodulisporium, Daldinia, e Diaporthe/Phomopsis (RODRIGUES &

20 SAMUELS, 1999; SURYANARAYANAN et al., 2002; SCHULZ & BOYLE, 2005;
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ARNOLD, 2008; CARVALHO et al., 2012). Contudo, Vieira et al. (2012) obteve um
isolado pertencente ao filo Zygomycota e 21 taxons pertencentes ao filo Basidiomycota,
associados a Solanum cernuum Vell., apesar de representantes destes filos serem menos
frequentemente encontrados como endofiticos.

Embora o método mais comumente utilizado combine desinfestacdo superficial e
plagueamento dos fragmentos, atualmente 0 aumento no interesse, e importancia em
conhecer 0s microrganismos ndo cultivaveis, conduziu a aplicacdo de métodos
moleculares para a identificacdo (HALLMANN et al., 2009). Segundo Sun & Guo
(2012), o processo consiste basicamente em: (1) extracdo do DNA gendmico total
(incluindo fungos e plantas) de tecidos desinfestados das plantas, (2) amplificacdo de
fragmentos do DNA (por exemplo: ITS) do DNA total com primers fangicos especificos,
(3) separacdo dos produtos do DNA (bandas) por eletroforese em gradiente de gel
desnaturante (DGGE, Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), e excisao de diferentes
bandas de DGGE representando diferentes taxons, (4) clonagem de produtos de PCR
diretamente em plasmideos e transferéncia a E. coli DH5a, (5) triagem de clones
positivos para diferentes tdxons utilizando técnicas de DNA fingerprinting (por exemplo:
PCR-RFLP), (6) sequenciamento de clones representativos com diferentes padrbes de
fingerprinting e bandas de DGGE, (7) identificacdo das sequéncias baseado em analises
filogenéticas e comparacao de similaridades.

De acordo com Ferrara (2006) e Strobel et al. (2004), todos os vegetais estudados
até o momento demonstraram abrigar microrganismos endofiticos, sendo possivel o
isolamento de um elevado numero de espécies a partir de um Unico hospedeiro. Cada
hospedeiro vegetal pode abrigar uma comunidade caracteristica de endofiticos; contudo,
de acordo com Petrini et al. (1992), Carrol (1995), Rodrigues & Petrini (1997),
Saikkonen et al. (1998) e Strobel (2003), a composicdo e a frequéncia destes

microrganismos podem ser significativamente afetadas por fatores como:

e A espécie do vegetal e sua distribuicdo geogréfica,
e A umidade relativa do ambiente,
e A posicdo relativa da planta (sua altura em relagéo ao solo),

e |dade e parte da planta, dentre outros.
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Acredita-se que a elevada riqueza de fungos endofiticos associados a folhas e
caules de angiospermas seja devido a ampla diversidade de suas plantas hospedeiras
(SAIKKONEN et al.,, 1998). As florestas tropicais e temperadas constituem o0s
ecossistemas terrestres com maior biodiversidade do planeta, porém muitos autores
concordam que a diversidade fungica atinge seu apice em florestas tropicais (ARNOLD
et al., 2000; TAN & ZOU, 2001; STROBEL & DAISY, 2003; FERRARA, 2006). Em
funcdo disto, considera-se que uma variedade de espécies de microrganismos,
provavelmente, ainda ndo foi identificada e caracterizada, principalmente, quando se
considera a enorme diversidade de plantas existentes em diferentes ecossistemas (TAN &
ZOU, 2001, VIEIRA, 2012). Diferentes estudos vém demonstrando que plantas presentes
em ecossistemas tropicais abrigam comunidades de fungos endofiticos com elevada
riqueza e diversidade de espécies (VAZ et al., 2009, ABREU et al., 2010; GAZIS &
CHAVERRI, 2010; CARVALHO et al., 2012, VIEIRA et al., 2012, VIEIRA et al., 2014;
FERREIRA et al., 2015).

Algumas hipdteses procuram explicar a relacdo endofitico-planta hospedeira.
Alguns autores consideram que a distincdo entre patdgenos e mutualistas ainda ndo é
clara, e que as interacGes entre o endofitico e a planta hospedeira podem variar entre e
dentro de populagdes e comunidades (PETRINI, 1986; CARROL, 1995; SAIKKONEM
et al., 1998; GUNATILAKA, 2005). Kogel et al. (2006) acreditam que microrganismos
endofiticos podem se tornar parasitas sob determinadas condicdes e vice-versa, e que a
interacdo endofitico-hospedeiro pode alterar de mutualismo para parasitismo de um modo
continuo e em funcdo de inumeras variaveis.

Strobel e Daisy (2003) consideram a hipotese de que, em fungdo da enorme
diversidade existente, os microrganismos endofiticos podem ser saprobios ou patdgenos
oportunistas. O fato de alguns fitopatdgenos serem de origem endofitica reforcaria essa
hipdtese, na medida em que tais microrganismos sdo capazes de causar infeccdes
sintomaticas na planta quando esta se encontra submetida a condicGes de estresse.

J& de acordo com Schulz e Boyle (2005), a colonizacdo assintomatica de um
tecido ou orgdo vegetal por um endofitico resultaria de uma relacdo antagdnica
balanceada, onde ocorre um equilibrio entre a viruléncia do microrganismo e as respostas

de defesa do hospedeiro. Esta hipdtese foi inicialmente proposta para demonstrar como
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um endofitico evitaria a ativacdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro, garantindo
assim a sua auto-resisténcia antes de ser incapacitado pelos metabdlitos téxicos do
hospedeiro, além de conseguir crescer no tecido vegetal sem causar manifestagdes
visiveis de infeccdo ou doenca (Figura 1) (SCHULZ & BOYLE, 2006). Kusari e
colaboradores (2012a) descrevem que a hipotese propde que a colonizacao assintomatica
trata-se de um balango de antagonismo entre o hospedeiro e o endofitico. Endofiticos e
patdgenos possuem muitos fatores de viruléncia que s&o neutralizados pelos mecanismos
de defesa da planta. Os autores ainda relatam que se a viruléncia do fungo e o0s
mecanismos de defesa da planta estdo equilibrados, a associacdo permanece
aparentemente assintomatica e avirulénta (esta fase € apenas um periodo transitério onde
fatores ambientais desempenham um papel importante para desestabilizar o delicado
equilibrio estabelecido); e que se os mecanismos de defesa da planta neutralizarem
completamente os fatores de viruléncia do fungo, este pode morrer; inversamente, se a
planta sucumbir a viruléncia do fungo, o relacionamento planta/patégeno pode levar a
planta a doenca (isto porque muitos endofiticos podem possivelmente ser patégenos
latentes, os quais podem ser influenciados por certas condigdes ambientais ou
intrinscecas para expressar fatores que conduziria a patogenicidade). Assim, a
variabilidade dessa interacdo dependeria ndo s6 da adaptacdo do microrganismo
endofitico a um determinado hospedeiro ou érgdo em particular, mas como também de
fatores como a viruléncia inata do endofitico, a resposta de defesa da planta e as
condi¢des ambientais.

Alguns estudos vém mostrando as funcdes ecoldgicas da interacdo entre
microrganismo endofitico e hospedeiro. Os fungos endofiticos beneficiam-se pela
nutricdo e protecdo conferidos pelos hospedeiros, e podem conferir a planta tolerancia ao
estresse bidtico e abidtico, aumentando a biomassa e diminuindo o consumo de agua,
reduz a herbivoria e ataque de insetos, resisténcia contra patdogenos e captacdo de
nutrientes (RODRIGUES & DIAS FILHO, 1996; TAN & ZOU, 2001; RODRIGUEZ et
al., 2009; NAIR & PADMAVATHY, 2014). A protecdo contra herbivoria ocorre por
meio de metabdlitos secundéarios bioativos produzidos pelos fungos, como por exemplo, a
peramina e lolina (atividade inseticida), e lolitrem B e ergovalina (atividade citotoxica)
(ALEXOPOULOS et al., 1996; SCHULZ & BOYLE, 2005). Como importante exemplo
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desta interacdo, tem-se a protecdo conferida por fungos endofiticos pertencentes a familia
Xylariaceae a espécies de plantas do género Fagus: metabdlitos secundarios produzidos
por estes fungos possuem efeito repelente contra insetos, afetando as larvas do besouro
Physocnemum brevilineum, um dos principais vetores de doencas para este género de
planta (AZEVEDO et al., 2000).

Fatores
ambientais

Sinergismo
Balanceado

Associacao dos
metabdlitos
secundarios da planta

Fatores Fatores
ambientais ambientais
Figura 1. Esquema da interacdo fungo endofitico/planta hospedeira. (A) Hipdtese do
antagonismo balanceado. (B) Condicdo de doenga causada por fatores de viruléncia do
fungo. (C) Reciprocidade endofitico — patdgeno. O ponto de interrogacdo (?) indica que o

fendmeno mostrado pode ndo ser universal. (D) Estratégia de sobrevivéncia do
endofitico. (E) Equilibrio sinérgico. (Fonte: KUSARI et al., (2012a), com modificagdes).

Além da protecdo contra herbivoria, os metabolitos secundarios produzidos pelos
fungos endofiticos podem proteger suas plantas hospedeiras frente microrganismos
fitopatogénicos. Combes et al. (2012) ao estudar a diversidade de fungos endofiticos
associados a planta medicinal asidtica Cephalotaxus harringtonia (Siebold & Zucc.)
Koidz, verificaram que Paraconiothyrium variabile, endofitico especifico desta planta,
exercia protecdo a mesma frente ao fitopatdgeno Fusarium oxysporum. Tal protecdo

ocorreu devido a producdo de metabdlitos secundarios da familia das oxilipinas, 0s quais
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exerceram importante perturbacdo na estrutura do micélio fungico, além de diminuir a

producdo de micotoxinas a partir de F. oxysporum.

2.2 Fungos endofiticos: uma rica fonte de metabdlitos bioativos

Por milhares de anos, os produtos naturais e/ou estruturas de produtos naturais
desempenham um papel altamente significativo em todo o mundo no tratamento e
prevencdo de doengas humanas, assim como no descobrimento e desenvolvimento de
farmacos (CHIN et al., 2006; SURYNARAYANAN et al., 2009; NEWMAN & CRAGG,
2012).

Os produtos naturais sdo definidos usualmente como substancias quimicas
isoladas de diversos seres vivos, sendo oriundos do metabolismo priméario e/ou
secundario (BERDY, 2005). Os metabdlitos secundarios sdo substincias de baixo peso
molecular (<3000) que a principio sdo “dispensaveis” para a sobrevivéncia e
desenvolvimento do microrganismo; além disso, sdo extremamente diversos
quimicamente e continuamente modificados e adaptados as continuas mudancas por
pressdo seletiva ambiental (DEMAIN, 1981; BERDY, 2005). Entre os metabélitos
secundarios incluem os antibioticos, toxinas, alcaldides, fatores de crescimento para a
planta e o interesse por estes metabolitos é considerdvel, pois muitos possuem
importancia médica, industrial e/ou agricola (CALVO et al., 2002).

Os microrganismos constituem uma das principais fontes de produtos naturais
com propriedades bioativas desejaveis, porém constituem uma das fontes menos
estudadas e que sem davida oferecem grandes possibilidades para obtengdo de novas
estruturas e atividades biologicas (BRIZUELA et al., 1998; SURYNARAYANAN et al.,
2009). No grupo dos microrganismos, os fungos estdo entre os mais importantes e que
estdo sendo utilizados como fonte de metabdlitos com aplicacdes clinicas (BRIZUELA et
al., 1998; SURYNARAYANAN et al., 2009). No grupo dos fungos, os endofiticos, em
especial aqueles associados a plantas medicinais, tém se tornado foco de pesquisas de
metabolitos bioativos (HYDE & SOYTONG, 2008, CARVALHO et al., 2012; VIEIRA
et al.,, 2014, SILVA-HUGHES et al., 2015). O percentual de metabolitos secundarios

bioativos produzidos por fungos endofiticos € bem mais elevado em compara¢do com
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outros grupos de microrganismos endofiticos, 0 que pode ser devido, em parte, a alta
frequéncia de isolamento de fungos endofiticos em relacdo aos demais microrganismos
(RADIC & STRUKELJ, 2012). Bills et al. (2010) demonstraram que endofiticos de
regides tropicais produzem maior nimero de metabdlitos ativos quando comparados
aqueles presentes em outras regides, e que 51% das substancias bioativas isoladas a partir
de fungos endofiticos eram até entdo desconhecidas.

Com o avango dos estudos da biologia molecular e, consequentemente, com a
deteccdo dos fungos ndo cultivaveis, a nova estimativa de espécies fangicas sugere a
existéncia de aproximadamente 3,5 a 5,1 milhdes de taxons, dos quais somente cerca de
100 mil ja foram descritos até o momento (BLACKWELL, 2011). Desta forma,
investigar os metabdlitos produzidos por fungos, em especial os endofiticos podem
aumentar as chances de encontrar novos modelos estruturais de produtos naturais
bioativos (YU et al., 2010). A capacidade de producdo de metabolitos secundarios dentre
os fungos é frequentemente descrita em taxons dos filos Ascomycota e Basidiomycota
(BERDY, 2005). Alguns destes metabélitos tém sido Gteis para o desenvolvimento de
novos farmacos, dentre estes se destacam os alcalides, terpendides, flavondides e
esterdides. Estes metabolitos podem apresentar atividade antibacteriana, antifingica,
antiviral, anti-inflamatéria e antitumoral; e também atuar no controle bioldgico de
agentes fitopatdgenos, dentre outras aplicacBes; o0 que abre novas perspectivas para o
tratamento de inimeras doencas (STROBEL & DAYSE, 2003; STROBEL et al., 2004;
JOSEPH & PRIYA, 2011). Estes metabdlitos secundarios sdo também importantes nas
interacGes entre o endofitico e a planta hospedeira, pois podem atuar em processos de
sinalizacdo, defesa contra patdgenos e regulacdo da simbiose (SCHULZ & BOYLE,
2005; GUO et al. 2008).

As pesquisas com fungos endofiticos na busca de moléculas protétipos
aumentaram consideravelmente ap6s a descoberta do diterpeno paclitaxel, um agente
anticancer amplamente utilizado na clinica. O taxol foi inicialmente isolado do vegetal
Taxus brevifolia, e posteriomente do fungo endofitico Taxomyces andrenae, obtido a
partir deste vegetal (STIERLE et al., 1995). Posteriormente, outros exemplos foram
descritos como: a producdo do inibidor de sintese de RNA, a camptotecina, obtida do

fungo endofitico Nothapodytes foetida (PURI et al., 2005a); a podofilotoxina, sintetizada
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por espécies vegetais do género Podophyllum, com atividades antitumoral, antiviral,
antibacteriana, imunoestimulante, e empregada na sintese de inibidores da topoisomerase,
que é também sintetizada pelo o fungo endofitico Trametes hirsuta, isolado da espécie P.
hexandrum (PURI et al., 2005b); a producdo de hipericina com uma extensa variedade
de atividades biologicas, por um fungo endofitico isolado de Hypericum perforatum
(KUSARI et al., 2008); a azadiraquitina A, um inseticida natural exclusivamente
isolado de &rvore Azadirachta indica A. Juss, também produzido pelo fungo endofitico
Eupenicillium parvum isolado pela primeira vez desta espécie vegetal (KUSARI et al.,
2012b); vimblastina e vincristina, utilizadas como farmacos anti-cancer, produzidas
pela planta Catharanthus roseus e também por Fusarium oxysporum, fungo endofitico
isolado desta espécie (KUMAR et al., 2013); glicosideo digoxina, utilizado em
tratamento cardiaco, inicialmente isolado da espécie Digitalis lanata, foi produzido por
cinco isolados de fungos endoficos, DL-3, DL-11, DL-12, DS-20 e DS-22 (espécies ndo
relatadas) (KAUL et al., 2013).

E importante destacar que os fungos endofiticos também sdo potentes produtores
de metabolitos secundarios bioativos diferentes dos produzidos pelas plantas hospedeiras
e de interesse para utilizacdo na medicina e agricultura. Como exemplo, dentre as

moléculas bioativas produzidas a partir deste grupo de fungos tem-se:

e Criptocandina (Figura 2a): lipopeptidio isolado de Cryptosporiopsis quercina
associado a planta medicinal Tripterigeum wilfordii, (Celastraceae). Este
metabolito mostrou excelente atividade antifingica contra alguns importantes
patdgenos humanos como C. albicans e Trichophyton spp. (STROBEL &
DAISY, 2003). Criptocandina é também ativo contra os fungos fitopatdégenos

Sclerotinia sclerotiorum e Botrytis cinerea (STROBEL et al., 2004).
e Pestalosideo (Figura 2b): beta-glicosideo aromatico produzido por P. microspora

isolado de Torreya taxifolia (Cephalotaxaceae), que possui atividade antifungica
(STROBEL et al., 2004).
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Pestacina e Isopestacina (Figuras 2c e 2d): obtidos de P. microspora isolado da
planta Terminalia morobensis, familia Combretaceae, ambos exibem atividade
antimicrobiana e antioxidante (STROBEL & DAISY, 2003).

Cochlioquinona A e Isocochlioquinana A (Figuras 2e e 2f): metabdlitos obtidos
a partir do fungo endofitico Cochliobolus sp. (UFMGCB 555), isolado da planta
Piptadenia adiantoides (Fabaceae), ambos exibem atividade contra Leishmania
amazonensis, com valor de Clso de 1,7 uM e 4,1 uM, respectivamente (CAMPOS
et al., 2008).

Altenusina (Figura 2g): metabolito obtido a partir extrato organico de cultura do
fungo endofitico Alternaria sp. (UFMGCB 55), isolado da planta Trixis vauthieri
(Asteraceae), apresenta atividade inibitéria frente Trypanosoma cruzi, sendo
capaz de inibir a atividade da enzima TryR com um valor de Clsy de 4,3 mM
(COTA et al., 2008).

Ofiobolina K e 6-epi-ofiobolina K (Figura 2h e 2i): substancias obtidas a partir
do fungo endofitico Aspergillus calidoustus, isolado da planta Acanthospermum
australe (Asteraceae), ambos exibiram atividade antifingica frente fitopatdgenos,
atividade tripanossomicida e citotoxica frente células tumorais humanas
(CARVALHO et al., 2015).
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Figura 2. Metabdlitos secundérios isolados de fungos endofiticos.

2.3 Selecdo de plantas para isolamento de microrganismos endofiticos

A identificacdo dos microrganismos endofiticos produtores da mesma substancia
bioativa produzida pelos vegetais, ou diferente, pode resultar em determinadas vantagens
para obtencdo de metabolitos bioativos de interesse tal como a eliminacdo das etapas de
plantio, colheita e extracdo de plantas raras ou de crescimento lento, além de reduzir o
preco do produto, uma vez que poderia ser produzido por meio de processos
fermentativos (STROBEL, 2002). Ao selecionar as plantas para realizar o isolamento e
identificacdo dos microrganismos endofiticos é importante entender os métodos e razdes
para fornecer as melhores oportunidades para tal isolamento, portanto é necessario
observar os seguintes critérios: 1) Plantas de ambientes peculiares, especialmente aquelas

que apresentam estratégias de sobrevivéncia pouco comuns; 2) Plantas que apresentam
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histdrico etnobotanico, ou seja, que sdo tradicionalmente utilizadas como medicamento
por tribos, grupos étnicos e pela populacdo de um modo geral; 3) Plantas endémicas de
determinadas regides que apresentam longevidade incomum e que estdo localizadas em
ambientes ancestrais; 4) Plantas cujo desenvolvimento se d& em é&reas de grande
biodiversidade, tal como em florestas temperadas e tropicais; 5) Plantas que crescem
rodeadas por plantas infectadas e ainda assim ndo apresentam sintomas (STROBEL et al.,
2004; YU et al., 2010). Entre as estratégias descritas, a busca por plantas que medicinais
constitui uma escolha empregada por nosso grupo de pesquisas, além de pesquisadores
em todo o mundo, o que pode ser visto no levantamento de Yu e colaboradores (2010), os
quais demonstraram que as plantas medicinais foram frequentemente estudadas para

triagem de endofiticos capazes de produzir metabdlitos antimicrobianos (Figura 3).

Plantas Medicinais
35%

Figura 3: Proporcdo de isolados biologicamente ativos de diferentes fontes testados
para atividade antimicrobiana em pesquisas recentes. Adaptado de Yu et al. (2010).

Ao considerar a ocorréncia de quase 300 mil espécies de plantas na terra e que
cada uma pode ser hospedeira de um ou mais endofiticos (STROBEL & DAISY, 2003;
STROBEL et al., 2004), € alta a probabilidade de se encontrar microrganismos capazes

de produzir substancias com atividade bioldgica. Muitas plantas endémicas dos biomas
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brasileiros, tais como Cerrado, Caatinga, floresta Amazénica e Mata Atlantica vém sendo
empregadas como medicamentos pela populacdo no tratamento de doencas. Além disso,
muitas plantas exdticas introduzidas no Brasil desde a colonizagdo foram também
incorporadas na medicina popular (MESQUITA et al., 2007). Portanto, fica clara a
importancia da realizacdo de estudos de diversidade e bioprospeccdo de fungos

endofiticos associados a plantas medicinais.

2.4 Género Copaifera L.: C. langsdorffii (Desf.) Kuntze e C. pubiflora Benth

O género Copaifera L. (Leguminosae — Caesalpinioideae) €& conhecido
popularmente como copaiba, pau d’6leo, dentre outras. As copaibeiras sdo arvores de
crescimento lento, alcancam de 25 a 40 metros de altura, podendo viver até 400 anos. O
tronco € aspero, de coloracdo escura, medindo de 0,4 a 4 m de diametro (VEIGA
JUNIOR & PINTO, 2002). As arvores possuem folhagem densa e constituida de folhas
compostas pinadas, alternas com foliolos coridceos de 3-6 c¢cm de comprimento
(LORENZI & MATQOS, 2008). Possui inflorescéncia branca, podendo ser ligeiramente
rosadas, e sem pétalas, seus frutos sdo legumes deiscentes com 3,5 a 4,0 cm, ovaides,
com uma Unica semente, negra, e cobertas com um arilo amarelo (ALMEIDA et al.,
1998) ou branco. Sua floragdo é de novembro a fevereiro com pico em janeiro, em alguns
casos entendendo-se até junho, com frutificacdo de maio a outubro com pico em julho,
mas excepcionalmente nos primeiros meses do ano (AZEVEDO, 2003).

Os trabalhos realizados sobre o género Copaifera estdo, em sua maioria,
relacionados com o 6leo que é exudado do tronco destas arvores, o 6leo de copaiba
(Figura 4). Este oleo é acumulado em cavidades do tronco da arvore de onde, pelo
processo artesanal, é extraido através de furos e recolhido com auxilio de tubos ou
canaletas, apenas uma vez cada ano (LORENZI & MATQS, 2008). O 6leo é composto
por misturas de sesquiterpenos, predominantes na maioria deles, e de diterpenos
(PATITUCCI et al., 1995). Em estudo realizado por Veiga Jr. et al. (1997), na anélise por
Cromatografia Gasosa de Alta Resolucdo acoplada a Espectrometria de Massas
(CGAR/EM) observou-se que em diversos 6leos de copaiba provenientes de varias

regides do Brasil, o acido copalico foi o unico encontrado em todos os 6leos analisados.
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Por esta razdo, este diterpeno &cido pode ser usado como biomarcador de Oleos de
copaiba.

Na medicina tradicional dos indios brasileiros, desde o periodo pré-colombiano, o
6leo tem sido usado externamente, no tratamento de doencas da pele e como protecdo
contra picada de insetos. Hoje em dia, as aplicacdes medicinais do 6leo de copaiba
atingem todas as regides do Brasil, sendo administrados oralmente e por aplicacdo topica
do 6leo in natura ou em pomadas (MACIEL et al., 2002). Na medicina popular é
utilizado como cicatrizante e anti-inflamatério local e, internamente, como diurético,
expectorante e antimicrobiano das afeccGes urindrias e da garganta (LORENZI &
MATQOS, 2008). Este 6leo é utilizado contra enfermidades como hemoptises, sinusite,
anti-inflamatorio, anti-séptico, anti-reumatico, para tratamento de asma e laxante
(ALMEIDA et al., 1998). Além do dleo-resina, 0 extrato da casca também é utilizado na
medicina popular como cicatrizante, anti-inflamatério, antisséptico, antitumoral e como
agente para tratar bronquites, Ulceras e doencas de pele (VEIGA JUNIOR & PINTO,
2002).

Santos et al. (2008) avaliaram a atividade antimicrobiana de Oleos extraidos
diretamente do tronco das seguintes espécies de Copaifera: C. multijuga (Amazonas), C.
officinalis (Rondonia), C. reticulata e C. martii (Para), C. reticulata e C. paupera (Acre),
C. lucens (Rio de Janeiro), C. langsdorffii (Sdo Paulo), e C. cearensis (Minas Gerais). Os
autores verificaram que os 6leos obtidos de C. martii, C. officinalis e C. reticulata (Acre),
exibiram boa atividade frente bactérias Gram positivas (Staphylococcus aureus ATCC
25923, Bacillus subtilis ATCC 6623, S. epidermidis ATCC 12228, e Enterococcus
faecalis ATCC 29212), incluindo S. aureus meticilina resistente (MRSA) ATCC 33591,
com CIM variando de 31,3-62,5 pg/ml. J& os Oleos extraidos de C. paupera e C. lucens
apresentaram atividade antifangica frente Trichophyton rubrum ATCC 28189 e
Microsporum canis ATCC 32903, e o 6leo de C. cearenses, C. langsdorffii e C. multijuga
apresentaram atividade moderada somente frente T. rubrum (CIM = 250-500 pg/ml). Os
0leos de copaiba foram inativos frente aos dermatofitos T. mentagrophytes ATCC 4481,
M. gypseum ATCC 14683, as leveduras Candida albicans ATCC 10231, C. tropicalis
ATCC 28707 e C. parapsilosis ATCC 22019; e as bactérias Gram negativas Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Proteus mirabilis ATCC
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25933, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Shigella flexinerii ATCC 12022 e
Enterobacter cloacae ATCC 13047.

Figura 4. Processo de extracdo artesanal do 6leo resina realizado a partir de canaletas feitas
no tronco da arvore de Copaifera pubiflora — RR (Foto: C.R.de Carvalho — 18/01/2012).

Copaifera langsdorffii (Desf.) Kuntze, conhecida popularmente como copaiba,
balsamo, pau d’6leo, 6leo de copaiba e copaiba vermelha ¢ uma espécie arbdrea de
grande porte podendo alcancar até 35 m de altura (Figura 5a) (LORENZI, 1992). Pode
ser encontrada no Brasil, Argentina e Paraguai, sendo no Brasil particularmente
importante por estar distribuida em todo o territério, da Amazo6nia a Santa Catarina
(VEIGA JR. & PINTO, 2002), ocorrendo principalmente nos estados de Minas Gerais,
Goids, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e Parand (LORENZI, 1992). Habita mata de
galeria, mata mesofitica de interflivio, cerraddo distréfico e cerrado (ALMEIDA et al.,
1998).
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Com relagéo aos extratos produzidos a partir das folhas e cascas de C.langsdorffii,
poucos estudos foram realizados com o objetivo de avaliar suas possiveis atividades
biologicas. A atividade citotoxica de extratos metandlicos de folhas de C. langsdorffii
coletadas em Minas Gerais foram avaliadas contra linhagens de células tumorais: B16
(modelo murino), HL-60 (leucemia humana), MCF-7 (mama) e HCT-8 (c6lon humano)
(SANTOS JUNIOR et al., 2010). Na triagem inicial, os extratos metandlicos das folhas
de copaiba, testados a concentracdo final de 125 pg/mL, inibiram em mais de 100% a
proliferacdo de todas as linhagens tumorais alvo. Posteriormente, foi realizado o ensaio
de Clsp em que os valores atribuidos foram: 37,1 pug/mL para B16; 12,9 pg/mL para
MCF-7; 43,3 pg/mL para HCT-8; e nao foi determinado para HL-60. Os autores
concluem que os extratos de C. langsdorffii poderiam ser utilizados no desenvolvimento
de novos produtos antitumorais.

Copaifera pubiflora Benth (Figura 5b) é uma espécie de ocorréncia no Brasil,
Colémbia, Guiana e na Venezuela (MARTINS-DA-SILVA et al. 2008). Espécie com
ampla distribuicdo no norte da América do Sul, sendo que na Amazodnia brasileira, s6 foi
coletada no extremo norte, no estado de Roraima, onde estd amplamente distribuida.
Habita varzeas e savanas, podendo também ser encontrada em matas de terra firme
(MARTINS-DA-SILVA et al. 2008). De acordo com Costa et al. (2007), C. pubiflora é a
principal espécie produtora de dleo resina no estado de Roraima e praticamente inexistem
estudos ecoldgicos com a espécie no Brasil. Nenhuma pesquisa referente a estudos de
atividade bioldgica utilizando extratos de folhas e/ou cascas de C. pubiflora foi

encontrado.
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a. Copaifera langsdorffii —
Arvore, tronco, folhas e sementes - Serra de Sdo José/ MG

b. Copaifera pubiflora — Arvore, tronco, folhas e sementes - Mucajai/RR

Figura 5. Espécimes de Copaifera langsdorffii e C. pubiflora (Foto: C.R.de Carvalho).
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2.5 Echinacea purpurea L. (Moench.)

Espécies do género Equinacea (Asteraceae) sdo distribuidas em grande parte da
América do Norte, desde Alberta (sul do Canada), ao Golfo do México e oeste das
Montanhas Rochosas (FLAGEL et al.,, 2008), sendo Echinacea purpurea e E.
angustifolia as mais amplamente encontradas (AULT, 1999). Echinacea purpurea é a
mais resistente, com a capacidade de suportar grandes variacbes de temperatura e
umidade do solo em seu habitat (GREENFIELD & DAVIS, 2004) e é amplamente
cultivada em todo territério dos Estados Unidos, Canada e Europa, especialmente na
Alemanha, devido sua beleza e propriedades medicinais comprovadas (BARRETT,
2003).

Equinacea purpurea L. (Moench.) (Figuras 6a,b), conhecida popularmente como
purple coneflower, é uma herbécea perene caracterizada por uma haste principal vertical,
folhas alternadas em hastes longas, flores laranja-avermelhada cercadas por bracteas
arroxeadas (BARRETT, 2003), com o periodo de floracdo de Junho a Agosto. Echinacea
purpurea € o segundo suplemento botanico mais vendido no mercado dos EUA devido a
propriedade de ser moduladora do sistema imunoldgico (PUGH et al., 2005) (Figura 6c).
De acordo com Stanisavljevic et al. (2009), tanto as raizes, quanto as folhas ou toda a
planta, podem ser utilizados na preparacdo de suplementos alimentares. Tais produtos e
extratos compreendem um dos maiores setores no mercado de medicina herbal redendo
milhares de ddlares na América do Norte e Europa, logo, esta espécie tem recebido
atencéo global devido o aumento no valor medicinal (ABBASI et al., 2007).

A composicao dos extratos das raizes é bem diferente quando comparada com a
composicdo dos extratos da parte superior da planta. Nas raizes sd@o encontrados mais
0leos volateis e alcaloides pirrolizidinicos, como tussilaginea e isotussilaginea, que as
partes aéreas. Os principais metabdlitos ativos da parte aérea sdo as alquilamidas e
polissacarideos, como o 4-O-metilglucoronilarabinoxilanas, ramnoarabinogalactanas e
arabinogalactana acida e glicoproteinas (PERCIVAL, 2000; LU et al., 2003).

Echinacea purpurea é amplamente utilizada pela populacéo devido sua tradicdo
medicinal para prevencdo ou reducgéo de resfriados e gripes (GREENFIELD & DAVIS,

2004), em casos de tosses, bronquites, infeccBes respiratdrias superiores e algumas
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condicdes inflamatorias (PERCIVAL, 2000). Além da utilizacdo descrita, Stanisavljevic
et al. (2009) avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos etandlicos da parte aérea de
E. purpurea pelo método de difusdo em pocos de agar. Os extratos etandlicos produzidos
foram testados a 20 mg/mL e inibiram o crescimento de E. coli ATCC 25922, P.
aeruginosa ATCC 9027, B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 6538, C.albicans
ATCC 10231 e Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763, com didmetro das zonas de
inibicdo variando de 10,9 a 25,7 mm.

Com relacdo a interacdo entre microrganismos e espécies de Echinacea, poucos
trabalhos foram realizados com o objetivo de verificar a diversidade de fungos
endofiticos e sua utilizacdo como fontes de metabolitos bioativos, por exemplo. Rosa et
al. (2012) obtiveram 39 isolados de fungos endofiticos associados a folhas, brotos
laterais, e raizes de quatro plantas micropropagadas de E. purpurea. A atividade
bioldgica dos extratos diclorometanicos produzidos a partir dos isolados obtidos foi
avaliada pelo método de bioautografia, sendo que um total de 16 (41%) extratos
demonstrou atividade antifingica quando testados a 80 e 160 ug/ponto frente espécies
fitopatogéncias de Colletotrichum. Além disso, o extrato de Mycoleptodiscus indicus
UM28 apresentou 100 e 200% de mortalidade nas concentracdes de 125 e 62,5 p.p.m.,
respectivamente, contra larvas de A. aegypti.
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a. Equinacea purpurea — Missouri/EUA.

c. Pilulas produzidas a partir da parte area de E. purpurea.

Figura 6. Espécime de Equinacea purpurea (Fotos: L.H. Rosa & C.R.de Carvalho).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar a diversidade de fungos endofiticos associados as plantas medicinais
Copaifera langsdorffii (Desf.) Kuntze, C. pubiflora Benth e Echinacea purpurea L.
(Moench) presentes em ecossistemas do Brasil e Estados Unidos, bem como estudar estes

microrganismos como fonte de metabdlitos com atividade antimicrobiana.

3.2 Objetivos especificos

1. Obter fungos endofiticos associados a folhas, cascas e sementes de C. langsdorffii e C.
pubiflora;

2. Obter fungos endofiticos associados a folhas e hastes florais de E. purpurea;

3. Depositar todos os isolados obtidos em uma colecdo de culturas (Colecdo de
Microrganismos e Células da UFMG) para preservacao ex situ da biodiversidade;

4. ldentificar os fungos obtidos utilizando técnicas de taxonomia molecular;

5. Determinar a diversidade das espécies de fungos endofiticos associados as plantas
hospedeiras;

6. Cultivar os fungos obtidos e preparar seus extratos brutos etandlicos e
diclorometénicos;

7. Verificar a atividade bioldgica dos extratos fungicos e vegetais obtidos contra
microrganismos de interesse clinico, ambiental e agricola;

8. Selecionar isolados fungicos para estudo quimico;

9. Identificar os metabolitos bioativos presentes nos extratos brutos e fragGes ativas

produzidos a partir dos isolados selecionados.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Espécimes vegetais

Neste trabalho foram selecionadas trés espécies de plantas medicinais para
isolamento dos fungos endofiticos, sendo duas coletadas no Brasil e uma nos Estados

Unidos da América, conforme descrito abaixo:

- Copaifera langsdorffii: 15 individuos foram coletados em 23/agosto/2011 no
entorno da Serra de Sao Jose, localizada entre 0os municipios Sao Jodo Del Rei, Coronel
Xavier Chaves, Prados, Bichinhos e Tiradentes (21°05.105°S; 44°12.140°W), sul de
Minas Gerais (Brasil). Uma exsicata representativa do material vegetal foi depositada no
Herbario HUFSJ (Universidade Federal de Sdo Jodo Del Rei), com o nimero de
tombamento 14283.

- Copaifera pubiflora: 15 individuos foram coletados em 17 e 18/janeiro/2012 na
reserva ecoldgica experimental Serra da Prata, Mucajai-Roraima/Brasil (2°35°59.1”N;
60°56°35.7°W). O local ¢ mantido pela Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria) — Roraima, para experimentos de longo periodo, sendo que a reserva
ecoldgica € pertencente ao proprietdrio Osvaldo Antonio Sant’ana. Todas as permissoes
necessarias foram obtidas pela Embrapa-Roraima (permissao de coleta obtida por Jerri E.
Jilli) e do proprietario, para o estudo da area descrita. Os espécimes vegetais foram
identificados a partir de suas estruturas vegetativas e reprodutivas, e por meio de
comparagfes com exsicatas previamente depositadas no Herbario IAN - Jodo Murca
Pires (CPATU - Embrapa).

- Echinacea purpurea: 41 individuos foram coletados em 06/julho/2012 no estado
de Missouri (N36.86140 W90.95036) (Estados Unidos da Ameérica). A identificacdo dos
espécimes vegetais foi realizada com auxilio de um boténico especializado, Victor
Madoxx, sendo depositados no Herbario da MSU (Mississippi State University), sendo

registrados com os nimeros 5582, 5583, e 5584.
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4.2 Coleta, isolamento e preservacao dos fungos endofiticos

Neste trabalho foram amostradas folhas, cascas e sementes dos espécimes
vegetais de copaiba, bem como folhas e pedinculos dos espécimes de Echinacea. Todo o
material coletado foi estocado em sacos plasticos e entdo processado em até 24 horas para
o isolamento dos fungos endofiticos. Inicialmente, folhas, cascas e peddnculos foram
limpos superficialmente em &gua corrente para remoc¢éao de sujidades. Em seguida, com
auxilio de tesoura e pinca esterilizadas, retirou-se fragmentos de aproximadamente 5 mm
de cada parte, os quais foram submetidos ao processo de desinfestacdo superficial a fim
de eliminar os microrganismos epifiticos e contaminantes. Tal processo foi composto por
extran 2%, alcool 70% (1 minuto), hipoclorito de sédio a 2% (3 minutos) e agua destilada
esterilizada (2 minutos) (COLLADO et al., 1996). J& as sementes, primeiramente,
sofreram um processo de retirada de seus arilos e em seguida foram divididas ao meio.
Posteriormente, com auxilio de tesoura e pinga esterilizadas, os dois fragmentos foram
desinfestados superficialmente com extran 2%, flambadas em bico de Bulsen, alcool 70%
(4 minutos), hipoclorito de sédio a 2% (5 minutos) e agua destilada esterilizada (2
minutos). Apds este processo, todos os fragmentos (folhas, cascas, pedunculos e
sementes) foram transferidos para placas de Petri (90 x 15 mm) contendo Agar Dextrose
Batata (BDA; 20% batata, 2% glicose, 2% &gar) suplementado com 200 mg/L de
cloranfenicol (Sigma), utilizado para inibir o crescimento de bactérias epifiticas ou
endofiticas contaminantes. Aliquotas da agua destilada esterilizada utilizada no processo
de desinfestacdo também foram plaqueadas como controle para assegurar que somente 0s
fungos endofiticos foram isolados. As placas foram incubadas a 25-28°C por um periodo
de até 60 dias.

Os isolados de fungos filamentosos obtidos a partir das duas espécies de copaiba
foram purificados utilizando placas de Petri com BDA e preservados em duplicata em
agua destilada esterilizada (CASTELLANI, 1967) e em glicerol 15% a -80 °C. As
leveduras foram purificadas utilizando o meio agar extrato de levedura e malte (YM; 1%
glicose, 0,5% peptona bacteriolégica, 0,3% extrato de levedura, 0,3% extrato de malte,
2% é&gar). Para a criopreservacgdo, as culturas puras de leveduras foram inoculadas em

meio GYMP (glicose 2%, extrato de levedura 0,5%, extrato de malte 1% e de fosfato de
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sodio 0,2%) a 28 °C, e apds o periodo de 24 horas foi acrescido de 15% glicerol e
armazenado no ultrafreezer a — 80 °C. Ap0Os a preservacdo os isolados obtidos foram
depositados na Cole¢do de Microrganismos e Células da UFMG. Ja os isolados de fungos
filamentosos associados a equinacea foram purificados utilizando placas de Petri com

BDA, preservados em glicerol 15% e armazenados a -80 °C.

4.3 Identificagdo dos fungos endofiticos

As coldnias dos fungos filamentosos foram fotografadas (frente e verso) e
agrupadas de acordo com as seguintes caracteristicas macromorfoldgicas: cor da col6nia
(frente e verso), textura da superficie (frente e verso) e aspecto da borda. Os grupos de
isolados foram submetidos a analise molecular por meio da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), utilizando-se o iniciador GTGs (5’-GTGGTGGTGGTGGTG-3"), de
acordo com Lieckefeldt et al. (1993). Com base no perfil eletroforético dos produtos
amplificados por PCR com o iniciador GTGs, um isolado dentre os que apresentaram um
mesmo padrdo de bandas foi selecionado para sequenciamento da regido transcrita
interna 1TS-5.8S da regido génica do rRNA, e as identificacdes dos grupos foram
posteriormente confirmadas por meio do sequenciamento do fragmento génico da -
butulina. Para as leveduras foi realizado sequenciamento dos dominios D1/D2 da
subunidade maior do rRNA utilizando os iniciadores NL1 e NL4.

4.3.1 Extracdo do DNA total

Com excecdo dos isolados associados a E. purpurea, a extragdo de DNA dos
fungos filamentosos foi realizada de acordo com Rosa et al. (2009), com modificagdes,
sendo o DNA extraido a partir de micélio produzido em 5 mL de meio liquido (extrato de
malte 2%). Os micélios foram colocados em tubo de 1,5 mL acrescidos de 400 pL de
tampdo de lise [Tris-HCI (trishidroximetilaminometano) 0,05 M, EDTA (&cido
etilenodiamino tetra-acético) 0,005 M, NaCl 0,1 M, SDS (s6dio dodecil sulfato) 1%] e 3
esferas de ago inox (3,175 mm de diametro), sendo posteriormente submetidos a

trituracdo no equipamento Bullet Blender TM 24 (Uniscience, EUA). Ao tubo foi
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acrescido 162 uL de CTAB de Hoog (Tris 2M, NaCl 8,2%, EDTA 2M, CTAB 0,2%),
seguido de agitacdo em vortex e incubacgéo por 40 minutos a 65 °C. Em seguida, 570 uL
da mistura cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) foi acrescentado ao tubo, homogeneizado
em vortex e incubado por 30 minutos em gelo. Posteriormente, o contetdo foi
centrifugado a 13.200 r.p.m. por 10 minutos e o liquido sobrenadante foi transferido para
um novo tubo de 1,5 mL, sendo em seguida acrescentado 10% do volume de uma solucéo
de acetato de sodio 3M. O tubo foi vertido para homogeneizagéo, incubado a 0 °C por 30
minutos e centrifugado a 13.200 r.p.m. por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido
para um novo tubo de 1,5 mL, ao qual foram adicionados 50% do volume de isopropanol
(Merck) e mantido a temperatura ambiente por 15 minutos. Posteriormente, o tubo foi
centrifugado a 13.200 r.p.m. por 5 minutos e o sobrenadante foi desprezado por inversao.
A seguir, 200 uL de etanol (Merck) 70% p/v foram adicionados e a suspensédo
cuidadosamente homogeneizada. Apos este procedimento, a amostra foi centrifugada a
13.200 r.p.m. por 5 minutos e o sobrenadante desprezado por inversdo, repetindo
novamente este Gltimo passo. A amostra foi seca e em seguida 0 DNA foi hidratado em
50 pL de Tris-EDTA (Tris-HCI 0,01 M, EDTA 0,001 M) sob incubacéo de 65 °C por 60
minutos. Os fungos endofiticos associados a E. purpurea foram inoculados em tubos
conicos de 15 mL contendo 5 mL Caldo Batata Dextrose (Sigma) e mantidos a 25 °C por
10 dias. O DNA dos isolados foi extraido utilizando DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen Inc.,
Valencia, CA), com modificagcbes (FREDLUND et al., 2008).

O DNA gendmico dos isolados de leveduras foi extraido segundo Sambrook et al.
(1986), com modificagdes. Os isolados foram crescidos em Agar Sabouraud (Difco) por
24 horas a 25 °C. Apds crescimento, as col6nias foram ressuspendidas em 100 pL tampao
de lise, agitado em vortex e aquecido a 65 °C por 30 minutos. Apos esta etapa, foram
adicionados 200 pL. da mistura cloroféormio/alcool isoamilico (24:1) e homogeneizados
por inversdao. Em seguida, centrifugou-se a 13.200 r.p.m. por 10 minutos. Transferiu-se a
fase superior para novo tubo e para a precipitacdo do DNA adicionaram-se 100 uL de
isopropanol seguido de centrifugacgdo a 13.200 r.p.m. por 10 minutos. O DNA foi lavado
com 200 pL de alcool 70% e centrifugado a 13.200 r.p.m. por 10 minutos. A amostra foi
seca por aproximadamente 90 minutos a temperatura ambiente e dissolvido em 100 pL de
TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM). Todos os produtos obtidos foram quantificados em
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espectrofotdmetro a 260/280 nm (NanoDrop ND 1000 Technologies, EUA) e estocados a

-20 °C até sua utilizacéo.

4.3.2 Amplificagdo do DNA utilizando o iniciador (GTG)s

Os isolados de fungos filamentosos foram submetidos a analise molecular por
meio da PCR utilizando o iniciador (GTG)s (5° GTGGTGGTGGTGGTG 3%)
(LIECKFELDT et al., 1993), a fim de confirmar os morfotipos obtidos por meio das
caracteristicas macromorfoldgicas. A PCR foi realizada em um volume final de 25 pL de
uma mistura contendo de 1,0 a 5,0 uLL de DNA (variando de acordo com a concentra¢do
do DNA, a qual deve estar entre 50-500 ng/uL), 2,0 pL do iniciador (GTG)s 10 pmol™
(Invitrogen), 2,5 uL. de tampao de PCR 10X (Fermentas), 1,5 uL. de MgCl, 25mM, 1,0
uL de NTP 10 mM, 0,2 pL. de Tag DNA polimerase 1,25U (Fermentas) ¢ o volume final
completado com agua ultrapura esterilizada. As reacbes de PCR foram realizadas
utilizando os termocicladores Gene Amp® PCR System 9700 (Applied Biosystems®,
EUA) e Mastercycle proS (Eppendorf, EUA) sob as seguintes condi¢Ges: desnaturacao
inicial a 94 °C por 2 minutos, seguida por 40 ciclos de desnaturagédo a 93 °C por 45
segundos, anelamento a 50 °C por 1 minuto e extensao a 72 °C por 1 minuto, seguida por
extensdo final a 72 °C por 6 minutos. Os produtos de PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1,5% (Pronadisa), em tampéo Tris-Borato-EDTA 0,5X
(TBE; 54 g Tris base, 27,5 g &cido bérico, 20 mL EDTA 0,5M, pH 8,0), resolvidos
durante aproximadamente 1 hora e 30 minutos a 80 V. As amostras foram coradas pela
adicdo de GelRed (Biotium) e visualizadas sob luz ultravioleta e fotografadas utilizando

um sistema de foto-documentag&o (Vilber Lourmat, Franga).

4.3.3 Amplificacéo do DNA utilizando os iniciadores ITS1 e ITS4

Os iniciadores ITS1 (5° TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3°) e ITS4 (5
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3°) foram utilizados para amplificagdo da regido
transcrita interna ITS-5.8S da regido génica do rRNA, conforme descrito por White et al.

(1990). A Reacgédo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada em um volume final de
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50 uL contendo 1,0 a 5,0 uL. de DNA (variando de acordo com a concentragdo do DNA,
a qual deve estar entre 50-500 ng/uL), 1,0 pL de cada iniciador ITS1 e ITS4 10 pmol™
(Invitrogen), 5,0 uL de tampao de PCR 10X (Fermentas), 3,0 uL de MgCl; 25 mM, 2,0
puL de NTP 10 mM, 2,0 pL Betaina (Sigma), 1,0 uL dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma),
0,2 uL de Taq DNA polimerase 1,25U (Fermentas) e o volume final completado com
agua ultrapura esterilizada. As reacdes de PCR foram realizadas utilizando o
termociclador Mastercycle proS (Eppendorf, EUA). O programa consistiu de uma
desnaturacdo inicial a 94 °C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 1 minuto de
desnaturacdo a 94 °C, 1 minuto de anelamento a 55 °C e 1 minuto de extensdo a 72 °C, e
uma extensdo final por 5 minutos a 72 °C. Os amplicons foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1%, em tampdo TBE 0,5X, resolvidos durante
aproximadamente 1 hora a 120 V. As amostras foram coradas pela adi¢cdo de GelRed
(Biotium) e visualizadas sob luz ultravioleta e fotografadas utilizando um sistema de
foto-documentacdo (Vilber Lourmat, Franca).

Os amplicons dos isolados associados a E. purpurea foram obtidos a partir da
PCR contendo uma mistura de 5,0 pL de DNA (~50 ng), 5,0 uL de tampao de PCR 10X,
1,5 uL de MgCl, 50 mM, 5,0 pL de ANTP 2 mM, 2,0 pL de cada iniciador ITS1 e ITS4
10 umol™, e 0,2 pL de Taq Platinum DNA Polimerase (Invitrogen), volume final
completado para 50 uLL com agua ultrapura esterilizada. As reacbes de PCR foram
realizadas utilizando o termociclador Gene Amp® PCR System 9700 (Applied
Biosystems®, EUA) sob as mesmas condi¢fes descritas anteriormente. Os produtos de
PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, em tampao Tris-Acetato-
EDTA (TAE), resolvidos durante aproximadamente 1 horaa 120 V.

4.3.4 Amplificacdo do fragmento génico da g-tubulina

Os iniciadores BT2a (5 GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC 3’) e BT2b (5°
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC 3’) foram utilizados para amplificacdo do
fragmento génico da B-tubulina, conforme descrito por Glass e Donaldson (1995). A PCR
foi realizada em um volume final de 50 pL contendo 1,0 a 5,0 uL de DNA (variando de

acordo com a concentracdo do DNA, a qual deve estar entre 50-500 ng/uL), 1,0 uL de
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cada iniciador BT2a ¢ BT2b 10 umol'1 (Invitrogen), 5,0 uL de tampao de PCR 10X
(Fermentas), 3,0 uL de MgCl, 25 mM, 2,0 uL de ANTP 10 mM, 0,2 uL de Tag DNA
polimerase 1,25U (Fermentas) e o volume final completado com &gua ultrapura
esterilizada. As reacdes de PCR foram realizadas utilizando o termociclador Mastercycle
proS (Eppendorf, EUA). O programa consistiu de uma desnaturacao inicial a 94 °C por 5
minutos, seguido por 35 ciclos de 1 minuto de desnaturacdo a 94 °C, 1 minuto de
anelamento a 59 °C e 90 segundos de extensdo a 72 °C, e uma extenséo final por 7
minutos a 72 °C. Os amplicons foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%
(Pronadisa), em tampédo TBE 0,5X e resolvidos durante aproximadamente 1 hora a 120
V. As amostras foram coradas pela adicdo de GelRed (Biotium) e visualizadas sob luz
ultravioleta e fotografadas utilizando um sistema de foto-documentacéo (Vilber Lourmat,
Franca).

4.3.5 Amplificacéo utilizando os iniciadores NL1 e NL4

Os isolados de leveduras foram submetidos ao sequenciamento dos dominios
D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA utilizando os iniciadores NL1 (5’
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 3°) e NL4 (5 GGTCCGTGTTTCAAGACGG
3’) segundo Lachance et al. (1999). A reagdo de PCR foi realizada em um volume final
de 50 pL contendo: 1,0 a 5,0 L. de DNA (variando de acordo com a concentragdo do
DNA, a qual deve estar entre 50-500 ng/uL), 1,0 uL de cada iniciador NL1 ¢ NL4 10
umol™ (Invitrogen), 5,0 uL de tampdo de PCR 10X (Fermentas), 3,0 uL de MgCl, 25
mM, 2,0 uL de ANTP 10 mM, 0,2 uL de Taq DNA polimerase 1,25U (Fermentas) e o
volume final completado com &gua ultrapura esterilizada. As reacGes de PCR foram
realizadas utilizando o termociclador Mastercycle proS (Eppendorf, EUA), sob as
seguintes condicGes: desnaturacdo inicial a 95 °C por 2 minutos, seguida por 35 ciclos de:
desnaturacdo a 95 °C por 15 segundos, anelamento a 54 °C por 25 segundos e extensao a
72 °C por 20 segundos, seguida por extensao final a 72°C por 10 minutos. Os amplicons
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% (Pronadisa), em tampdo TBE

0,5X, resolvidos durante aproximadamente 1 hora a 120 V. As bandas foram coradas com

53



10

15

20

25

30

solucdo de GelRed (Biotium), e os geis visualizados sob luz ultravioleta e fotografados

pelo sistema de fotodocumentacdo de gel (Vilber Lourmat, Franca).

4.3.6 Purificacdo dos amplicons

Os amplicons dos isolados associados a C. langsdorffii e C. pubiflora gerados
pela reacdo de PCR foram purificados utilizando Etanol-EDTA. Ao produto de PCR (47
uL) foi adicionado 11,75 pL. de EDTA 125 mM e 141 pL de etanol absoluto (Sigma),
que foi homogeneizado e mantido a 25 °C por 15 minutos. O tubo foi centrifugado a
13.000 r.p.m. por 25 minutos e o sobrenadante foi retirado e descartado. A seguir, foram
adicionados 120 pL de etanol 70% e o tubo foi centrifugado a 13.000 r.p.m. por 10
minutos e o etanol retirado. O tubo foi deixado a temperatura ambiente por 90 minutos
para evaporacdo do residuo de etanol. Adicionaram-se 10 pL de agua ultrapura
esterilizada e em seguida, o tubo foi incubado em banho-maria a 37 °C por 60 minutos. O
produto obtido foi quantificado em espectrofotdmetro a 260/280 nm (NanoDrop ND
1000 Technologies, EUA) e armazenado para ser utilizado nas reacbes de
seguenciamento.

Os amplicons dos isolados de E. purpurea foram purificados utilizando o Kit de
purificacdo de PCR QIAquick® (Qiagen Inc., Valencia, CA). O produto obtido foi
quantificado em espectrofotdbmetro a 260/280 nm (NanoDrop ND 1000 Thecnologies,
EUA) e ajustado para concentracdo de 10 ng/uL para ser utilizado nas reagdes de
sequenciamento, o qual foi realizado em um aparelho modelo ABI 3730XL, Applied
Biosystems (Foster City, CA, EUA).

4.3.7 Reagao de sequenciamento e precipitacdo das amostras

As reacOes de sequenciamento dos produtos obtidos apos a purificacdo dos
amplicons dos isolados de C. langsdorffii e C. pubiflora foram realizadas no Laboratorio
de Parasitologia Celular e Molecular (LPCM) do Instituto René Rachou/ FIOCRUZ, e no
Nucleo de Analise de Genoma e Expressdo Génica (NAGE) da UFMG, utilizando o kit

Big Dye versdo 3.1 (Applied Biosystems, EUA) em combinacdo com o sistema de
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sequenciamento automatizado ABI 3730 (EUA). A reacdo de sequenciamento foi
realizada em microplacas de 96 pocos (Applied Biosystems, EUA) preparada para um
volume final de 10 pL, em que foram colocados: 1 uL do iniciador a 5 pmol™, 1 pL de
tampdo (presente no kit de sequenciamento), 1 pL de Big Dye, 1 pL de DNA (com a
concentracdo do DNA entre 5 e 20 ng/uL) e 6 pL de agua ultrapura esterilizada. O
programa de ciclagem utilizado consistiu de uma desnaturacdo inicial a 96 °C por 1
minuto, 35 ciclos de anelamento a 96 °C por 15 segundos, seguido por 15 segundos de
extensdo a 50 °C e 4 minutos de extens&o final a 60 °C, sendo realizado no termociclador
Mastercycle proS (Eppendorf, EUA).

Os produtos do sequenciamento foram submetidos ao processo de precipitacao
com o acréscimo de 1 pL de EDTA a 125 mM, 1 uL de acetato de aménio e 50 uL de
etanol absoluto (Merck), em cada pogo. A placa foi vortexada brevemente e entéo
incubada por 15 minutos a temperatura ambiente, protegida da luz. Apds incubacdo, as
amostras foram centrifugadas por 45 minutos a 4.000 r.p.m a 4 °C e o sobrenadante
descartado por inversdo. Em seguida, foram acrescentados 100 pL de etanol 70%
(Merck) e as amostras novamente centrifugadas por 15 minutos a 4.000 r.p.m a 4 °C.
Posteriormente, o sobrenadante foi descartado por inversdao e, ap0s a evaporacdo do
residuo de etanol, 10 pL de Formamida HI DI (Applied Biosystems, EUA) foram
acrescentados em cada poco. A placa foi armazenada a 4 °C, protegida da luz, até injecdo
das amostras no sistema automatizado ABI 3730.

4.3.8 Andlise computacional das sequéncias

As sequéncias de DNA foram comparadas com as sequéncias de espécies tipo ou
referéncia de fungos depositadas no GenBank e pertencentes a cole¢des de culturas
internacionais, utilizando o programa BLASTn (Basic Local Alignment Serch Tool —
versdo 2.215 do BLAST 2.0) disponivel no portal NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), desenvolvido pelo National Center For
Biotechnology. Os fungos que apresentaram sequéncias com valor de E = 0, cobertura e
identidade >99%, bem como proximidade quando analisadas filogeneticamente

utilizando o programa MEGA 6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (TAMURA
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et al., 2013) foram considerados como pertencentes a mesma espécie. Para fungos com
sequéncias com valor de E diferente de 0 ¢ cobertura, e identidade <98%, os mesmos
foram identificados em nivel de género ou niveis hierarquicos mais altos apds a analise
filogenética. Além disso, para alguns tdxons o termo ‘cf.’ (latim for confer = comparado
com) foi utilizado para indicar a espécie a qual se assemelha, mas apresenta pequenas
diferencas com a espécie referéncia.

Para identificacdo molecular foram utilizadas as sequéncias >300 pares de bases,
sendo que quando possivel foram formados e utilizados os Contigs. As arvores
filogenéticas foram construidas utilizando o algoritmo de Neighbor-joining. O modelo
Maximum Composite Likelihood foi usado para estimar a distancia evolucionaria. Uma
andlise de bootstrap foi feita com 1.000 repeti¢des utilizando os programas incluidos no
MEGA 6. InformacGes sobre os niveis hierarquicos utilizados na taxonomia dos fungos
foram obtidos no MycoBank (http://www.mycobank.org/), Index Fungorum

(http://www.indexfungorum.org/) e Kirk et al. (2008).

4.4 Diversidade da comunidade fungica: calculo dos indices de abundancia, riqueza

e dominancia

A abundéncia de cada taxon foi calculada utilizando-se a seguinte férmula:
porcentagem de abundancia do tdxon A = nimero de isolados do taxon A x 100/soma de
isolados de todos os taxons. Estes dados foram utilizados para determinar a prevaléncia
de cada tdxon em comparacdo com o total de tdxons presente nas comunidades fangicas
de cada espécie vegetal amostrada.

Para avaliar a diversidade de espécies foram utilizados os seguintes indices: (a)
Fisher-a (diversidade), (b) Margalef (riqueza) ¢ (c¢) Simpson (dominancia). O indice de
diversidade de Fisher-a ¢ adequado para frequéncias em que diferentes espécies ocorrem
de forma aleatdria onde, comumente algumas espécies sdo tdo raras que sua chance de
inclusdo é pequena (FISHER et al., 1943). Este indice € calculado pela formula S = a*In
(1+n/a) onde, S é o nimero de taxons presente na amostra, n é o nimero de individuos e
a representa o indice de Fisher-a. O Indice de Margalef ¢ uma medida utilizada em

ecologia para estimar a riqueza de espécies de uma comunidade com base na distribuicédo
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numérica dos individuos das diferentes espéecies em funcao do numero total de individuos
existentes na amostra analisada. Sua formula é dada por S = (n-1)/In (N), onde n é o
namero de tdxons encontrados e N representa 0 nimero de individuos. Quanto mais alto
o valor de S maior a riqueza de espécies do local amostrado. O indice de Simpson €
muitas vezes utilizado para quantificar a biodiversidade de um ecossistema. Ele leva em
conta 0 numero de espécies presentes no local, bem como a abundancia de cada espécie.
Trata-se de um indice de dominancia que mede a probabilidade de dois individuos,
selecionados ao acaso na amostra, pertencer a mesma espécie. O célculo da Dominéncia
de Simpson (1-D) é dado pela formula D =X(n / N)2, onde n € o numero total de
organismos de uma mesma espécie e N o numero total de organismos de todas as
espécies. O valor estimado de 1 - D pode variar de 0 a 1, sendo que O representa o
minimo de diversidade e 1 o maximo de diversidade, com as espécies distribuidas
igualmente. Sendo assim, uma comunidade de espécies com maior diversidade tera uma
menor dominancia.

Uma curva de rarefacdo foi tracada utilizando o indice de Mao Tau, o qual
interpola valores entre zero e o numero de amostras analisadas, e calcula a riqueza
esperada e o intervalo de confianca. Para a construcdo dessas curvas foi utilizada a
densidade de cada taxon obtido. Este calculo permite uma comparacao estatistica direta
entre a riqueza e os conjuntos de dados (COLWELL et al., 2004). Todos os resultados
foram obtidos com 95% de confianca, e os valores de bootstrap calculados a partir de
1.000 repeticdes. Todos os indices foram calculados utilizando o programa PAST 1.90
(HAMMER et al., 2001).

4.5 Cultivo dos fungos e preparo dos extratos

4.5.1 Extratos etanélicos

Fungos filamentosos e leveduras associados a C. langsdorffii e C. pubiflora foram
cultivados em uma placa de Petri (90 x 15 mm) contendo meio BDA a 25-28 °C com
umidade de 70-80%. Apds 15 dias de crescimento, o meio de cultura com o crescimento

micelial foi transferido para tubos conicos de 50 mL contendo 35 mL de etanol PA
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(Vetec). O tubo foi incubado a 10 °C e ap6s 48 horas o sobrenadante transferido para
frascos de vidro de 10 mL e para tubos de 1,5 mL (SANTIAGO et al., 2012). Folhas e
cascas de todos os individuos de C. langsdorffii e C. pubiflora amostrados foram
colocadas em tubos conicos de 50 mL com 35 mL de etanol (PA). Os tubos foram
mantidos ao abrigo da luz e, apdés 15 dias, o etanol (sobrenadante) de cada tubo foi
filtrado e transferido para frascos de vidro 10 mL e tubos de 1,5 mL.

Todos os extratos etandlicos brutos obtidos, dos fungos filamentosos e leveduras,
assim como dos vegetais hospedeiros, foram secos em centrifuga a vacuo Savant RVT
400 (Thermo Scientific, EUA) com temperatura inferior a 35 °C, solubilizados em
dimetilsufoxido (DMSO, Sigma), a uma concentracdo de 100 mg/mL, depositados na
Extratoteca do Laboratorio de Microbiologia Polar e Conexdes Tropicais (ICB/UFMG) e

mantidos a -20 °C até utilizacdo nos ensaios bioldgicos.

4.5.2 Extratos diclorometanicos

Os fungos endofiticos associados a E. purpurea foram submetidos a producéo de
extratos brutos diclorometanicos, sendo cada isolado cultivado em uma placa de Petri (90
X 15 mm) contendo 20 mL de BDA e incubadas a 25 °C £ 2 °C por 15 dias. Apds este
periodo as placas foram congeladas a -80 °C por 48 horas e posteriormente liofilizadas
(Labconco, EUA) para remocao de agua (48 horas). Os fungos em meio de cultura foram
cortados em pequenos fragmentos e transferidos para frascos de vidro tipo erlenmeyer de
125 mL contendo 40 mL de diclorometano PA (DCM) (Fisher) (ROSA et al., 2013).

Folhas e pedunculos de todos os individuos de E. purpurea amostrados foram
secos em liofilizador por 2 dias. Posteriormente, os tecidos foram individualmente
macerados e transferidos para frascos de vidro tipo erlenmeyer de 125 mL contendo 20
mL de DCM. Ap06s 48 horas a temperatura ambiente, a fase organica de todos 0s extratos,
fangicos e vegetais, foi retirada e seca. As aliquotas dos extratos secos foram estocadas a
-20 °C para posterior utilizagcdo nos ensaios biologicos. Extracdo similar foi realizada
utilizando meio de cultura BDA e o extrato utilizado como controle nos ensaios

bioldgicos.
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4.5.3 Cultivo dos fungos em larga escala

Ap0s a triagem realizada com os extratos produzidos, os extratos fungicos que
apresentaram atividade biologica foram recultivados em larga escala para obtencdo de
novos extratos brutos diclorometéanicos. Cada isolado selecionado foi cultivado em placas
de Petri (90 x 15 mm) contendo meio BDA e incubadas a 25-28 °C com umidade de 70-
80%. O numero de placas de Petri utilizadas variou dependendo do rendimento obtido ao
longo do experimento. Apds 15 dias de crescimento, 0 meio de cultura com o
crescimento micelial foi congelado a -80 °C por 48 horas, liofilizadas (Labconco, EUA;
Liotop, Brasil) por 2-3 dias para remogdo da agua, sendo posteriormente transferidos para
frascos de vidro e adicionados diclorometano PA. O conteudo dos frascos foi mantido a
temperatura ambiente durante 2 a 5 dias. Apos, 0s extratos foram filtrados com auxilio de
filtro de papel Whatman™ 1 (150 mm) (Sigma), concentrados com o auxilio de rota
vapor (IKA RV10, Alemanha) e, entdo, secos. Todos os extratos obtidos foram

armazenados a -20 °C para analises posteriores.

4.6 Ensaios bioldgicos

4.6.1 Ensaio antimicrobiano de microdiluicdo em placa

Os extratos etandlicos produzidos a partir dos fungos endofiticos associados a C.
langsdorffii e C. publifora, bem como os extratos produzidos a partir das folhas e cascas
dessas plantas, foram submetidos a atividade antimicrobiana avaliada pelo método de
microdiluigdo em placa. Os ensaios foram realizados de acordo com metodologia descrita
nas normas do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI M7 — A6, vol. 23 n° 2)
para bactérias, com modificacGes; 7.1 Antifungal Susceptibility Testing Subcommittee of
the European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing (AFTS-EUCAST, 2002)
para leveduras, com modificacGes; e Método de Referéncia para Testes de Diluicdo em
Caldo para a Determinacdo da Sensibilidade a Terapia Antifingica dos Fungos
Filamentosos (CLSI M38 — A2, vol.22, n°16) para o fungo filamentoso, com adaptacdes.
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Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Microbiologia Polar e Conexdes
Tropicais (ICB/UFMG), sendo utilizados como microrganismos alvos: Escherichia coli
ATCC 11775, Staphylococcus aureus ATCC 12600, Pseudomonas aeruginosa ATCC
10145, Candida albicans ATCC 60193, C. krusei ATCC 6258 e Cladosporium
sphaerospermum CCT 1740 (CARVALHO et al., 2012).

4.6.1.1 Padronizacao dos inéculos

As bactérias testadas foram previamente crescidas em Agar Mueller-Hinton
(Difco) a 35 °C por 24 horas. Apds este periodo, uma algada da cultura foi suspensa em
solucgéo salina esterilizada 0,85% (0,145 mol/L), e a suspensao obtida foi homogeneizada
em vortex durante 15 segundos. A densidade da suspensdo foi padronizada em
espectrofotdmetro (Bioespectro SP-22, Brasil) para 0,08 a 0,1 de absorbancia a 625 nm, o
que corresponde a 1 a 2 x 10® UFC/mL. Posteriormente, a suspensio obtida foi diluida 10
vezes em caldo Mueller-Hinton (Difco) para utilizagdo no ensaio.

As leveduras alvo foram inicialmente crescidas em agar Sabouraud (Difco) a 35
°C por 24 horas. Apds este periodo, uma al¢ada da cultura foi suspensa em solucéo salina
estéril 0,85% (0,145 mol/L), e a suspensdo resultante foi homogeneizada em vortex
durante 15 segundos. A densidade celular da suspensdo foi padronizada em
espectrofotdmetro (Bioespectro SP-22, Brasil) para 70% de transmitéancia a 530 nm, o
que corresponde a 10° UFC/mL. Posteriormente, a suspensdo obtida foi diluida 10 vezes
em meio de cultura RPMI 1640 (INLAB Diagnostica) (suplementado com 2% de glicose)
para utilizacdo no ensaio.

Para o ensaio contra C. sphaerospermum, este foi previamente crescido em BDA
a 25 °C por 7 a 10 dias. Para o preparo da solugdo, uma alcada bem carregada de esporos
foi suspensa em solugdo salina esterilizada 0,85%. A suspensdo resultante foi
homogeneizada em vortex durante 15 segundos. A densidade celular da suspensédo foi
padronizada em espectrofotometro (Bioespectro SP-22, Brasil) para 15% de
transmitancia a 620 nm, o que corresponde a 10° esporos/mL. Posteriormente, a
suspensdo obtida foi diluida 50 vezes em meio de cultura RPMI 1640 (INLAB

Diagnostica) para utilizacdo no ensaio.
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4.6.1.2 Triagem da atividade antimicrobiana

Os ensaios de triagem foram realizados em placas de 96 pocgos de fundo chato
(TPP, Biosystems), utilizando-se os meios de cultura sintéticos RPMI 1640 (INLAB
Diagndstica) tamponado com é&cido morfolinepropano sulfénico (MOPS) (SIGMA),
suplementado com 2% glicose para as leveduras; Mueller-Hinton para as bacteérias, e
RPMI 1640 (INLAB Diagnostica) para o fungo filamentoso. Todos os testes foram
realizados em duplicata

Para os testes com as bactérias e leveduras alvo, em cada poco utilizado para teste
foram inoculados 25 pL do extrato (dissolvidos em DMSO a 100 mg/mL e diluidos em
agua deionizada autoclavada para a concentracdo de 1 mg/mL), 25 uL do meio de cultura
e 50 pL do inoculo. Como controles positivos foram utilizados os farmacos cloranfenicol
(Sigma) a 32 pg/mL para as bactérias e anfotericina B (Sigma) a 2 pg/mL para as
leveduras. Ao final, o volume de cada poco foi de 100 uL e as concentracdes de DMSO
0,25% e extrato 250 pg/mL. Em todos os ensaios foram feitos os controles de toxicidade
do DMSO, do crescimento fangico/bacteriano, da esterilidade dos meios de cultura e da
susceptibilidade as drogas controles (Figura 7).

Ao final do processo as placas foram colocadas em agitador (Uniscience OS-10,
EUA) por 20 minutos a 200 r.p.m. e entdo incubadas a 35 °C por 24 horas. Apds
incubacéo, em cada poco foi acrescentado 10 uL de Brometo Tiazolil Azul de Tetrazdlico
(MTT/ AMRESCO - 5 mg/mL), o conteido foi homogeneizado e as placas novamente
incubadas a mesma temperatura de crescimento dos respectivos inoculos por 4 horas. Em
seguida, foram adicionados 100 pL/pogo de SDS/isopropanol 5% (50g de Dodecil
Sulfato de Sodio, 200 mL agua deionizada autoclavada, 500 mL q.s.p. Isopropanol PA,
pH 5,4), o conteldo foi novamente homogeneizado e as placas submetidas a leitura dos

resultados.

61



10

15

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
BL | EX1 | EX9 |EX17 | EX25| EX33 | EX41 | EX49 | EX57 | EX65 | EX73 | DMSO
BL | EX2 | EX10 | EX18 | EX26 | EX34 | EX42 | EX50 | EX58 | EX66 | EX74 | DMSO
BL | EX3 |EX11 | EX19 | EX27 | EX35 | EX43 | EX51 | EX59 | EX67 | EX75 | DMSO
BL | EX4 | EX12 | EX20 | EX28 | EX36 | EX44 | EX52 | EX60 | EX68 | EX76 | DMSO
CN | EX5 |EX13 | EX21 | EX29 | EX37 | EX45 | EX53 | EX61 | EX69 |EX77| CP
CN | EX6 | EX14 |EX22 | EX30 | EX38 | EX46 | EX54 | EX62 | EX70 | EX78| CP
CN | EX7 |EX15|EX23 | EX31 | EX39 | EX47 | EX55 | EX63 |EX71 |EX79| CP
CN | EX8 |EX16 | EX24 | EX32 | EX40 | EX48 | EX56 | EX64 | EX72 |[EX80| CP

I o M m O O W >

BL — Branco (meio de cultura)

CN — Controle Negativo (meio de cultura + 4gua + inoculo)
EX — Extrato

DMSO - Controle de DMSO 0,25% (4gua/DMSO + inoculo)
CP — Controle Positivo (agua/droga + inoculo)

Figura 7 - Modelo da disposicao dos extratos e controles na placa de 96 pocos utilizada
na triagem da atividade antimicrobiana

Para as placas teste de C. sphaerospermum, em cada poco utilizado para teste
foram inoculados 25 pL do extrato (dissolvidos em DMSO a 100 mg/mL e diluidos em
agua deionizada autoclavada para a concentracdo de 1 mg/mL), 25 uL do meio de cultura
e 50 puL do inoculo. Como controle positivo foi utilizado Benomil (Sigma) a 1,16 pg/mL.
Ao final, o volume de cada pogo foi de 100 uL e as concentragdes de DMSO 0,25% e
extrato 250 pg/mL. Posteriormente, as placas foram colocadas em agitador (Uniscience
0S-10, EUA) por 20 minutos a 200 r.p.m. e apos, foram incubadas a 25 °C por 48 horas.

Todas as leituras foram realizadas em leitor de microplaca VERSAmax
(Molecular Devices, EUA) pelo programa Softmax® Pro 5 (Molecular Devices, EUA), a
um comprimento de onda de 570 nm para as bactérias e leveduras, e 620 nm para o fungo
filamentoso. A absorbancia dos pocos testes foi comparada com a absorbéncia do poc¢o
controle contendo apenas 0 microrganismo, sendo a porcentagem de inibicdo calculada
pela seguinte férmula: Porcentagem de Inibicdo = (Densidade Optica po¢o controle —
Densidade O6ptica pogo tratado) X 100/Densidade o¢ptica do pogo controle.
Arbitrariamente, os extratos com valor de inibicdo maior ou igual que 70% foram

selecionados para o célculo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM).
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4.6.1.3 Célculo da concentracao inibitoria minima (CIM)

Os extratos etanolicos e diclorometénicos dos isolados fungicos selecionados,
bem como os extratos etanolicos vegetais, foram submetidos ao ensaio de microdiluicdo
em caldo para célculo da concentracdo inibitoria minima. Dilui¢Ges seriadas dos extratos,
de 250 até 0,488 pg/mL, foram realizadas. O meio de cultura, a padronizaciao do inoculo,
o0s controles positivos e negativos e a leitura dos resultados foram realizados conforme
descrito acima na triagem da atividade antimicrobiana, para 0s respectivos

microrganismos alvos.

4.6.2 Determinacdo da atividade antifungica contra fungos fitopatogénicos

Os extratos diclorometanicos produzidos a partir dos fungos associados a E.
purpurea, os produzidos a partir das folhas e pedinculos dos individuos amostrados
dessa planta, bem como o0s extratos considerados ativos dos fungos endofiticos
associados a C. langsdorffii e C. publifora, foram submetidos a ensaios para avaliacdo da
atividade antifangica. Os ensaios de bioautografia e de microdiluicdo em placa descritos
a seguir foram conduzidos no Natural Products Utilization Research Unit pertencente ao
National Center for Natural Products Research do United States Department of
Agriculture (ARS/NPURU/USDA) sob orientacdo de Dr. David Wedge (Fitopatologista),
e colaboracdo de técnicos especializados.

4.6.2.1 Ensaios de bioautografia contra os fitopatogenos

Para os ensaios de bioautografia foram utilizados como microrganismos alvos os
seguintes fungos fitopatogénicos: Colletotrichum acutatum, Colletotrichum fragariae e
Colletotrichum gloesporioides obtidos de B.J. Smith (USDA, ARS, Small Fruit Research
Station, Poplarville, MS), os quais foram isolados de morango (Fragaria x ananassa
Duchesne). Os fitopatégenos alvos foram crescidos em BDA (Difco/EUA) em placas de
Petri de 9 cm e incubados a 24 + 2 °C sob luz fluorescente branca (55 + 5 umol/m?/s)
com 12 horas de fotoperiodo para estimulagdo da esporulacdo. Apds 7 a 10 dias, 5 mL de
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agua destilada esterilizada foram adicionados as placas de crescimento das colbnias e,
com o auxilio de uma al¢a de plastico em formato de “L”, os conidios dos fungos alvos
foram liberados. A suspensdo aquosa formada com os conidios foi filtrada por meio de
Miracloth (Calbiochem- Novabiochem Corporation) para remo¢do do micélio. A
concentracdo dos conidios foi determinada com auxilio de espectrofotémetro (WEDGE
& KUHAJEK, 1998) com curva padrdo baseada em absorbancia a 625 nm, e as
suspensdes ajustadas com agua destilada esterilizada a uma concentragdo de 1,0 x 10°
conidios/mL. As concentragdes conidiais padrdo foram determinadas por meio da curva
padrdo de cada espécie fungica. Curvas padrdo de turbidez foram periodicamente
validadas utilizando um contador de particulas Bech- man/Coulter Z1 e por meio de
contagem em hemocitémetro.

Os ensaios de bioautografia foram realizados em placa de cromatografia em
camada delgada de silica gel (UNIPLATE™). Os extratos brutos diclorometanicos foram
diluidos em diclorometano (Fisher), e aplicados a 160 pg/ponto, sendo as placas
posteriormente secas a temperatura ambiente. Apo6s a secagem cada placa foi borrifada
com uma suspensao conidial preparada em meio liquido batata dextrose (10° esporos/mL)
da espécie alvo e incubadas em camara umida a 26 °C com 12 horas de fotoperiodo
durante quatro dias. Como controles positivos foram utilizados os antifingicos pesticidas
comerciais benomil (1,16 pg/ponto), ciprodinil (0,9 pg/ponto), azoxistrobilurina (1,61
pg/ponto) e captan (1,2 pg/ponto) (Chem Service). O didmetro das zonas de inibi¢do do
crescimento fungico foi avaliado ap6s 4 — 5 dias de incubacdo. Zonas claras de inibicdo
indicaram a presenca de atividade antifingica em cada extrato (WEDGE et al., 2009), e

zonas néo totalmente claras, consideradas difusas, indicaram atividade fungistatica.

4.6.2.2 Ensaio de microdiluicdo em placa com as substancias antifungicas obtidas

contra os fitopatdgenos

A avaliacdo das substancias antifungicas isoladas contra a esporulacdo de fungos
filamentosos foi realizada pelo método de microdiluicdo em placa, de acordo com
metodologia descrita nas normas do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI
M27-A) para leveduras, com adaptacdes (WEDGE & KUHAJEK 1998; WEDGE et al.,
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2000). Neste ensaio foram utilizados os seguintes fitopatdgenos como alvos:
Colletotrichum acutatum, C. fragariae, C. gloeosporioides, Fusarium oxysporum,
Botrytis cinerea, Phomopsis obscurans e P. viticola. As trés espécies de Colletotrichum e
P. obscurans foram isoladas de morango (Fragaria x ananassa), enquanto P. viticola e B.
cinerea foram isoladas de uvas comerciais (Vitis vinifera L.), e F.oxysporum de orquidea
(Cycnoches sp.).

As substancias obtidas foram testadas de acordo com protocolo descrito por
Wedge et al. (1998) frente as espécies fungicas a uma concentracéo final de 75, 150 e 300
uM. Como controles positivos foram utilizados os fungicidas azoxistrobilurina e captan a
0,3, 3,0 e 30 uM. Todos os testes foram realizados em duplicata. O crescimento flngico
foi avaliado utilizando leitor de microplaca (Packard —SpectraCount/ Packard Instrument
Co., Meriden, CT) pela absorbancia de cada po¢o a 620 nm apés 0, 24, 48 e 72 horas,
exceto para P. obscurans e P. viticola, que os dados foram obtidos apds 120 e 144 horas.
Os valores médios de absorbéncia e erros padrdo foram determinados e representados
graficamente, sendo que os graficos foram utilizados para avaliar a inibicdo do
crescimento fangico. Diferencas na germinacao dos esporos e no crescimento micelial em
cada poco da placa de 96 pogos demonstraram a sensibilidade a cada concentracdo dos

compostos puros, e indicaram efeitos fungicidas ou fungistaticos.

4.7 Selecdo dos extratos bioativos para analise quimica

Os extratos considerados ativos, apés a realizacdo dos ensaios biolégicos, foram
inicialmente submetidos a Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear, e em
seguida selecionados para o Fracionamento quimico biomonitorado a fim de
posteriormente isolar e/ou identificar os metabdlitos presentes nos extratos brutos ou
fracOes ativas. Os experimentos descritos a seguir foram realizados nas dependéncias do
Natural Products Utilization Research Unit pertencente ao National Center for Natural
Products Research do United States Department of Agriculture (ARS/NPURU/USDA),
sob orientacdo de Dr. Charles Cantrell (Quimico) e colaboracdo de técnicos

especializados.
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4.8 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H e 3C, e os mapas de
contorno bidimensionais de COSY (Correlation spectroscopy) foram obtidos em um
aparelho Inova 600 MHz da fabricante Varian (Palo Alto, CA) ou em um aparelho
Avance 400 MHz da Bruker (Billerica, MA). As amostras foram preparadas a
aproximadamente 10 mg/mL em cloroférmio deuterado (CDCI;) e analisadas em tubos de
RMN de 3 mm. Todos os espectros de *3C foram registrados em experimentos de DEPT
de 90° e 135 °C. Todos os espectros de RMN foram processados pelo programa
MestReNova v8.1.2-11880 (Mestrelab Research, S. L., 2013).

4.9 Andlise quantitativa e qualitativa de acidos graxos

Os extratos brutos e fragdes com presenca majoritaria de &cidos graxos a partir
dos espectros de RMN *H foram submetidos & anélise quantitativa e qualitativa destas
substancias por Cromatografia Gasosa em analise com Detector por lonizacdo em Chama
(CG-DIC).

4.9.1 Anélise cromatogréafica dos ésteres metilicos de acidos graxos

As analises cromatograficas foram conduzidas em um cromatografo a gas Varian,
modelo CP-3800, o qual foi equipado com detector de ioniza¢do de chama, uma coluna
capilar DB-23 Agilent Technologies (comprimento: 60 m; diametro interno: 0,25 mm;
espessura do filme: 0,25 pm). Durante a operagdo utilizou-se a seguinte condigéo:
temperatura de injecdo, 270 °C; temperatura da coluna, 130 °C mantido por 1 minuto
seguido por 130° a 170 °C por 6,5 °C/min seguido por 170° a 215 °C por 2,8 °C/min e
mantido por 12 min seguido por 215° a 230 °C por 40 °C min e mantido por 3 minutos;
volume de injecdo de 1 pL (split 20:1); 3,0 mL/min fluxo constante; temperatura DIC de
300 °C. Os acidos graxos das amostras em estudo foram quantificados pelo célculo da

porcentagem da area baseado na combinacdo da area total: a area de cada pico obtido

66



10

15

20

25

30

foi dividida pela area total de todos os picos do cromatograma e multiplicado por

100, a fim de obter a porcentagem.

4.9.2 ldentificacdo dos ésteres metilicos de acidos graxos

A identificacdo dos ésteres metilicos de A&cidos graxos foi realizada por
comparagdo do tempo de retencdo dos constituintes da amostra em questdo (extratos
brutos e fracGes ativas), com uma mistura constituida de 40 padrbes de ésteres metilicos
de acidos graxos, os quais foram comprados da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) ou Nu-
Chek Prep, Inc. (Elysian, MN). Esteres metilicos de &cidos graxos (do inglés FAME)
utilizados na andlise das amostras foram ou sintetizados a partir de um &cido graxo livre
correspondente (reacdo de diazometano) ou analisados com uma mistura de padrGes de
referéncia da Supelco (St. Louis, MO), 18919.

Os tempos de retencdo dos “FAME” utilizados neste trabalho estdo identificados
em paréntese: &cido caproico (6:0), acido caprilico (8:0), acido caprico (10:0), &cido
undecandico (11:0), acido laurico (12:0), acido tridecandico (13:0), acido miristico
(14:0), acido miristoléico (14:1), acido pentadecandico (15:0), 4cido cis-10-
pentadecendico (15:1), é&cido palmitico (16:0), &cido palmitoléico (16:1), acido
heptadecandico (17:0), &cido cis-10 heptadecendico (17:1), &cido estearico (18:0), acido
oléico (18:1n9c), acido elaidico (18:1n9t), (LA) acido linoléico (18:2n6c), acido
linolelaidico (18:2n6t), &cido gamma-linolénico (18:3n6), acido pinolénico (18:3n6),
acido estearidonico (18:4n3), (ALA) acido alpha-linolénico (18:3n3), &cido
nonadecanoico (19:0), acido araquidico (20:0), &cido cis-11-eicosendico (20:1), &cido cis-
11-14-eicosadiendico (20:2), acido heneicosandico (21:0), acido siaddnico (20:3n6),
acido cis-8-11-14-eicosatriendico (20:3n6), acido arachidbnico (20:4n6), (ETE) cis-
11,14,17-acido eicosatrienoico (20:3n3), (EPA) acido eicosapentaenoico (20:5n3), acido
beénico (22:0), acido erdcico (22:1n9), &cido cis-13,16-docosadiendico (22:2), (DPA)
acido docosapentaendico (22:5n3), (DHA) acido docosa-hexaendico (22:6n3), acido

tricosandico (23:0) e acido lignocérico (24:0).
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4.9.3 Reacdo de diazotacdo — producdo de ésteres metilicos dos acidos graxos

Os &cidos graxos livres foram convertidos ao seu éster metilico correspondente
pela reacdo com diazometano e éter, sendo utilizado um Mini Diazald®, aparato da
Sigma Aldrich (St. Louis, MO). Resumidamente, a reacdo foi realizada por um técnico
especializado, sendo que 2,5 g de KOH foi dissolvido em 4 mL de agua deionizada e a
mistura mantida em um recipiente, sendo posteriormente adicionados 5 mL de etanol a
mistura. Um funil de separagdo contendo 2,5 g de diazald dissolvido em 22,5 mL de éter
foi acoplado ao recipiente, o qual foi aquecido a 65 °C em banho maria. Durante o
aquecimento, por um periodo de 50 minutos, a solucéo de diazald foi gotejada na mistura
em aquecimento. Apos este periodo, o frasco foi resfriado utilizando um banho de
acetona e gelo seco. O diazometano co-destilado (CH2N;) em solucdo de éter foi
armazenado em frasco de vidro e mantido a -20 °C para posterior uso.

Para a analise, a cada amostra de extrato ou fracdo ativa foram adicionados 500
ulL de éter dietil e 500 uL da solugdo de CH,N,. O frasco com a solucdo foi mantido
aberto, a temperatura ambiente e overnight em uma capela de exaustdo, a fim de
completar a reacdo e permitir a evaporacdo do solvente e CH,N,. Apds a reacdo o

produto éster metilico foi dissolvido em 500 pL de éter dietil e analisado em CG-EM.

4.10 Fracionamento quimico biomonitorado

Ap6s a anélise dos espectros de RMN 'H, os extratos selecionados foram
submetidos ao fracionamento quimico biomonitorado visando a purificacdo e
identificacdo dos provaveis metabolitos responsaveis pela atividade biologica.
Inicialmente, realizou-se a Cromatografia em Camada Delgada (CCD) do(s) extrato(s)
bruto(s) a fim de selecionar os solventes para o fracionamento. As analises de CCD
foram realizadas em silica gel (UNIPLATE™) como fase estaciondria e um painel de
misturas de solventes como fase movel. As placas foram a principio reveladas pela luz
UV e, também pelo calor, apés aplicacdo de spray de Godin (Godin A, 5% de H,SO4 em
etanol +Godin B, 1 g de vanilina em 100 mL de etanol). A cromatografia em coluna dos
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extratos foi realizada em sistema automatizado de purificacdo utilizando o aparelho

Biotage® Isolera™ One (Biotage, Uppsala, Suécia).

4.11 Andlises de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-
EM)

Ap0s a realizacdo dos ensaios antiflngicos com as fracdes obtidas, 1 mg de todas
as fracOes ativas foram dissolvidas em DCM (1000 uL) e analisadas pela cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa. Utilizaram-se uma coluna DB-5 (coluna
capilar de silica fundida 30 m x 0,25 mm, 0,25 um de espessura do filme) operado
usando as seguintes condicGes: temperatura do injetor de 240 °C; temperatura da coluna
foi de 60-240° a 3 °C/min em seguida, mantida a 240 °C por 5 minutos; gas de arraste,
hélio; e volume de injecdo de 5 uL (splitless).

4.12 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A anélise de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi realizada a fim
de purificar a fracdo bioativa sendo realizada em um cromatografo a liquido (Agilent
1200) que consistia em sistema de desgaseificacdo a vacuo, bomba quaternaria, ALS
autosampler, detector de arranjos de diodos e uma coluna AgilentZorbax RX-SIL, 9,4
mm x 250 mm, 5 pym. A injecéo direta do volume das amostras foi 100 pL, analisadas a
temperatura ambiente. O método analitico foi 100% Hexano/CHCI; a 100% CHCI; por
25 minutos seguido por 5 minutos de lavagem da coluna com hexano e reequilibrio.
Analitos foram detectados a 254 nm com uma referéncia de 450 nm por um detector de
arranjos de diodos.

4.13 Cromatografia Liquida acoplada a um Espectrometro de Massas (CL-EM/EM)

Os metabdlitos isolados das fracOes ativas foram submetidos as técnicas de CL-
EM/EM (Cromatografia Liquida acoplada a um Espectrdmetro de Massas), a qual é

muito sensivel e fornece informacdes estruturais importantes como, massa molar de alta
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ou baixa resolucédo e formula molecular. As amostras foram dissolvidas em metanol e 20
ML (aproximadamente 0,1 mg/mL) injetados manualmente a 0,5 minutos, enquanto que
o0s padrdes de compensacao de desvio de massa [PEG (ion positivo)] foram injetados 1,5

min apds 2 minutos de corrida.

4.14 Elucidacao estrutural dos constituintes quimicos

A identificacdo da (s) molécula (s) presente(s) nas fracGes ativas foi realizada pelo
quimico Dr. Charles Cantrell (Natural Products Utilization Research), ap6s a analise e
juncdo dos dados obtidos a partir dos seguintes experimentos: espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de *H e *C, *H-'H COSY, DEPT, cromatografia gasosa e
cromatografia liquida acopladas a um espectrébmetro de massas, somado a pesquisas
realizadas em banco de dados comerciais, como Dictionary of Natural Products e

SciFinder Scholar.
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5 RESULTADOS

5.1 Diversidade e bioprospec¢do de fungos endofiticos associados Copaifera
langsdorffii e C. pubiflora

5.1.1 Coleta, isolamento e identificacdo dos fungos endofiticos

Cinco folhas, cinco amostras de caule e cinco sementes de 15 individuos
aparentemente saudaveis de Copaifera langsdorffii e C pubiflora foram coletados para o
isolamento de fungos endofiticos. De cada folha e caule foram retirados 5 fragmentos e
as sementes divididas ao meio, sendo processados 375 fragmentos de folhas, 375 de
caules e 150 de sementes, totalizando 900 fragmentos/coleta. Ao final do processo de
isolamento foram obtidos 668 isolados de fungos endofiticos, dos quais 308 foram
provenientes de C. langsdorffii e 360 de C. pubiflora (358 fungos filamentosos e duas
leveduras). Do total de isolados associados a C. langsdorffii, 172 (56%) foram obtidos
das folhas, 110 (36%) dos caules e 26 (8%) das sementes; ja dos isolados associados a C.
pubiflora, 225 (63%) foram obtidos das folhas, 123 (34%), dos caules e 12 (3%) das
sementes (Figura 8).

& Copaifera langsdorffii Copaifera pubiflora

225
(63%)

Folhas Cascas Sementes

Figura 8. Numero de isolados e porcentagem de fungos endofiticos associados a folhas,
caules e sementes de Copaifera langsdorffii (Desf.) Kuntze e Copaifera pubiflora Benth.

Apols o agrupamento macro-morfolégico e molecular foram caracterizadas 49

unidades taxondmicas distintas (UTD) associadas a C. langsdorfii (Tabela 2, Figuras 9 -
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15) e 27 associadas a C. pubiflora (Tabela 3, Figuras 19 - 20). Os taxons obtidos
pertencem ao filo Ascomycota pertencentes as classes Sordariomycetes (71%),
Dothideomycetes (19,7%), Eurotiomycetes (7,9%) e Saccharomycetes (1,3%). Setenta e
dois isolados ndo puderam ser identificados neste trabalho, dos quais sete (2,3%)
associados a C. langsdorffii e 65 (18%) a C. pubiflora, pois nao foi possivel obter a
amplificacdo de nenhuma das regides propostas ou sequéncias de qualidade satisfatoria.

Associados a C. langsdorffii foram identificados nove taxons em nivel de espécie.
Quinze tadxons ocorreram como singletos (ocorréncia de apenas um isolado), e nove
apresentaram sequéncias com baixa similaridade molecular ou informacéo inconclusiva
guando comparados com sequéncias de espécies tipo ou referéncia depositadas no banco
de dados GenBank. Estes fungos foram identificados em niveis de classe
(Sordariomycetes sp. 1 UFMGCB 7330 e Sordariomycetes sp. 2 UFMGCB 7523), ordem
(Diaporthales sp. 1 UFMGCB 7243, Diaporthales sp. 2 UFMGCB 7328, Pleosporales
sp. 1 UFMGCB 7540, Pleosporales sp. 2 UFMGCB 7569) e familia (Xylariaceae sp.1
UFMGCB 7546, Xylariaceae sp. 2 UFMGCB 7389 e Xylariaceae sp.3 UFMGCB 7473).
Os taxons Diaporthe sp.6, Xylariaceae sp. 1, Diaporthales sp. 1 e Diaporthales sp. 2
foram dominantes com 42 (13,9%), 32 (10,6%), 28 (9,3%) e 22 (7,3%) isolados,
respectivamente. Ao observar a dominancia de géneros, Diaporthe teve ocorréncia de
41,5%.

Dentro da comunidade de endofiticos associada a C. pubiflora, Diaporthe sp. 5,
Guignardia sp. 2, Diaporthales sp., Diaporthe sp. 8 e Guignardia sp. 1 foram os taxons
dominantes, os quais apresentaram 51 (17,2%), 42 (14,2%), 35 (11,8%), 26 (8,8%) e 24
(8,1%) dos isolados identificados (Tabela 3, Figuras 16-20). Apenas uma espécie de
levedura (dois isolados) foi obtida, a qual foi isolada da semente de C. pubiflora e
identificada como Eremothecium coryli (Saccharomycetes). Dentre os taxons obtidos,
dois foram identificados em nivel de ordem (Diaporthales sp. UFMGCB 7617 e
Pleosporales sp. UFMGCB 7825) e dois em nivel de familia (Amphisphaeriaceae sp.
UFMGCB 7789 e Xylariaceae sp. UFMGCB 7916). Somente quatro taxons ocorreram
como singletos: Aspergillus sp. 1 UFMGCB 7937, Chaetomium sp. UFMGCB 7944,
Diaporthe cf. foeniculina UFMGCB 7873 e Diaporthe sp. 7 UFMGCB 7927.

72



Tabela 2. Identificacdo dos fungos endofiticos associados a Copaifera langsdorffii utilizando o programa BLASTN, o banco de sequéncias

do NCBI GenBank, bem como analises filogenéticas utilizando o programa MEGA 6.

AUFMGCB Tecidode  N°de  Sequéncia tipo de referéncia do BLAST (NUmero de Cobertura  ldentidade N°Pb 4 scio ou aruno taxondmico sugerido
Isolamento  isolados acesso GenBank) (%) (%) analisados P grup g

7491 F, S 12 Alternaria eichhorniae ATCC22255 (NR111832)" 100 99 448 Alternaria daucifolii
Aspergillus alliaceus NRRL315 (NR121331)" 84 96 462 .

7581 S 1 Aspergillus caelatus NRRL25528 (EF661470)° 87 01 457 Aspergillussp. 1
Aspergillus fumigatus var. ellipticus CBS487.65 .

7384 F 1 (HQ588168)° 90 100 440 Aspergillus sp. 2
Chaetomium subglobosum MUCL18694 (JN209930)" 100 99 548 .

7521 ¢ 1 Chactomium angustispirale CBS137.58 (IN256141)° 100 92 97 Chaetomiumsp.

7566 S 3 Cladosporium varians CPC13658 (NR119856)" 100 99 429 Cladosporium sp.

7568 S 4 Cladosporium phaenocomae CBS128769 (NR119950)° 100 100 465 Cladosporium phaenocomae

7371 F,C 12 Colletotrichum gigasporum CBS133266 (KF687715)° 96 99 496 Colletotrichum sp. 1
Colletotrichum brisbanense CBS292.67 (NR111746)" 99 99 491 .

7509 F 3 Colletotrichum limetticola CBS114.14 (JQ949844)° 92 99 sy Colletotrichum sp. 2
Colletotrichum phyllanthi CBS175.67 (NR111698)" 99 100 503 .

7219 F 4 Colletotrichum karstii CORCG6 (HM585428)° 100 100 g7g  Colletotrichumsp. 3
Colletotrichum cymbidiicola IM1347923 (NR111694)" 99 100 508 .

7201 F 2 Colletotrichum oncidii CBS129828 (JQ005603)° 01 99 43 Colletotrichum sp. 4

7510 F 1 Colletotrichum brevisporum BCC38876 (NR111637)" 99 99 492 Colletotrichum sp. 5

7327 F 2 Curvularia affinis CBS154.34 (KJ909780)" 100 97 468 Curvularia sp.

7243 F.C 28 Chrysocrypta corymbiae CBS132528 (NR120158)" 94 83 610 Diaporthales sp. 1
Harknessia arctostaphyli CPC20034 (KJ152781)" 77 89 496 .

7328 F.C 22 Disculoides eucalypti (JQ685527)° 93 80 401 Diaporthales sp. 2
Diaporthe oxe CBS133186 (NR111856)" 99 98 493 .

7457 ¢ 2 Diaporthe oxe CBS133186 (KC344132)° 83 99 sop  Daporthecf. oxe
Diaporthe paranensis CBS133184 (NR111857)" 100 98 419 .

7296 c 3 Diaporthe acaciarum CBS138862 (KP004509)° 100 03 s03  Diavorthesp. 1
Diaporthe foeniculina (KC843295)" 100 98 486 .

7210 F.C 11 Diaporthe inconspicua CBS133813 (KC344091)° 84 99 491  Diaporthesp.2
Diaporthe inconspicua CBS133813 (KC343123)° 99 99 485 .

7401 F.C Diaporthe foeniculina DP0391 (KC843209)° 99 95 450 Diaporthesp. 3
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Diaporthe maytenicola (KF777157)° 99 97 492

7241 F,C 4 Diaporthe sp. 4

Diaporthe foeniculina DP0391 (KC843209)° 100 95 507

7324 F,C 9 Diaporthe anacardii CBS720.97 (NR111841)" 99 99 478 Diaporthe sp. 5
Diaporthe anacardii CBS720.97 (NR111841)" 100 94 463 .

st F.C 42 Diaporthe foeniculina DP0391 (KC843209)° 99 95 g57  Diaporthesp. 6
Diaporthe sackstonii (KJ197287)" 99 96 510 .

7255 F.C % Diaporthe acaciarum CBS138862 (KP004509)° 100 01 g4  Diaporthesp.7
Diaporthe kochmanii BRIP54033 (NR111614)° 98 99 491 .

7198 F.C 15 Diaporthe masirevicii BRIP57892a (KJ197257)° 100 08 500 ~ Dlaporthesp.8
Diaporthe endophytica CBS133811 (NR 111847)° 99 99 486 .

7216 F 1 Diaporthe masirevicii BRIP57892a (KJ197257)° 99 08 5pp  Diaporthesp. 9
Diaporthe terebinthifolii CBS133180 (NR111862)° 100 99 457 .

7434 F 2 Diaporthe masirevicii BRIP57892a (KJ197257)° 100 94 sog  Dlaporthesp. 10
Diaporthe miriciae (KJ197282)" 100 99 497 .

7200 F 2 Diaporthe miriciae BRIP54736] (KJ197262)° 97 99 a6 Draporthesp. 11
Diaporthe sackstonii (KJ197287)" 99 99 470 .

7202 F.C ®  Diaporthe serafiniae BRIP55665b (KJ197254)° 08 100 485 Diaporthesp. 12
Diaporthe foeniculina (KC843295)° 100 93 389 .

72 F 2 . . . D h .1

50 Diaporthe inconspicua CBS133813 (KC344091)° 82 100 481 laporthe sp. 13

Diaporthe alnea CBS146.46 (KC343008)" 100 93 497 .

7460 F.C 13 Diaporthe ovoicicola CGMCC3.17092 (KF576288)° 99 86 gp6  Dlaporthesp. 14

7254 C S 3 Diplodia pseudoseriata CBS124906 (NR121336)" 100 99 500 Diplodia pseudoseriata

7503 F 2 Fusarium boothii NRRL29011 (NR121203)° 99 100 459 Fusarium sp.

7304 C 1 Fusarium napiforme NRRL13604 (U34570)° 99 100 461 Fusarium napiforme

7502 F 10 Guignardia mangiferae CPC18848 (JF261465)° 100 100 479 Guignardia sp.
Hypoxylon griseobrunneum (KC968918)° 92 90 451

7564 S L Hypoxylon griseobrunneum (KC977303)° 99 88 g5 Hypoxylonsp.

7392 C 2 Lecythophora decumbens CBS153.42 (HE610337)° 97 99 493 Lecythophora cf. decumbens

7414 F 1 Muscodor equiseti CMU-M2 (JX089322)° 100 100 535 Muscodor equiseti
Neopestalotiopsis cubana CBS600.96 (KM199347)° 99 99 463 L

7226 ¢ 1 Neopestalotiopsis cubana CBS600.96 (KM199438)° 100 99 gge Neopestalotiopsis cubana
Penicillium crustosum FRR1669 (NR077153) " 100 100 496 —

7561 RS 10 penicillium cavernicola (KJ834439)° 97 94 g5 Penicilliumsp.
Pestalotiopsis kenyana CBS442.67 (KM199302)° 100 100 542 L .

7232 ¢ 1 pestalotiopsis australasiae CBS114126 (KM199409)° 100 100 q95  estalotiopsis australasiae
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7540
7569
7222
7411

7330

7523

7306
7546
7389
7473

F. S

C S
F,C

F,.C,S
C
C

w N Wk w

32
1
1

Didymella phacae CBS184.55 (EU167570)"
Peyronellaea prosopidis CPC21698 (KF777180)°
Preussia persica (GQ292750)"

Preussia flanaganii CBS112.73 (NR077168)"
Neopestalotiopsis natalensis CBS138.41 (KM199377)"
Pestalotiopsis sp. SSNM-2012b (JQ845945)°

Neopestalotiopsis natalensis CBS138.41 (KM199377)°

Hypocrea hispanica $453 (JN715595)"
Anthostomella leucospermi CBS110126 (EU552100)°
Anthostomella brabeji CBS110128 (EU552098)"
Anthostomella leucospermi CBS110126 (EU552100)°

100
100
96
100
100
82

99

100
99
99
99

97
96
98
90
87
86

99
91
88
89

414
466
461
494
527
398

437

580
489
505
465

Pleosporales sp. 1
Pleosporales sp. 2
Preussia sp. 1
Preussia sp. 2

Sordariomycetes sp. 1

Sordariomycetes sp. 2

Trichoderma sp.

Xylariaceae sp. 1
Xylariaceae sp. 2
Xylariaceae sp. 3

*UFMGCB= Cddigo da Colecdo de Cultura de Microrganismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais. Isolado submetido a andlise filogenética baseada no
sequenciamento da regido transcrita interna (ITS) da regido génica do rRNA, fragmento génico da B-tubulina’. Posigdo taxondmica sugerida ®. F: folha, C: caule, S:

semente.
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Ii‘%‘“""’"“°"”’“’cs""§{°§é§°&4c°§§z‘3§5" e oG 226 VR 110839
Altsmaria acpera 5 5
Ulocladium dauci CBS 102062 (NR 077186) b _E::Ckzdo:ponwncdanblmCBSZH S0B (NR 119729)
Altemaria slsgars CBS 1091>9oc_c_>s4195) CladosporiumoxvsparomCBS 125991 (HM148118)
ATCC22255(NR 111832) [ URMGCB7566
_|_.|:Umccn 7491 porum CPC12437 (NR 111530)
Almawd" o lég %%‘;‘%?a%é‘s‘@m WJGCB-MS CBS 128769 (NR 119950)
AImmapIaqfwdaCBS)S? 83(NR077188) | Cladosporiumfuricudocum ATCC 38010 (AY362000)
Alternavia axiasriisporiferaCBS 118715 (KC584184) Cladospori izsi "PC142>3(NR1198>5)
Alwmana gvophilasCBS 107 41 (KC584199) —: Clada'panum\mm CPClEg)CslgN>§7 s 1%9849)
ellipsoidsa CBS 119674 (KC5841 d wom
Amm : ”B\§4§§ {923%%%3173)96) CIadowonwnkaPCll&s%ﬁggg
A 7 tiracrata (A
Altemaria echinaceasCBS 116117 (KJ718170) Candidagalli CBS 9722 (NR.077078)
Alternavia heliahiinficienz CBS 203.86(NR 077213)
Candidagalli CBS9722 (NR 077078) EREEE

Aspergillus parasiticus NRRL 502(AY373859)
Aspergillus s0jasCBS 100928 (KJ175434)
Aspergiilus toxicariuc CBS 822.72 (FM560046)

Aspergillus oryzasCBS 466 .91 (KJ175431)

—— Aspergillus tervicolavas. amsicarec CBS 580.65 (EM360049)
Aspergillus fascicudatus CBS 110.55 (FJ491463)
Aspergillus flavie ATCC 16883 (NR 111041)

Aspergillus caslaus NRRL 25528 (AF004930)
[ Aspergilius nomius NRRL 13137 (NR121218)

Y Aspergilius zhacgingsrsis CBS 399 .93 (FJ491472)
— UFMGCB 7381

L 4spergillus alliacews NRRL 315(NR121331)

Candidagalli CBS 9722 (NR.077078)

Ch jtom subgiobacen MUCL 18694 (IN209930)
CH i ispirals CBS 137.58 (IN209862)
Ch iton interryptuom (EMB365246)
—C ion globasparon CBS 108.83 (KC109750)
"—Chmomwngrade(ﬁl\ﬁéﬂﬁ)

Ch eulars (HMB65239)

UFMGCB 7521
[ Ch MUCL 18697 (JN209863)

' Chastonium urdudatulon (FNB65251)

Ch i bgiobswm ATCC 14533 (HM751083)

Candidagaili CBS 9722 (NR077078)

Colletotrichum colombiense CBS 129818 (NR 111697)
Colletotrichum brassicicola CBS 101059 (NR 111696)
Colletotrichum oncidii CBS 129828 (NR 111695)
Colletotrichum cymbidiicola IMI347923 (NR 111694)
Colletotrichum beeveri (NR 120030)

Colletotrichum torulosum (NR 120029)

UFMGCB 7219

Colletotrichum phyllanthi CBS 175.67 (NR 111698)
Colletotrichum magnisporum CBS 398.84 (KF687718)
UFMGCB 7371

Colletotrichum gigasporum CBS 133266 (KF687715)
| Colletotrichum pseudomajus CBS 571.88 (KF687722)
Colletotrichum vietnamense CBS 125478 (KF687721)
Colletotrichum cosmi CBS 853.73(NR 111739)
UFMGCB 7509

Colletotrichum cuscutae IMI304802 (NR 111735)
Colletotrichum sloanei INI364297 (NR 111743)
Colletotrichum melonis CBS 159.84 (NR 111734)
Colletotrichum simmondsiiBRIP28519 (GU183331)
Colletotrichum laticiphifum CBS 112989 (NR 111745)
Colletotrichum brisbanense CBS 292.67 (NR 111746)
Colletotrichum guajavae IMI350839(NR 111738)
Colletotrichum costaricense CBS330.75 (NR 111731)
Colletotrichum scovillei CBS 126529 (NR 111737)

UFMGCB 7510
| E Colletotrichum brevisporumBCC 38876 (NR 111637)
Colletotrichum cliviae (GQ485607)

Candida galfi CBS 9722 (NR 077078)

Figura 9. Andlise filogenética das sequéncias de fungos endofiticos (em negrito) associados a Copaifera langsdorffii comparadas com sequéncias de espécies
tipo ou de referéncia depositadas no GenBank préximas apds analises realizadas utilizando o BLAST. As arvores foram construidas com base nas sequéncias da
regido transcrita interna ITS da regido génica do rRNA, utilizando o método Maximum composite likelihood. As arvores representam as analises dos géneros: (a)
Alternaria, (b) Cladosporium, (c) Aspergillus, (d) Chaetomium (e) Colletotrichum.
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UFMGCB 7327 Harimsssia arctostaphyli CPC20034 (KJ152781)

B St Gy ) HarinsssiawerssubiasCBS 132128 (NR 121536)
o Cuwvulariarylevi CBS 349 30 (05768) b Harinessia protsas CPC 21835 (KF777162)
gmwaakmml\lﬂU%’{%g D640 s Harkassialoucospsrms CBS 775,97 (AX70727)
wv dvarum
L [ Curulwiaawoaliemi: BRIPLO0H (KI4155%) i

Cuwnvularia awtralisysis IMIS3934 %(6:424395)

Cwularia asriaCBS 294 .61 Choysoporthedoraderci: CNTW 11287 (JN42330)
—-l ngwlana - lgf‘%s 15(6150 1%2330) Choysoporthscubsrcis CBS 118654 (NR 119578)
unularia prazadi
Bipolaris buchloss CBS 246.49 (KJ909765) P:I:d:dlanb.o:r’l’nrua;CPCISSIZ(NR 111706)
Bipolaris subpapsrdbrfii CBS 656.74 (KJ CBS132180(NR 120088)
Curvularia heteropogonis CBS 284.91 (IN 1923 ) UFMCGCB 7243
Cwrvularia perotidiz CBS 350.90 (JN192385)

Choysocrypta corvmbias CBS 132528 (NR 120158)
Cur JJEHH,CBK%(OT%%W) Candidagalli CBS 9722 (NR 077075)
|_| : : aphyli CEC20034 (L2781 Fu.mumbcg:maeCBS452 97 (NR 111864)
Havinessi biasCBS 132128 (NR 121536) d — brevicatsuiaum (U61675)
c | Harinessiay CPC21835(KF777162) _{—Fu.mumza;a.NRRLbAO(NRmssD
Harinsssia lsucospsymi CBS 775.97 (AY720727) Fusai i 25208 (NR 111888)
Cho heinopina (DQ368777) [—Fu.mwngtmfomsCBS40997(N'R120264)
UFMGCB 7328 I_|_$:_:\ e 304 NRRL 13604 (U34570)
Choysocnypia carymbias CBS 132528 (NR 120158) Fusarium basoidicidss CBS 100057 (NR 120262)
Candidagalli CBS 9722 (NR 077078) l Fusariumcirci CBS405.97(NR 120263)
Fusarium inflexomNRRL 20433 (U34577)
Fusariumlargzethias CBS 113234 QR 121214)
Fusariumasiaticon NRRL 26156 (NR 121320)
Fusari 7 ii NRRL 26754 (DQ459850)
Ll;'r.\«;cmsos
Fusari JiopicumNRRL 46738 (F1240310)
L1~‘...-amm.bam)n'iNm_ 29011 AR 121203)

Candidagalli CBS 9722 (NR 077078)

Bosyosphaeri ii CBS 112553 (A¥259093)
_‘i&'ﬂadia neojwipei BO031 (KM006431)

f Guignardamusicala CBS 123405 (F1538334)
Diplodia olivaronCBS 121887 (NR 111316) ,_I_Lm(ccs 7202
Diplodia budgarica CBS 124136 (NR 111444) Guignardamargiforas CPC18848 (JF261465)

{Diplodia bulgaricaCBS 124136 (NR 111444)Q) { L Pholiosticta fallopiasMUCCO113 (AB454307)
Diplodiai daCBS 124462 (NR 111445) GuignardaalliaceaMUCC0014 (AB454263)
Diplodia seriaaCBS$ 112555 (AR 111151) O \n’xmfi:g;”"gn
Diplodia alatafucta CBS 124931 (NR 111416) L ERaee -\( e f)

[ Z — Phy ddinophilaCPC20261 (KF170287)

UFMGCB 7254 Phyilosticta alosicolaCPC21020 (KF154280)
Diplodia pzeudbseriataCBS 124906 (NR 121336) Candidagalli CBS 9722 (NR 077078)

Candidagalli CBS 9722 (NR 077078)

Figura 10. Andlise filogenética das sequéncias de fungos endofiticos (em negrito) associados a Copaifera langsdorffii comparadas com sequéncias de espécies
tipo ou de referéncia depositadas no GenBank proximas ap6s analises realizadas utilizando o BLAST. As arvores foram construidas com base nas sequéncias da
regido transcrita interna ITS da regido génica do rRNA, utilizando o método Maximum composite likelihood. As &rvores representam as analises dos géneros: (a)
Curvularia, (b) Diaporthales sp.1, (c) Diaporthales sp.2, (d) Fusarium, (e) Diplodia, (f) Guignardia.
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{mlccn 7414
Idinia dewisii CBS 114742 (TX658479)

D,
|_i R . Muscodor equiseti CMU-M2 (TX089322)
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'— UFMGCB 7564 b
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Hypoxylon lateripigmeuum STMAL0237 (KC963933)
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e Penicilliwm commune CBS 311.48 (NR 111143)
Penicillium biforme CBS 297.48 (KC411731) I
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e ]
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Penicillum solitum FRR937 (NR 119494) f

Penicillium melanochlorum CBS 487.75 (KC411764)

Penicillium crustosum FRR1669(NR. 077153)
s L

Penicillium pseudocasei CBS 340.59 188 (KC411744)
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Figura 11. Andlise filogenética das sequéncias de fungos endofiticos (em negrito) associados a Copaifera langsdorffii comparadas com sequéncias de espécies
tipo ou de referéncia depositadas no GenBank préximas apés analises realizadas utilizando o BLAST. As arvores foram construidas com base nas sequéncias da
regido transcrita interna ITS da regido génica do rRNA, utilizando o método Maximum composite likelihood. As arvores representam as andlises dos géneros: (a)
Hypoxylon, (b) Muscodor, (c) Neopestalotiopsis, (d) Lecythophora, (e) Penicillium, (f) Pestalotiopsis.
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UFMGCB 7569
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Muscodor musas CNU-MU3 (JX089323) Seimatosporium pistaciae CBS 138865 (KP004463)
Muscodor oryzas CMU-WR2 (JX089321) —E‘\’eopeslaloﬁopsk natalensis CBS 13841 (KM199377)
Masoodor st m%hg;&(ggg”) Pseudopestalotiopsis cocos CBS 272.29 (KM199378)
Anth llap omsCBS 110127(EU552101) g R R T NRG0D
[ Daldinia paimensis CBS 113039 (JX658510) g
don fracanophilum NMUCL54176 (KC96 893
i‘:m: e st »Bumng‘f % Peyronelasa prosopidis CPC21698 (KET17150)
URIGCB74T _‘E}%}Tcm]laea pomorumvar. cyanea CBS 388.80 (FJ427055)
—A llabrabeji CBS 110128 (EU552098) Phoma infossa CBS 123395 (F1427025)
— Anth llalsucaspsymi CBS 110126 (EU552100)

UFMGCB 7389
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{GCB 7546
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Dicyma furicudasa CBS 124.80 (KF393286)
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Leptosphaerulina chartarum CBS 329.86 (K1796400)
[ Phoma brasiliensis CBS 120105 (GU237760)

I_':P}wma bulgarica CBS 357.84 (GU237837)
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I_: Boeremia exigua var. pseudolilacis CBS 101207 (GU237721)
Epicoccum pimprinum CBS246.60 (FJ427049)

Candida galli CBS 9722 (NR077078)

Figura 12. Anélise filogenética das sequéncias de fungos endofiticos (em negrito) associados a Copaifera langsdorffii comparadas com sequéncias de espécies
tipo ou de referéncia depositadas no GenBank proximas ap6s analises realizadas utilizando o BLAST. As arvores foram construidas com base nas sequéncias da
regido transcrita interna ITS da regido génica do rRNA, utilizando o método Maximum composite likelihood. As arvores representam as analises dos géneros: (a)
Pleosporales sp.2, (b) Preussia, (c) Trichoderma, (d) Sordariomycetes sp.l, (e) Xylariaceae, (f) Sordariomycetes sp.2, (g) Pleosporales sp.1.
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UFMGCB 7216
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m Diaporthe batatas CBS 122.21 (KC343040)
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Diaporthe infecunda CBS 133812 (NR 111850)

Diaporthe middletonii (KJ197286)
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Diaporthe acaciarum CBS 138862 (KP004460)
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Diaporthe croialariae CBS 162.33 (NR 103697)
Diaporthe hickoriae CBS 145.26 (NR 103699)

Diaporthe psoraleae (KF777158)

Diaporthe arengae CBS 114979 (NR 111843)

Diaporthe pseudomangiferae CBS 101339 (NR 111858)

Diaporthe hongkongensis CBS 115448 (NR 111848)

. Diaporthe eucalyptorum CBS 132525 (NR 120157)

Diaporthe perjuncta CBS 109745 (KC343172)

UFMGCB 7460

Diaporthe saccarata CBS 116311 (NR 120260)

Diaporthe nothofagi BRIP54801 (JX862530)

Diaporthe australafricana CBS 113487 (KC343039)

Diaporthe cynaroidis CBS 122676 (NR 111846)

— Diaporthe rudis AR3422 (KC843331)

Digporthe salicicola BRIP54825 (JX862531)
— Diaporthe amygdali CBS 126679 (NR 119753)
Lz»%m Z%}Ma (KF777156)

Diaporthe canihii CBS 132533 (NR 111758)
’——Ebiapon}n maytenicola (KE177157)

Diaporthe macintoshii (KJ197289)
UFMGCB 7241
Diaporthe anacardii CBS 720.97 (NR 111841)
UFMGCB 7324
UFMGCB 7210
Diaporthe inconspicua CBS 133813 (KC343123)
{GCB 7401
Diaporthe foeniculina (KC843295)
C‘UFMCCB 7250
UFMGCB 7377
Candida galli CBS 9722 (NR 077078)

Figura 13. Anélise filogenética das sequéncias de fungos endofiticos (em negrito) associados a Copaifera
langsdorffii comparadas com sequéncias de espécies tipo ou de referéncia depositadas no GenBank préximas ap0s
analises realizadas utilizando o BLAST. As arvores foram construidas com base nas sequéncias da regido transcrita
interna ITS da regido génica do rRNA, utilizando o método Maximum composite likelihood. As arvores representam
as analises do género Diaporthe.
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1

Coll lardias CBS 128505 (JQO05662)

Collstotrichumcorstrictum CBS 128504 (JQO05672)

Collstotrichumsimmondii BRIP23519 (GU183289)
—— Collstovichumcosmi CBS §53.73 (JQ349925)
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Colistotrichumlupirs var. lupirs (DQ17470381)

Colistorrich IMBMS02(JQ949846)
UFMGCB 7509
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Figura 14. Andlise filogenética das sequéncias de fungos endofiticos (em negrito) associados a Copaifera langsdorffii comparadas com sequéncias de espécies
tipo ou de referéncia depositadas no GenBank proximas apés analises realizadas utilizando o BLAST. As arvores foram construidas com base nas sequéncias do
fragmento génico da B-tubulina, utilizando o método Maximum composite likelihood. As éarvores representam as analises dos géneros: (a) Aspergillus, (b)
Chaetomium, (c) Hypoxylon, (d) Diaporthales, (e) Penicillium, (f) Colletotrichum.
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- £ /4 is me. £
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—: UFMGCB 7232

Pestalotiopsis australasiae CBS114126 (KM199409)
4[—P¢:lalotiopsis parvaCBS 278.35 (KM199405)
[ Pestalotiopsis kenyana CBS 442.67 (KM199395)

7

“—— Pestalotiopsis oryzae CBS 353.69 (KM199395)

Pestalotiopsis telopeae CBS 114161 (KM199403)

[— Pestalotiopsis rosea MFLUCC12-0258 (TX399036)
“—— Pestalotiopsis sp. SSNM-2012b (JQ845945)
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Pestalotiopsis australasiae CBS 114126 (KM199409)
Pestalotiopsis bicifida CBS 124463 (KM199399) =
Pestalotiopsis grevilleae CBS 114127 (KM199407)
Pestalotiopsis parvaCBS 278.35 (KM199405)
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Pestalotiopsis diversiseta MFLUCC12-0287 (7X399040)
L__‘_: Pestalotiopsis sp. SSNM-2012b (JQ845945)
Pestalotiopsis adusta ICMP6088 (7X399037)
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UFMGCB 7216
Diaporthe sojae (KJ610875)
UFMGCB 7198
Diaporthe endophytica CBS 133811 (KC344033)
Diagporthe kongii BRIP54031 (KJ197272)
Diaporthe masirevicii BRIP37892a (KJ197257)
Diaporthe longicolla (KIJ610883)
UFMGCB 7200
Diaporthe miriciae BRIP54736j (KJ197262)
Diaporthe ueckerae FAU656 (KJ610881)

{GCB 7434
Diaporthe schini CBS133181 (KC344159)
Diaporthe terebinthifolii CBS 133180 (KC344184)
Diaporthe acaciarum CBS 138862 (KP004509)
Diaporthe beilharziae BRIP54792 (KF170921)
Diagporthe middletonii BRIP34884e (KJ197266)
Diaporthe sackstonii BRIP54669b (KJ197267)
Diaporthe infecunda CBS 133812 (KC344094)
UFMGCB 7202
Diaporthe serafiniae BRIP55665b (KJ197254)
Diaporthe goulteri BRIP55657a (KJ197270)
UFMGCB 7296
Diaporthe paranensis CBS 133184 (KC344139)
UFMGCB 7457
Diaporthe oxe CBS 133186 (KC344132)
Diaporthe alleghaniensis CBS 495.72 (KC843228)
Diaporthe biguttusis CGMCC3.17081 (KF576306)
Diaporthe ellipicola CGMCC3.17084 (KF576294)
Diaporthe eres (KJ420799)

1 Diaporthe citri (KC343187)
Diaporthe psoraleae-pinnatae CPC21638 (KF777252)
Diaporthe, ﬁaxbﬁa%ybﬁae BRIP34781 (KF170920)
Diaporthe pascoei BRIP34847 (KF170924)
Diaporthe lithocarpus CGMCC3.15175 (KF576311)
Diaporthe foeniculina DP0391 (KC843209)
UFMGCB 7241
UFMGCB 7401
Digporthe anacardii CBS 720.97 (KC343992)
Diaporthe macintoshii BRIP35064a (KJ197269)
Diaporthe maytenicola CPC21896 (KF777250)
Diaporthe canthii CBS 132533 gl(C843230
Diaporthe hickoriae CBS 145.26 (KC344086)
UFMGCB 7210
Diaporthe inconspicua CBS 133813 (KC344091)
UFMGCB 7250
UFMGCB 7377
Diaporthe ovoicicola CGMCC3.17092 (KF576288)

Diaporthe rudis AR3422 (KC843177)

UFMGCB 7460
‘_LLT: Diaporthe nothofagi BRIP54801 (KF170922)
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Mucor hiemalis (AY6335660G)

Figura 15 Analise filogenética das sequéncias de fungos endofiticos (em negrito) associados a Copaifera langsdorffii comparadas com
sequéncias de espécies tipo ou de referéncia depositadas no GenBank proximas apos andlises realizadas utilizando o BLAST. As arvores
foram construidas com base nas sequéncias do fragmento génico da B-tubulina, utilizando o método Maximum composite likelihood. As
arvores representam as analises dos géneros: (a) Neopestalotiopsis, (b) Pestalotiopsis, (c) Sordariomycetes, (d) Diaporthe.
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Tabela 3. Identificacdo dos fungos endofiticos associados a Copaifera pubiflora utilizando o programa BLASTN, o0 banco de sequéncias do NCBI

GenBank, bem como andlises filogenéticas utilizando o programa MEGA 6.

Tecidode  N°de  Sequéncia tipo de referéncia do BLAST (Numero de Cobertura ldentidade ~ N° pb . . .
a e
UFMGCB Isolamento isolados acesso GenBank) (%) (%) analisados Espécie ou grupo taxonomico sugerido

Neopestalotiopsis cubana CBS600.96 (KM199347)° 100 99 464 . .

7789 F 4 pestalotiopsis saprophyta MFLUCC12-0282 (JX399017)° 89 99 443 Amphisphaeriaceae sp.
Aspergillus coremiiformis CBS553.77 (FJ491474)" 89 91 508 .

7937 ¢ 1 Aspergillus caelatus NRRL25528 (EF661470)° 86 01 476 Aspergillussp. 1
Aspergillus fumigatus ATCC1022 (NR121481)° 100 100 507

7945 S 2 Aspergillus fumigatus var. ellipticus CBS487.65 01 99 494 Aspergillus sp. 2
(HQ588168)°

7855 F,C 4 Botryosphaeria dothidea CBS115476 (KF766151)" 100 99 409 Botryosphaeria sp.
Chaetomium subglobosum MUCL 18694 (JN209930)° 100 98 458 .

7944 S . Chaetomium angustispirale CBS137.58 (JN256141)° 97 93 385 Chaetomium sp.

7598 F 4 Colletotrichum aeschynomenes ICMP17673 (NR120133)" 99 100 488 Colletotrichum sp.

7617 F,C 35 Harknessia arctostaphyli CPC20034 (KJ152781)° 89 88 438 Diaporthales sp.
Diaporthe foeniculina (KC843295)° 100 98 499 . -

7873 ¢ 1 Diaporthe foeniculina DP0391 (KC843209)° 100 9 g7 Diaporthe cf. foeniculina
Diaporthe sclerotioides CBS296.67 (KC343193)" 99 96 490 .

7722 F.C 14 Diaporthe miriciae BRIP54736] (KJ197262)° 99 01 477~ Diaporthesp.1
Diaporthe mayteni CBS133185 (NR111852)" 100 91 499 .

7609 ¢ 2 Diaporthe acaciarum CBS138862 (KP004509)° 97 94 g5 Dlaporthesp. 2
Diaporthe citri (KC843311)" 99 92 489 .

7908 F.C 11 Diaporthe nothofagi BRIP54801 (KF170922)° 97 89 gy Diaporthesp. 3
Diaporthe terebinthifolii CBS133180 (NR111862)b 100 99 452 .

7754 F 3 Diaporthe masirevicii BRIP57892a (KJ197257)° 9 93 3gg  Dlaporthesp. 4
Diaporthe miriciae (KJ197282)" 100 96 490 .

7812 F.C ®L Diaporthe kongii BRIP54031 (KJ197272)° 99 01 40  Draporthesp.5
Diaporthe longicolla (KJ590728)° 99 98 460 .

7720 F.C 13 Diaporthe miriciae BRIP54736] (KJ197262)° 73 100 s08  Draporthesp. 6
Diaporthe aspalathi CBS117169 (KC343036" 99 96 466 .

7921 F 1 Diaporthe fraxini-angustifoliae BRIP54781 (KF170920)° 100 86 g9 Dlaporthesp. 7

7719 F,C 26 Diaporthe miriciae (KJ197282)" 100 99 424 Diaporthe sp. 8
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7933
7811
7687
7613

7794
7623
7823

7825
7612
7916

CM-Y412

C

F

F
F.C

F,C
F.C S
F.C

C
F,C
F.C,S

S

24
42

2

Diaporthe miriciae BRIP54736j (KJ197262)°

Fusarium sublunatum CBS189.34 (NR111606)"
Phyllosticta fallopiae MUCC0113 (AB454307)"
Guignardia mangiferae CPC18848 (JF261465)"
Hypoxylon pulicicidum MUCL49879 (JX183075)"
Neopestalotiopsis surinamensis CBS 450.74 (KM199351)°
Neopestalotiopsis protearum CBS114178 (KM199463)°
Penicillium citrinum NRRL1841 (NR121224)°
Pestalotiopsis papuana CBS331.96 (KM199321)"
Pestalotiopsis colombiensis CBS118553 (KM199421)°
Darksidea alpha CBS 135650 (KP183998)°
Pseudofusicoccum violaceum CMW22679 (FJ888474)°
Nemania abortiva ATCCMY A4108 (NR121350)°
Eremothecium coryli (AY046217)°

Eremothecium coryli (U43390)"

97
87
100
100
94
99
98
96
100
100
85
99
100
92
100

99
92
100
99
97
100
100
99
99
100
88
95
90
98
99

472
452
546
553
457
494
355
495
490
330
483
446
490
630
410

Fusarium sp.
Guignardia sp. 1
Guignardia sp. 2
Hypoxylon sp.

Neopestalotiopsis sp.
Penicillium sp.
Pestalotiopsis colombiensis

Pleosporales sp.
Pseudofusicoccum sp.
Xylariaceae sp.

Eremothecium coryli

dUFMGCB= Cddigo da Colecgdo de Cultura de Microrganismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais. Isolado submetido a andlise filogenética baseada no
sequenciamento da regido transcrita interna (ITS) da regido génica do rRNA®, fragmento génico da p-tubulina® e regido da subunidade maior do rRNA (D1/D2)". Posicéo
taxondmica sugerida®. F: folha, C: caule, S: semente.
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EEEEEEEE
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| — \somm!ompswfmm¢m(.‘.33362 J2(KN199358)

Bovyosphaeia fusisparaMFLUCC10-0098 (NR. 121552)
Fusicoccumfabicerdaraan CNIW2 094 (HQ332197)
Bopyosphasia dathidsaCB8 115476 (KF766151)

is umbrinospora MFLUCC12-0285(NR 111783)
hticaMFLUCC12-0282 (NR 120150)
is clavi. MFLUCCI2-0281{NR. 111732)

Neop iopsis cubana CBS600 96 (KM199347)

Nsopestalotiopsis foedars CGMCC3 9123 (NR 111785)
4:_\' pestalotiopsis ellipsosporaCB8115113 (KM199343)

Destalotiopsis protearum CPC1 765 (TN 712498)

UFMGCB 7789
Candida galli CB39722(NR077078)

__:A:pagzﬁu:fuﬂim ATCC1022 (NR 1214 31)
UFMCCBM45

Aspergillus necsllipricis CBS 487 65 (AB25(B393)
Aspergillus waksmanii NRRL 179 (EF669934)
:A.—pwgmmfaﬁs CBS 130245 (KF55%318)
Neosartorva tsurnodas IFM57609
Neosartorva hiratsukas KACC41 127 (INS43580)

b Aspergillus brevistipitatus CCF4149
_:.flwglﬂu: comversis CCF4190

Bovyosphasi CBS 121769 (EU101303)
Bovyosphaia corticis CBS 119048 (DQ299246)
UFMGCB 7855

Bovyesphasia scharifii IRAN1529C (NR 111719)
Booyesphasiaramosa CMW26167 (KF766168)
Fusicoccumramosum CBS 122069 (EUL44055)
Bopyesphaaia agavss MFLUCC11-0125(NR 111792)
Candidagalli CBS 9722 (NR07X078)

_‘:A:.pwgaﬂu.rfmm var. sllipticus ATCC16903 (KC639316)

Chastomium subgiobasum MUCL 18694 (IN209930)
Chastomium angsctizpirais CBS 137,58 (JX280764)
Chastomium angictispirdls CBS 137.58 ((N209862)
Chastomium insrruptum (ENB65246)
Chastomium grands (HNBE5253)

C)matamm;labwpa‘wnch 108.83(KCL10975()

Ch,

gulars (FIM365239)

Chastomitm subgiobsum ATOC14533 (HM751083)
Chastomi MUCL18697 (IN209363)

Chastorium unddatulum (HNB65251)
UFMGCB 7944

_|—Awglﬂ'u: marvaouas CCME003 (HE974450)
va fersllias NRRL 5535 (EF669995)

[ Aspergillus clavats ATCC1007(NR 121482)

|_|_Aspag:ﬂ'u: wyontrgsrois CCF4417 (HG324081)

a NRRL 2244 (EF669950)
r—.dmgu‘.fm coremijfornis CBS 553.77 (FI491474)
——UFMGCB 7937
Aspergillus alliacews NRRL 315(NR. 121331)

:Awgzﬂm nomius NRRL 13137 (NR 121218)
- Aspergillus zhaogingsreis CBS 399 93 (F1491472)
{Axpﬂgxﬂm caslatus NRRL 25528 (AF004930)
Aspergillus porasiticus NRRL 502(AY373859)
__:Amg:ﬂmfmcmﬂdm CBS 110.55(F1491463)
Aspergillus flavis (AB00S416)
__:A.Wg!ﬂ' us onvzasCBS 466.91 (KJ175431)
Aspergillus tervicolavar. indicws INI172295 (AF257801
Candidagalli CB$ 9722 (NR.077078)

dida galli CBS 9722 (NR 077078)

Caoll ich Ji ICMPL2071 (NR 120141)
Collstotrichumclidemias ICNP136358 (NR 120142)
Collstatrichumasrigma ICNP1 8608 (NR 120140)
Colistatrichumti ICNMP4832 (NF. 120143)

[ Collstatrichumsropicals(NR. 119815)

L oo lloronich landcumICMP17 78 (TX010276)

Collstomichumsalzolas ICMPI9051 (NR 120139)
Collstotrichum glososparioides INIB 568 78 (JX010152)

Collstotrick ICMP18537(NR 120136)
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UFMCGCB 7598

Coll ichum h ICMP17673 (INR 120133)
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Collstotrichum alatas ICMP1 7919 (NR 120135)
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Figura 16. Analise filogenética das sequéncias de fungos endofiticos (em negrito) associados a Copaifera pubiflora comparadas com sequéncias de espécies tipo
ou de referéncia depositadas no GenBank préximas ap0s analises realizadas utilizando o BLAST. As arvores foram construidas com base nas sequéncias da
regido transcrita interna ITS da regido génica do rRNA, utilizando o método Maximum composite likelihood. As arvores representam as analises dos géneros: (a)
Neopestalotiopsis, (b) Aspergillus, (c) Botryosphaeria, (d) Chaetomium, (e) Colletotrichum.
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Harinassia arctosiaphyli CPC 20034 (KI152781)
Hearinessia werssubias CBS 132128 (NR121536)
Harinessia protsas CPC 21835 (KF777162) Fusarium concentricum NRRL 25181 (NR 111886)

Harionsssia lsucospermi CBS 775.97 (AY720727) Fusaium acutatem CBS 402.97 (VR 111142)
a |—gﬁompm*m . N_A‘» é%l??ﬁ(sl??;lﬂ 1) b Fusavium figitarei CBS 221.76 (AB725607)
V50 inopina (L Fuserium rvgamai NRRL 13448 (NR. 130698)
I_‘_:Ch:mpmﬂw doradsnsis CMTW 11287 (TN942330) Fusarium annularum CBS 258 .54 (AY213654)
Cioysoporths cubensis CBS 118654 (NR 119578) Fuseium beomiforms NRRL 13606 (NR. 111885)
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Figura 17. Andlise filogenética das sequéncias de fungos endofiticos (em negrito) associados a Copaifera pubiflora comparadas com sequéncias de espécies tipo
ou de referéncia depositadas no GenBank préximas ap0s analises realizadas utilizando o BLAST. As arvores foram construidas com base nas sequéncias da
regido transcrita interna ITS da regido génica do rRNA, utilizando o método Maximum composite likelihood. As arvores representam as analises dos géneros: (a)
Diaporthales, (b) Fusarium, (c) Guignardia, (d) Penicillium, (¢) Hypoxylon, (f) Pleosporales.
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Figura 18. Anélise filogenética das sequéncias de fungos endofiticos (em negrito) associados a Copaifera pubiflora comparadas com sequéncias de espécies tipo
ou de referéncia depositadas no GenBank préximas apds analises realizadas utilizando o BLAST. As arvores foram construidas com base nas sequéncias da
regido transcrita interna ITS da regido génica do rRNA, utilizando o método Maximum composite likelihood. As arvores representam as analises dos géneros: (a)
Pestalotiopsis, (b) Pseudofusicoccum, (c) Xylariaceae, (d) Diaporthe.
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Figura 19. Andlise filogenética das sequéncias de fungos endofiticos (em negrito) associados a Copaifera pubiflora comparadas com sequéncias de espécies tipo
ou de referéncia depositadas no GenBank préximas ap0s analises realizadas utilizando o BLAST. As arvores foram construidas com base nas sequéncias do
fragmento génico da B-tubulina, utilizando o método Maximum composite likelihood. As arvores representam as anélises dos géneros: (a) Aspergillus, (b)
Neopestalotiopsis, (¢) Chaetomium, (d) Amphisphaeriaceae, (e) Pestalotiopsis.
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Figura 20. Analise filogenética das sequéncias de fungos endofiticos (em negrito) associados a Copaifera pubiflora
comparadas com sequéncias de espécies tipo ou de referéncia depositadas no GenBank proximas ap6s andlises
realizadas utilizando o BLAST. As arvores foram construidas com base nas sequéncias do fragmento génico da B-
tubulina, utilizando o método Maximum composite likelihood. A arvore representa a analise do género: Diaporthe.
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5.1.2 Diversidade de fungos endofiticos associados a Copaifera langsdorffii e C. pubiflora

A abundancia dos fungos endofiticos associados a C. langsdorffii foi calculada utilizando
301 isolados identificados, e variou de 0,33 a 13,95% (Tabela 4). A abundancia de taxons nas
folhas foi maior em comparacdo com a de caules e sementes (folhas > caules > sementes).
Entretanto, alguns géneros foram obtidos exclusivamente de um dos substratos, como por
exemplo, Cladosporium e Hypoxylon que ocorreram somente das sementes; por outro lado,
Chaetomium, Lecythophora, Neopestalotiopsis, Pestalotiopsis e Trichoderma ocorreram somente
das amostras de caules; ja Guignardia e Muscodor ocorreram somente nas folhas. A diversidade
de espécies encontrada nas cascas foi maior em relacdo as demais (Fisher o = 11,62); contudo,
esse valor foi proximo ao encontrado para a diversidade das folhas (Fisher a = 11,14). O valor de
Fisher-a apresentado para as sementes foi de 7,50. A riqueza de espécies associadas as sementes
foi a mais baixa (Margalef = 3,10) em comparacdo com as demais (Folhas = 5,84, Caules =
5,56). As comunidades de fungos associados as folhas, caules e sementes apresentaram valores
préximos de dominancia (Simpson = 0,93, 0,87 e 0,81, respectivamente) (Tabela 6).

Em relagdo a C. pubiflora, os célculos foram realizados utilizando o total de 295 isolados,
e a abundancia dos taxons associados variou de 0,33 a 17,28% (Tabela 5). Ao comparar a
abundancia de cada tdxon nos substratos selecionados para o isolamento, novamente a
abundancia foi maior nas folhas (folhas > caules > sementes). Diferente do observado em relagdo
a C. langsdorffii, 0 género Chaetomium isolado de C. pubiflora foi obtido a partir da semente. J&
0 género Guignardia também foi exclusivamente isolado das folhas. A diversidade de espécies
associadas as folhas, amostras de caules e sementes de C. pubiflora calculada por meio do indice
de Fisher-a exibiu de valores de 5,21, 6,23 e 4,77, respectivamente, logo se pode observar que a
diversidade encontrada nas amostras de caule foi maior em relagdo as demais. As amostras de
caules de C. pubiflora apresentaram um indice de Margalef de 3,56, que foi mais alto que o
indice apresentado para as folhas (3,41) e para as sementes (2,01). O indice de Simpson
apresentou valores proximos para as comunidades associadas aos substratos amostrados: 0,88,

0,87 e 0,79, para caules, folhas e sementes, respectivamente (Tabela 6).
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Tabela 4. Namero de isolados e abundéncia dos fungos endofiticos associados a folhas, caules e sementes de Copaifera langsdorffii.

- - Folhas Cascas Sementes Total
Especie endofitica N° Abundancia N° Abundancia N° Abundancia N° Abundancia
isolados (%) isolados (%) isolados (%) isolados (%)

Alternaria daucifolii 11 3,65 0 0 1 0,33 12 3,98
Aspergillus sp. 1 0 0 0 0 1 0,33 1 0,33
Aspergillus sp. 2 1 0,33 0 0 0 0 1 0,33
Chaetomium sp. 0 0 1 0,33 0 0 1 0,33
Cladosporium

phaeno‘éomae 0 0 0 0 4 1,32 3 0,99
Cladosporium sp. 0 0 0 0 3 0,99 4 1,32
Colletotrichum sp. 1 8 2,65 4 1,32 0 0 12 3,98
Colletotrichum sp. 2 3 0,99 0 0 0 0 3 0,99
Colletotrichum sp. 3 4 1,32 0 0 0 0 4 1,32
Colletotrichum sp. 4 2 0,66 0 0 0 0 2 0,66
Colletotrichum sp. 5 1 0,33 0 0 0 0 1 0,33
Curvularia sp. 2 0,66 0 0 0 0 2 0,66
Diaporthales sp. 1 25 8,30 3 0,99 0 0 28 9,30
Diaporthales sp. 2 21 6,97 1 0,33 0 0 22 7,30
Diaporthe cf. oxe 0 0 2 0,66 0 0 2 0,66
Diaporthe sp. 1 0 0 3 0,99 0 0 3 0,99
Diaporthe sp. 2 7 2,32 4 1,32 0 0 11 3,65
Diaporthe sp. 3 8 2,65 1 0,33 0 0 9 2,99
Diaporthe sp. 4 3 0,99 1 0,33 0 0 4 1,32
Diaporthe sp. 5 4 1,32 5 1,66 0 0 9 2,99
Diaporthe sp. 6 13 4,31 29 9,63 0 0 42 13,95
Diaporthe sp. 7 1 0,33 3 0,99 0 0 4 1,32
Diaporthe sp. 8 10 3,32 5 1,66 0 0 15 4,98
Diaporthe sp. 9 1 0,33 0 0 0 0 1 0,33
Diaporthe sp. 10 2 0,66 0 0 0 0 2 0,66
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Diaporthe sp. 11 2 0,66 0 0 0 0 2 0,66
Diaporthe sp. 12 4 1,32 2 0,66 0 0 6 1,99
Diaporthe sp. 13 2 0,66 0 0 0 0 2 0,66
Diaporthe sp. 14 3 0,99 10 3,32 0 0 13 4,31
Diplodia pseudoseriata 0 0 2 0,66 1 0,33 3 0,99
Fusarium napiforme 0 0 1 0,33 0 0 2 0,66
Fusarium sp. 1 2 0,66 0 0 0 0 1 0,33
Guignardia sp. 10 3,32 0 0 0 0 10 3,32
Hypoxylon sp. 0 0 0 0 1 0,33 1 0,33
Lecythophora decumbens 0 0 2 0,66 0 0 2 0,66
Muscodor equiseti 1 0,33 0 0 0 0 1 0,33
Neopestalotiopsis cubana 0 0 1 0,33 0 0 1 0,33
Penicillium sp. 1 0,33 0 0 9 2,99 10 3,32
Pestalotiopsis 0 0 1 0,33 0 0 1 0,33
australasiae

Pleosporales sp. 1 1 0,33 0 0 2 0,66 3 0,99
Pleosporales sp. 2 0 0 0 0 1 0,33 1 0,33
Preussia sp. 1 0 0 2 0,66 1 0,33 3 0,99
Preussia sp. 2 1 0,33 1 0,33 0 0 2 0,66
Sordariomycetes sp. 1 3 0,99 0 0 0 0 3 0,99
Sordariomycetes sp. 2 0 0 1 0,33 0 0 1 0,33
Trichoderma sp. 0 0 1 0,33 0 0 1 0,33
Xylariaceae sp. 1 12 3,98 19 6,31 1 0,33 32 10,63
Xylariaceae sp. 2 0 0 1 0,33 0 0 1 0,33
Xylariaceae sp. 3 0 0 1 0,33 0 0 1 0,33
Total 169 107 25 301
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Tabela 5. Namero de isolados e abundéncia dos fungos endofiticos associados a folhas, caules e sementes de Copaifera pubiflora.

Folhas Cascas Sementes Total

Espécie endofitica Ne Abundéancia N° Abundéancia Ne° Abundéancia Ne° Abundéancia

isolados (%) isolados (%) isolados (%) isolados (%)
Amphisphaeriaceae sp. 4 1,35 0 0 0 0 4 1,35
Aspergillus sp. 1 0 0 1 0,33 0 0 1 0,33
Aspergillus sp. 2 0 0 0 0 2 0,67 2 0,67
Botryosphaeria sp. 2 0,67 2 0,67 0 0 4 1,35
Chaetomium sp. 0 0 0 0 1 0,33 1 0,33
Colletotrichum sp. 4 1,35 0 0 0 0 4 1,35
Diaporthales sp. 31 10,50 0 0 4 1,35 35 11,86
?'aporthe cf. 0 0 1 0,33 0 0 1 0,33
oeniculina
Diaporthe sp. 1 5 1,69 9 3,05 0 0 14 4,74
Diaporthe sp. 2 0 0 2 0,67 0 0 2 0,67
Diaporthe sp. 3 7 2,37 4 1,35 0 0 11 3,72
Diaporthe sp. 4 3 1,01 0 0 0 0 3 1,01
Diaporthe sp. 5 30 10,16 21 7,11 0 0 ol 17,28
Diaporthe sp. 6 8 2,71 5 1,69 0 0 13 4,40
Diaporthe sp. 7 1 0,33 0 0 0 0 1 0,33
Diaporthe sp. 8 11 3,72 15 5,08 0 0 26 8,81
Fusarium sp. 0 0 2 0,67 0 0 2 0,67
Guignardia sp. 1 24 8,13 0 0 0 0 24 8,13
Guignardia sp. 2 42 14,23 0 0 0 0 42 14,23
Hypoxylon sp. 2 0,67 1 0,33 0 0 3 1,01
Neopestalotiopsis sp. 2 0,67 3 1,01 0 0 S) 1,69
Penicillium sp. 1 0,33 3 1,01 2 0,67 6 2,03
Pestalotiopsis 8 2,71 7 2,37 0 0 15 5,08
colombiensis
Pleosporales sp. 0 0 3 1,01 0 0 3 1,01
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Pseudofusicoccum sp. 1 0,33 2 0,67 0 0 3 1,01
Xylariaceae sp. 8 2,71 8 2,71 1 0,33 17 5,76
Eremothecium coryli 0 0 0 0 2 0,67 2 0,67
Total 194 89 12 295

Tabela 6. indices de diversidade dos fungos endofiticos isolados de Copaifera langsdorffii e C. pubiflora.

Planta hospedeira

indices Copaifera langsdorffii Copaifera pubiflora
Folhas Caules Sementes Total Folhas Caules Sementes Total
Simpson 1-D 0,93 0,87 0,81 0,94 0,87 0,88 0,79 0,90
(0,90/0,93) (0,82/0,90) (0,64/0,86) (0,92/0,94) (0,84/0,89)  (0,83/0,89)  (0,56/0,80)  (0,89/0,91)
Margalef 5,84 5,56 3,10 8,41 3,41 3,56 2,01 4,57
(4,48/5,65)  (3,63/5,13)  (1,55/2,79)  (6,30/7,88)  (2,65/3,41) (2,67/3,56)  (0,80/2,01)  (3,69/4,57)
Fisher o 11,14 11,62 7,50 16,6 521 6,23 4,77 7,23

(7,64/10,6)  (6,19/10,26)  (2,50/6,17)  (11,09/15,14)  (3,79/5,21)  (4,19/6,23)  (1,28/4,77)  (5,49/7,23)

*QOs nlmeros entre parénteses representam 0s menores e maiores valores de diversidade, respectivamente. Os resultados foram obtidos com um intervalo de
confianca de 95% e os valores de bootstrap foram calculados a partir de 1.000 repeti¢des.
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O esforco amostral da comunidade de fungos endofiticos associados as folhas, amostras
de caule e sementes de C. langsdorffii e C pubiflora, bem como a comunidade associada as duas
espécies no total, foi avaliado por meio de curva de rarefacdo de espécies (Figura 21 e 22).
Nenhuma das curvas atingiu uma assintota, indicando que a diversidade total (riqueza e

composicao de espécies) ndo foi obtida.
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Figura 21. Curva de rarefacdo de espécies (Indice de Mao-Tau) da comunidade de fungos
endofiticos associados a Copaifera langsdorffii. As curvas foram construidas com intervalo de
95% de confianca: (a) amostragem de folhas, (b) amostragem de caule, (c) amostragem de
sementes, (d) amostragem total.
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Figura 22. Curva de rarefacio de espécies (indice de Mao-Tau) da comunidade de fungos
endofiticos associados a Copaifera pubiflora. As curvas foram construidas com intervalo de 95%
de confianga: (a) amostragem de folhas, (b) amostragem de caule, (c) amostragem de sementes,
(d) amostragem total.

5.1.3 Triagem da atividade antimicrobiana pelo método de microdiluicdo em placa

Setessentos e vinte e oito extratos etandlicos foram preparados para a realizacdo dos
ensaios bioldgicos; destes 668 extratos fungicos, 30 de C. langsdorffi (15 foliares e 15 de
amostras de caules) e 30 de C. pubiflora (15 de folhas e 15 de caules). Dos 668 extratos
etandlicos obtidos a partir do cultivo dos fungos endofiticos, somente 11 (1,6%) apresentaram
porcentagem de inibicdo de 70 a 100% frente a pelo menos um microrganismo alvo (Tabela 7).
Nédo foi observada atividade dos extratos fangicos frente a P. aeruginosa, C. krusei e C.
sphaerospermum. Apenas Hypoxylon sp. UFMGCB 7613, isolado a partir de casca de C.
pubiflora, apresentou atividade antifungica seletiva frente C. albicans com 73% de inibigé&o.

Alternaria daucifoliit UFMGCB 7491, associado a C. langsdorffii, bem como Diaporthe
sp. 6 UFMGCB 7720, Diaporthe sp.8 UFMGCB 7770 e 7772 e Diaporthe sp. 7 UFMGCB 7927,
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associados a C. pubiflora, apresentaram atividade antibacteriana seletiva frente a E. coli com 99
ou 100%, de inibicdo. Ja Diaporthe sp. 8 UFMGCB 7646, 7653, 7701, 7719 e Diaporthe sp. 6
UFMGCB 7696, associados a C. pubiflora, apresentaram atividade antibacteriana frente E. coli e
S. aureus com inibigdo variando entre 92 e 100% a 250 pg/mL.

Vinte e quatro extratos vegetais apresentaram atividade antimicrobiana. Destes, sete
extratos de C. langsdorffii (trés de folhas e quatro de caules) e 17 extratos de C. pubiflora (nove
de folhas e oito de caules) (Tabela 8). Nao foi detectada atividade de extratos vegetais frente P.
aeruginosa e C. albicans. Por outro lado, 11 extratos apresentaram atividade antifungica frente
C. krusei e oito extratos frente C. sphaerospermum. Apos a triagem, todos os fungos que
apresentaram porcentagem de inibigdo >70% foram recultivados em larga escala e produzidos
seus extratos diclorometanicos para determinagdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) bem

como para posteriores analises quimicas.
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Tabela 7. Atividade antimicrobiana de extratos etanolicos dos fungos endofiticos associados a Copaifera langsdorffii e C. pubiflora contra bactérias e

fungos alvos.

Atividade antimicrobiana (%)

Tecido/Espécime de

Téxon *UFMGCB Hospedeiro olamento PEC °SA pA °CA fCK ’cs
Alternaria daucifolii 7491 Copaifera langsdorffii F/14 100 + 22 21 + 66 0x10 0x3 1+14 0x7
Hypoxylon sp. 7613 Copaifera pubiflora C/1 276 2+11 62 73 +£208 22 +22 0+10
Diaporthe sp. 8 7646 F/3 100 £ 139 98 +11 1+1 0+14 0+21 16+3
Diaporthe sp. 8 7653 C/3 99 + 257 98 + 35 0+0 12+ 10 0+9 710
Diaporthe sp. 6 7696 C/5 100 + 16 92+1 011 0+44 011 40 + 36
Diaporthe sp. 8 7701 C/5 99+3 99 +2 0t4 20+6 0+10 70
Diaporthe sp. 8 7719 Cl6 100 £ 136 98+1 0+3 0+11 08 40+£2
Diaporthe sp. 6 7720 Clé 100 + 153 00 011 0+22 0+14 9+8
Diaporthe sp. 8 7770 C/8 100 £ 41 21+0 0+12 0+11 12+19 9+5
Diaporthe sp. 8 7772 C/8 99 + 43 65+0 0+14 0+22 15+17 9+10
Diaporthe sp. 7 7927 F/15 99+3 0+0 01 2917 21+3 0+14
Controles Anfotericina B -- -- -- 100 100

Cloranfenicol 100 93 62 -- -- --

Benomil -- -- -- -- -- 94

“UFMGCB = Colecdo de Culturas de Microrganismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais. "Escherichia coli ATCC 11775, “Staphylococcus aureus ATCC 12600,
pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, *Candida albicans ATCC 60193, ‘Candida krusei ATCC 6258, “Cladosporium sphaerospermum CCT 1740. Concentracdes: extratos fiingicos:
250 pg/mL, anfotericina B testada a 2 pg/mL, cloranfenicol a 32 pg/mL, benomil a 1,16 pg/mL. F: folha, C: caule, “--“ ndo testado. Em negrito, os valores em porcentagem de inibi¢do com
o coeficiente de variacdo dos extratos que apresentaram porcentagem de inibi¢do do crescimento microbiano igual ou maior que 70% e que foram selecionados para testes de determinagéo
da concentracdo inibitéria minima (CIM).
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Tabela 8. Atividade antimicrobiana de extratos etanolicos de folhas e amostras de caules de Copaifera langsdorffii e C. pubiflora

contra bactérias e fungos alvos.

Atividade antimicrobiana (%)

Caodigo extrato  Espécime vegetal Tecido vegetal *EC °SA PA icA °CK 'cs

CL1F Copaifera langsdorffii F 830 55 + 37 4+11 00 98 + 82 895
CL14F F 70+0 162 0x7 23+1 0+15 48+ 1
CL15F F 53x0 72+5 3+£15 320 95+ 82 87 +25
cL2C C 390 36x2 160 41 89+14 61x9
CL5C C 50+ 0 25+ 92 0£15 260 93+70 735
CLi14C C 430 43 £50 0£15 201 72 +40 577
CL15C C 430 55+12 0+£10 0£0 31+46 75+50
CP4F Copaifera pubiflora F 75+ 0 27 +£22 00 16 +7 0+38 25+6
CP5F F 82+0 21 £23 0+3 197 0+12 37+2
CP7F F 730 362 0+4 16 £20 0+8 303
CP9F F 86+0 32+10 0+10 24 +13 05 25+1
CP10F F 84+0 57+8 0+6 23+9 0+£11 32+6
CP11F F 87+0 78 £49 02 214 54 + 44 35+£15
CP13F F 85+0 40+ 24 0+4 19+3 0+£8 10+ 18
CP14F F 87+0 78+8 0+14 31+11 91+11 76 +11
CP15F F 84+0 3922 0+6 27+1 0+74 36+4
CpP1C C 76+0 72 £58 0+0 266 94+4 84 +12
CpP2C C 80+0 84+12 0x7 14+7 96 + 49 78 +16
CP3C C 81+2 61 + 42 0+8 27+5 63 +43 28+6
CP4C C 82+0 49 £ 10 0+£15 22+3 0+£20 28+19
CP5C C 86+0 76+1 0+12 41+16 0+11 47+1
CP6C C 83+0 63+ 14 0+£10 263 78 £ 15 35+8
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CP7C C 830 58 + 26 0x9 23+8 95+ 10 55+ 39

CP8C C 81+0 63+ 10 0+9 32+4 91197 81+21
Controles Anfotericina B -- -- - 100 100 -
Cloranfenicol 100 97 70 -- -- -
Benomil - - - - - 94

*Escherichia coli ATCC 11775, "Staphylococcus aureus ATCC 12600, *Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, “Candida albicans ATCC 60193, °Candida
krusei ATCC 6258, "Cladosporium sphaerospermum CCT 1740. Concentragdes: extratos vegetais: 250 pug/mL, anfotericina B testada a 2 pg/mL, cloranfenicol a
32 pg/mL, benomil a 1,16 pg/mL. F: folha, C: caule, “--* ndo testado. Em negrito, os valores em porcentagem de inibi¢cdo com o coeficiente de variacdo dos
extratos que apresentaram porcentagem de inibigdo do crescimento microbiano igual ou maior que 70% e que foram selecionados para testes de determinacédo da
concentragdo inibitéria minima (CIM).
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5.1.4 Determinacdo da concentracao inibitoria minima (CIM) dos extratos ativos

A CIM foi determinada para os extratos etandlicos fungicos selecionados de acordo com
Tabela 7, com os extratos diclorometanicos produzidos em larga escala, bem como com os
extratos etanolicos vegetais. Os extratos etanolicos vegetais exibiram valores de CIM entre 31,2
e >250 pug/mL (Tabela 9). O extrato etandlico de Alternaria daucifolii UFMGCB 7491 assim
como o extrato da folha de C. langsdorffii (CL14F), tecido do qual este fungo foi isolado,
apresentaram atividade frente E. coli a uma concentracdo de 125 pg/mL (Tabelas 9 e 10).
Contudo, o extrato diclorometénico deste mesmo isolado apresentou valor de CIM de 7,8 pg/mL,
16 vezes menor. Nove extratos etanolicos obtidos de isolados de Diaporthe apresentaram valores
de CIM frente E. coli de 62,5 a 250 ug/mL e diclorometanicos de 15,6 a 62,5 ug/mL. Destes
nove extratos, cinco (Diaporthe sp. 8 UFMGCB 7646, 7653, 7701 e 7719, e Diaporthe sp. 6
UFMGCB 7696) também apresentaram atividade frente S. aureus com valores de CIM de 62,5 a
>250 pg/mL e 15,6 a 62,5 ug/mL para os extratos etandlicos e diclorometanicos,
respectivamente (Tabela 10). No geral, os extratos flngicos destes tdxons apresentaram valores
de CIM menores que os extratos dos tecidos vegetais dos quais foram isolados. Os extratos
etanolico e diclorometanico de Diaporthe sp. 7 UFMGCB 7927 apresentaram atividade contra E.
coli nas concentragdes de 250 e 15,6 ng/mL, respectivamente. Ja o extrato etanolico da folha de
C. pubiflora (CP15F), tecido do qual o isolado foi obtido, apresentou CIM de 125 ug/mL. O
extrato etanolico do isolado Hypoxylon sp. UFMG 7613, bem como o extrato diclorometanico
proveniente do seu recultivo, apresentaram CIM de >250 ug/mL frente C. albicans, portanto ndo

repetiram a atividade antifungica apresentada na triagem.
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Tabela 9. Concentragao inibitoria minima (ug/mL) dos extratos etandlicos vegetais bioativos.

Inibi¢do dos microrganismos alvos (%)

Cédigo do extrato  Hospedeiro Tecido vegetal 3EC PSA °CK ics

CL1F Copaifera langsdorffi F >250 (0 £ 0) -- 250 (96 £ 3) >250 (62 £ 27)

CL14F F 125 (87 + 0) . - -

CL15F F - >250 (29 + 32) >250 (67 + 11) >250 (17 + 4)

cL2c C - . 250 (93 + 20) -

CL5C C - - >250 (56 + 18) >250 (63 + 5)

cL14C C - - >250 (63 + 12) -

CL15C C - - - >250 (8 + 12)

CP4F Copaifera pubiflora F >250 (0 £ 3) -- - -

CP5F F >250 (0 + 2) . - -

CP7F F >250 (0 + 1) - - -

CP9F F >250 (0 + 3) - - -

CP10F F >250 (0 + 2) - - -

CP11F F >250 (0 + 0) >250 (21 + 17) - -

CP13F F >250 (0 + 3) - - -

CP14F F >250 (0 + 4) >250 (35 + 13) >250 (59 + 17) >250 (67 + 16)

CP15F F 125 (72 + 1) - - -

CP1C C >250 (0 + 3) 250 (81 + 15) 250 (96 + 39) >250 (59 + 10)

cP2C C >250 (0 + 2) 250 (85 + 17) 250 (95 + 21) 125 (70 + 10)

CP3C C 125 (89 +0) - - -

CP4C C >250 (0 + 6) - - -

CP5C C 125 (92 +0) >250 (68 + 10) - -

CP6C C 125 (87 +0) - >250 (46 + 5) -

CP7C C >250 (0 + 5) - >250 (63 + 11) -

cpP8C C 31,2 (74+2) - >250 (29 * 2) >250 (57 + 4)

Controles Cloranfenicol 100 100 -- --
Anfotericina B -- -- 100 -

Benomil
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%Escherichia coli ATCC 11775, °Staphylococcus aureus ATCC 12600, ‘Candida krusei ATCC 6258, ‘Cladosporium sphaerospermum CCT 1740.
Concentragdes: cloranfenicol testado a 32 pg/mL, anfotericina B a 2 pg/mL, benomil a 1,16 pg/mL. F: folha, C: caule, “--“ ndo testado. Em negrito, a
concentragdo inibitéria minima (pg/mL) e em paréntese os valores em porcentagem de inibigdo com o coeficiente de variagéo.
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Tabela 10. Concentragdo inibitoria minima (ug/mL) dos extratos etanolicos e diclorometanicos dos fungos endofiticos bioativos.

Inibicdo dos microrganismos alvos (%)

Tecido/Espécime de PEC °SA iCA
Taxon {UFMGCB Hospedeiro ]
isolamento Etandlico Diclorometanico Etandlico Diclorometanico Etanodlico Diclorometanico

Alternaria daucifolii 7491 Copaifera langsdorffii F/14 125(99 £ 1) 78(99+1) -- - - -
Hypoxylon sp. 7613 C. pubiflora Ci1 -- -- -- - >250 (0 £ 0) >250 (1 £ 6)
Diaporthe sp. 8 7646 C. pubiflora FI3 125 (99 + 2) 15,6 (99 + 1) 250 (98 + 11) 15,6 (98 + 3) - -
Diaporthe sp. 8 7653 C. pubiflora Ci3 250 (100 + 1) 31,2(99+0) >250 (37 £11) 31,2 (98 £ 2) - -
Diaporthe sp. 6 7696 C. pubiflora C/5 125 (98 + 1) 31,2(97+0) 250 (97 £ 3) 62,598+ 1) -- --
Diaporthe sp. 8 7701 C. pubiflora C/5 62,5 (100 £ 0) 15,6 (96 £ 2) 62,5 (70 £ 95) 15,6 (99 £ 12) -- --
Diaporthe sp. 8 7719 C. pubiflora Cl6 62,5 (97 + 1) 15,6 (98 + 1) 125 (75 + 73) 15,6 (95 + 2) - -
Diaporthe sp. 6 7720 C. pubiflora Cl6 250 (98 + 15) 62,5 (99 £ 2) -- - - -
Diaporthe sp. 8 7770 C. pubiflora C/8 250 (99 £ 1) 62,5(99+1) -- - - -
Diaporthe sp. 8 7772 C. pubiflora C/8 12599+ 1) 31,2 (99 +£8) -- - - -
Diaporthe sp. 7 7927 C. pubiflora F/15 250 (100 + 2) 15,6 (84 £ 0) -- - - -
Controles Cloranfenicol 100 99 100 98 - -

Anfotericina B -- -- -- - 100 97
*JFMGCB = Cultura de Microrganismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais. "Escherichia coli ATCC 11775, ‘Staphylococcus aureus ATCC 12600, “Candida albicans ATCC
60193. Concentrages: cloranfenicol: 32 pg/mL, anfotericina B: 2 pg/mL. F: folha, C: caule, “--“ ndo testado. Em negrito, a concentragéo inibitdria minima (ug/mL) e em paréntese os valores em

porcentagem de inibi¢do com o coeficiente de variagéo.
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5.1.5 Determinacéo da atividade antifungica pelo método de bioautografia

Os extratos diclorometanicos produzidos a partir do cultivo em larga escala dos isolados
Alternaria daucifolii UFMGCB 7491 (C. langsdorffii), Diaporthe sp. 6 UFMGCB 7696 e 7720,
Diaporthe sp. 7 UFMGCB 7927 e Diaporthe sp. 8 UFMGCB 7646, 7653, 7701, 7719, 7770,
7772 (C. pubiflora) foram selecionados para analise quimica a fim de caracterizar e,
posteriormente, isolar e identificar seus metabdlitos secundarios bioativos.

Inicialmente, os extratos citados, bem como os extratos vegetais referentes aos tecidos de
isolamento (CL14F, CP3C, CP5C, CP6C, CP8C e CP15F) destes fungos, foram submetidos a
bioautografia para avaliacdo da atividade antifingica contra fungos de interesse na agricultura.
Os extratos foram testados a 160 pg/ponto frente aos fitopatdgenos Colletotrichum acutatum, C.
fragariae e C. gloesporioides, agentes causadores da antracnose em vegetais, exibindo atividade
contra pelo menos um dos alvos avaliados (Tabela 11). O extrato de Alternaria daucifolii
UFMGCB 7491 (C. langsdorffii) gerou zonas claras de inibi¢cdo do crescimento flngico contra
C. fragarie e zonas difusas contra C. acutatum a C. gloeosporioides. Resultado semelhante foi
obtido ao se testar 0s extratos vegetais, 0s quais inibiram o crescimento apenas de C. fragarie e
apresentaram zonas difusas ou sem atividade para os demais alvos.

Os extratos produzidos a partir dos fungos associados a C. pubiflora apresentaram zonas
claras de inibicdo frente ao crescimento de todas as espécies de Colletotrichum avaliadas, com
didmetro dos halos de 5 a 19 mm. Tais extratos produzidos a partir dos isolados pertencentes ao
género Diaporthe apresentaram os maiores didmetros das zonas de inibicdo frente a C.
gloeosporioides, com valores de 14 a 19 mm, ao se comparar com os controles benomil e captan,
fungicidas amplamente utilizados na agricultura, os quais apresentaram halo de inibicéo de 15
mm cada (Tabela 11).
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Tabela 11. Atividade antifingica de extratos diclorometénicos dos fungos endofiticos e vegetais bioativos pelo método de

bioautografia contra espécies Colletotrichum.

Tecido/Espécime de Inibigdo do crescimento flingico (mm)®

Taxon Cddigo do extrato Planta isolamento Colletotrichum Colletotrichum Colletotrichum
fragarie gloeosporioides acutatum

Alternaria daucifolii  *UFMGCB 7491  Copaifera langsdorffii F/14 7 zd zd
Diaporthe sp. 8 UFMGCB 7646  C. pubiflora F/3 6 16 6
Diaporthe sp. 8 UFMGCB 7653 C/3 5 16 5
Diaporthe sp. 6 UFMGCB 7696 C/5 6 17 5
Diaporthe sp. 8 UFMGCB 7701 C/5 5 14 6
Diaporthe sp. 8 UFMGCB 7719 Cl6 6 15 6
Diaporthe sp. 6 UFMGCB 7720 Cl6 5 19 5
Diaporthe sp. 8 UFMGCB 7770 C/8 5 18 5
Diaporthe sp. 8 UFMGCB7772 C/8 5 15 5
Diaporthe sp. 7 UFMGCB 7927 F/15 5 5 6
CP3C C. pubiflora C/3 7 zd zd
CP5C C/5 6 zd zd
CP6C C/6 6 zd zd
CP8C C/8 7 0 zd
CP15F F/15 5 zd zd
’CL14F C. langsdorffii F/14 7 0 zd
Controles Captan 22 15 16
Benomil 18 15 0
Azoxistrobilurina zd 22 zd
Ciprodinil zd 20 zd

3JFMGCB = Colegdo de Microrganismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais. "Extrato vegetal. “Média das dimensées das zonas de inibicdo do crescimento
fangico (mm). F: folha, C: caule, zd = zona difusa. Concentragfes: extratos flingicos: 160 pg/ponto, captan testado a 1,2 pg/ponto, benomil a 1,16 pg/ponto, azoxistrobilurina a
5 1,61 pg/ponto, ciprodinil a 0,9 pg/ponto.
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5.1.6 Andlise quimica, fracionamento biomonitorado e identificacdo dos metabdlitos

bioativos

Os extratos diclorometanicos ativos no ensaio de bioautografia foram inicialmente
submetidos & espectroscopia de RMN *H que representou a primeira parte dos experimentos de
caracterizacdo quimica. Os espectros de RMN 'H dos extratos de Alternaria daucifolii
UFMGCB 7491 (C. langsdorffii) (Anexo 20) e Diaporthe sp. 7 UFMGCB 7927 (C.pubiflora)
(Anexo 21), bem como do extrato vegetal CL14F exibiram sinais referentes a presenca
majoritaria de &cidos graxos. Estes extratos foram submetidos a CG-DIC a qual confirmou a
presenca de uma mistura de 12 &cidos graxos (Tabela 12), que foram identificados por meio da
comparacdo do tempo de retencdo dos padrées comerciais de ésteres metilicos com o tempo de
retencdo dos compostos de interesse nos extratos brutos metilados. Os principais acidos graxos
identificados no extrato do fungo A. daucifolii UFMGCB 7491 foram os &cidos linoleico,
palmitico e elaidico. Ja na analise do extrato vegetal CL14F, tecido do qual foi isolado, o0 &cido
palmitico apresentou a maior concentracdo, seguido pelo palmitoléico. No extrato do taxon
Diaporthe sp. 7 UFMGCB 7927 os acidos identificados em maiores concentracdes foram oléico,
linoléico, estearidonico e palmitico. Os demais acidos graxos encontraram-se em concentragdes
menores, abaixo de 10%.

A andlise dos espectros RMN *H dos extratos de Diaporthe sp. 6 UFMGCB 7696 e 7720,
e Diaporthe sp. 8 UFMGCB 7646, 7653, 7701, 7719, 7770, 7772 (C.pubiflora) exibiram sinais
semelhantes referentes a presenca de hidrogénios aromaticos e auséncia de acidos graxos (Figura
23). Considerando os seguintes fatores:

1) a semelhancga dos espectros dos isolados citados;

2) os isolados citados pertencem ao mesmo morfotipo de acordo com as caracteristicas
macromorfoldgicas;

3) os isolados foram identificados como pertencentes ao mesmo género (Diaporthe);

4) rendimento do extrato obtido ap6s o cutivo em larga escala.

Devido os fatores citados acima, o extrato de Diaporthe sp. 8 UFMGCB 7719 foi
selecionado para o fracionamento quimico biomonitorado (Figura 24). A anélise dos espectros
RMN *H dos extratos de C. pubiflora também exibiram sinais referentes & presenca da mesma

classe de substancias e foram mantidos para analises posteriores.
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Figura 23. Espectros RMN *H dos extratos de Diaporthe sp. 6 UFMGCB 7696 e 7720, e Diaporthe sp. 8 UFMGCB 7646, 7653,

7701, 7719, 7770, 7772 exibiram sinais semelhantes referentes a presenca de hidrogénios aromaticos.
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Tabela 12. Quantificacdo de acidos graxos (em porcentagem) em extratos produzidos por fungos

endofiticos e seu hospedeiro.

Acidos graxos

Fungos endofiticos

Copaifera langsdorffii

Alternaria daucifolii

Diaporthe sp.7

UFMGCB 7491 UFMGCB 7927 CLI14F
Pentadecanoico (15:0) 2,6 2,9 -
Palmitico (16:0) 25,9 18,3 50,3
Elaidico (18:1n9t) 23,6 - -
(LA) Linoleico (18:2n6c) 47,9 23,2 -
Tridecandico (13:0) - 0,5 -
Miristico (14:0) - 0,6 -
Palmitoléico (16:1) - 1,1 49,7
Estedrico (18:0) - 5,3 -
Oléico (18:1n9c) - 25,3 -
Nonadecandico (19:0) - 1,2 -
Estearidbnico (18:4n3) - 20,7 -
(EPA)  Eicosopentaendico - 0,8 -
(20:5n3)
®Valor em porcentagem, “ — “: auséncia de acidos graxos.

Diaporthe sp. 8 UFMGCB 7719 foi recultivado obtendo-se 528 mg de extrato
diclorometanico. Nas anélises de CCD, o extrato bruto foi dissolvido a 1 mg/mL em DCM e
conduzidas em silica gel (UNIPLATE™) como fase estacionaria, com um painel de misturas de
solventes como fase movel: Hexano/Acetato de Etila 8:2, Hexano/Eter 5:5, Hexano/Acetato de
Etila 5:5 e Acetato de Etila/Hexano 8:2. Apés a revelacdo com o reagente Godin, a melhor
condicdo foi obtida com a mistura Acetato de Etila/Hexano 8:2.

A cromatografia em coluna do extrato foi realizada em sistema automatizado de
purificacdo utilizando o aparelho Biotage® Isolera™ One (Biotage, Uppsala, Suécia).
Quatrocentos miligramas de extrato foi dissolvido em 2 mL de DCM e adsorvido a uma coluna
cromatografica de silica gel (40-63 um, 60 A, 40 x 150 mm). A eluicdo da coluna foi realizada
em um Biotage XP-Sil, 100 g, SNAP cartridge utilizando o fluxo de 40 mL/min, com detecc¢éo
no UV 254 e 360 nm, tendo como gradiente Hexano/Acetato de etila, com 80:20 a 0:100 volume
de 2.300 mL (57 min e 30 seg).
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Cultura de Diaporthe sp.8

UFMGCB7719

30 placasem BDA, 25 £2 °C por 15 dias
Extragdo com diclorometano

Filtragdo

Fase organica
Solvente removido

Extrato bruto
(400 mg)

Biotage XP-Sil - Hexano:Acetato de etila, 80:20 a0:100 volume de 2.300 mL
(57 min e 30 seg).

Fragdol Fracio 2 Fracio 3 || Fragdo4
68.8 mg 1498 mg 344 mg 2.8mg
\l/ RMN !He I3C RMN !He I3C \L
CL-EM

Citocalasina H

CH3 MM: 493 g/mol
C28H31NO?
Tao et al. (2008)

Figura 24. Fluxograma do fracionamento quimico biomonitorado do extrato diclorometanico de Diaporthe sp. 8 UFMGCB 7719.

Citocalasina J

MM: 451,60 g/mol
23H37NO4
Izawa etal (1989)
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Apos o fracionamento foram coletadas porg6es individuais de 22 mL em 106 tubos de
ensaio (16 x 150 mm). Cada porc¢éo obtida foi submetida a CCD (Acetato de etila/Hexano 8:2) e
de acordo com os perfis apresentados, as por¢des foram agrupadas em quatros fragoes [1 (1-63;
68,8 mg), 2 (64-80; 149,8 mg), 3 (81-96; 34,4 mg), 4 (97-106; 2,8mg)], as quais foram
concentradas em rota-evaporador e entdo submetidas ao ensaio antifingico, sendo testadas a 10 e
100 pg/ponto. Quando as fracdes foram testadas a 100 pg/ponto, a fracdo 2 exibiu zonas claras
de inibicdo do crescimento de Colletotrichum fragarie e C. gloeosporioides, com diametros dos
halos de 12 e 10 mm, respectivamente, e zona difusa de crescimento do alvo C. acutatum. A
fracdo 3 apresentou atividade antifungica contra C. fragarie, halo de 8 mm de diametro, e
atividade difusa contra C. gloeosporioides. As demais 1 e 4 ndo exibiram atividade antifungica
consideravel.

As fracBes 2 e 3 que apresentaram atividade antif(ingica foram submetidas a RMN 'H e
13C. Os sinais exibidos pelos espectros da fragdo 2, juntamente com os dados obtidos a partir do
CL-EM/EM, bem como formula molecular (m/z 494.22906 [M+H]", calculado para CzgH3;N; 07,
494.21788; m/z 492.20808 [M-H], calculado para CygH3zN1O7, 492.20223) permitiram
identificar a molécula ativa como citocalasina H (Anexos 1 — 4). Os dados de RMN corroboram
com os dados encontrados na literatura, descritos por Tao et al. (2007) (Figura 24). Para a fracdo
3, somente os dados obtidos a partir dos espectros de *H e *3C juntamente com os dados descritos
por lzawa et al. (1989) permitiram finalizar a identificacdo da substancia bioativa como

citocalasina J (Figura 24) (Anexos 5 € 6).
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5.2 DIVERSIDADE E BIOPROSPECCAO DE FUNGOS ENDOFITICOS ASSOCIADOS

A Echinacea purpurea L. (Moench.)

5.2.1 Coleta, isolamento e identificacdo dos fungos endofiticos

Uma folha e um fragmento do pedunculo saudaveis de 41 plantas de E. purpurea foram
coletados para isolamento dos fungos endofiticos, sendo utilizados cinco fragmentos de cada. Do
total de 410 fragmentos processados (10 fragmentos por individuo) foram obtidos 233 isolados
de fungos endofiticos, 124 (53%) associados as folhas e 109 (47%) ao peddnculo (Figura 25). Os
fungos endofiticos obtidos foram preservados em glicerol 15% a -80 °C e armazenados no
Natural Products Utilization Research Unit pertencente ao National Center for Natural Products
Research (ARS/NPURU/USDA).

@Folhas m®Pedunculo

Figura 25. Isolados de fungos endofiticos associados a folhas e peddnculos de Echinacea
purpurea L. (Moench.).

Os isolados de fungos endofiticos obtidos foram agrupados em 50 morfotipos de acordo
com suas caracteristicas macromorfologicas. Ao final do processo de sequenciamento foram
obtidas 42 unidades taxonémicas distintas (UTD) (Tabela 13, Figuras 26 e 27) e todos os taxons
identificados foram classificados como pertencentes ao filo Ascomycota. A classe
Sordariomycetes foi predominante com 55% dos taxons obtidos, seguinda pela classe

Dothideomycetes com 45%.
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Tabela 13. Identificacdo dos fungos endofiticos associados a Equinacea purpurea utilizando o programa BLASTN, o banco de sequéncias do NCBI

GenBank, bem como anélises filogenéticas utilizando o programa MEGA 6.

Cadigo do Tecido de N°de  Sequéncia tipo de referéncia do BLAST Cobertura  ldentidade N° pb de o . .
isolado® isolamento” isolados  (NUmero de acesso GenBank) (%) (%) analisados Espécie ou grupo taxonomico sugerido
EPU10FB F 1 Alternaria alternata (KF913536) 100 100 475 Alternaria longipes (KP057248)
EPU24CB P 1 Alternaria sp. (JX909350) 100 100 496 Alternaria arbusti (KP057249)
EPUL7FC F,P 4 Alternaria alternata (JF835812) 100 100 463 Alternaria arborescens (KP057250)
EPU27FB F, P 7 Alternaria alternata (KJ173524) 100 100 404 Alternaria sp. (KP127976)

EPU10CC F, P 5 Alternaria tenuis (KF951007) 100 100 535 Alternaria tenuissima (KP127977)
EPUGCA F, P 81 Alternaria tenuissima (KJ082100) 100 100 544 Alternaria alternata (KP127978)
EPU38CA P 2 Biscogniauxia mediterranea (KF850388) 100 100 516 Biscogniauxia mediterranea (KP127979)
EPU26CB P 1 Botryosphaeria dothidea (JQ260829) 100 99 428 Botryosphaeria dothidea (KP127980)
EPU32CA P 1 Cercospora zebrina (KC172066) 100 100 502 Cercospora cf. citrulina (KP127981)
EPU7FD F 1 Cercospora ariminensis (KF251297) 100 100 456 Cercospora cf. helianthicola (KP127982)
EPU20CD P 1 Cladosporium sp. (KC339771) 100 100 487 Cladosporium cladosporioides (KP127983)
EPU7CB F,P 3 Cladosporium sp. (KJ361498) 100 100 452 Cladosporium sp. (KP127984)

EPU38FC F,P 34 Colletotrichum dematium (KC790957) 100 100 536 Colletotrichum dematium (KP127985)
EPU19FB F 1 Colletotrichum trifolii (AF451909) 100 100 559 Colletotrichum destructivum (KP127986)
EPUGCB F, P 4 Colletotrichum sp. (KC110789) 100 99 536 Colletotrichum spaethianum (KP127987)
EPU39FE F, P 6 Colletotrichum gloeosporioides (JX867216) 100 100 553 Colletotrichum trifolii (KP127988)
EPU12FB F, P 4 Colletotrichum truncatum (KC954708) 100 100 545 Colletotrichum lineola (KP127989)
EPU17CA P 1 Colletotrichum acutatum (KF717039) 100 100 426 Colletotrichum sp. 1 (KP127990)
EPU3FA F 1 Colletotrichum boninense (JX258781) 100 100 563 Colletotrichum sp. 2 (KP127991)
EPU24FB F 2 Colletotrichum destructivum (KF181248) 100 99 556 Colletotrichum sp. 3 (KP127992)
EPUSFB F,P 5 Colletotrichum fructicola (KJ185128) 100 100 359 Colletotrichum sp. 4 (KP127993)
EPU22FA F,P 4 Colletotrichum gloeosporioides (JX258743) 100 99 569 Colletotrichum sp. 5 (KP127994)
EPU35CC P 1 Colletotrichum gloeosporioides (KJ174398) 100 99 470 Colletotrichum sp. 6 (KP127995)
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EPU24CA
EPUSFF
EPU32FB
EPU18FB
EPU36CA
EPU9CB
EPU13CC
EPU33CB
EPU22CB
EPU34CA
EPU29FA
EPU6FD
EPU1CB
EPU36FB
EPU2CA
EPU30CD
EPU23FB
EPUGCC
EPU12FC

F.P
F.P

W U M U M M UV TV UV TV O

nm
v o

F,P

W NP NP W, PN PP PN OO

e =
N O

2

Diaporthe angelicae (KC343027)
Diaporthe hordei (KC343120)

Diaporthe sp. (HQ449993)

Didymella sp. (HQ607826)

Fusarium armeniacum (KF944456)
Fusarium tricinctum (KC831591)
Nigrospora oryzae (EU436680)

Periconia sp. (HQ607981)

Pestalotiopsis (KF228021)
Stagonosporopsis cucurbitacearum (AB714986)
Phoma sp. (KF850398)

Phomopsis sp. (AY745019)

Phomopsis sp. (JF431292)

Phyllosticta sp. (DQ377928)

Fungal sp. (GQ996066)

Sordariomycetes sp. (JQ761494)
Stagonosporopsis dennisii (GU237899)
Stagonosporopsis heliopsidis (GU237924)
Phoma valerianellae (GU128539)

100
100
94
100
100
100
99
100
100
100
99
100
100
99
97
100
100
100
99

98
97
99
99
100
100
100
100
100
99
100
99
99
99
97
100
100
100
99

505
253
444
509
523
460
528
534
524
518
512
479
527
582
475
710
452
457
517

Diaporthe cuppatea (KP127996)
Diaporthe sp. 1 (KP127997)

Diaporthe sp. 2 (KP127998)

Didymella sp. (KP127999)

Fusarium sporotrichioides (KP128000)
Fusarium sp. (KP128001)

Nigrospora oryzae (KP128002)
Periconia sp. (KP128003)
Pestalotiopsis sp. (KP128004)

Phoma sp. (KP128005)

Phoma novae-verbascicola (KP128006)
Phomopsis sp. 1 (KP128008)
Phomopsis sp. 2 (KP128009)
Phyllosticta pyrolae (KP128010)
Sordariomycetes sp. 1 (KP128011)
Sordariomycetes sp. 2 (KP128012)
Stagonosporopsis sp. 1 (KP128013)
Stagonosporopsis sp. 2 (KP128014)
Stagonosporopsis valerianellae (KP128007)

%Isolado submetido & anélise filogenética baseada no sequenciamento da regido transcrita interna (ITS) da regido génica do rRNA. "Tecido de isolamento, F: folha, P:
pedinculo. “Posicdo taxondmica sugerida.
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Figura 26. Analise filogenética das sequéncias de fungos endofiticos (em negrito) associados a Equinacea purpurea comparadas com sequéncias de espécies tipo
ou de referéncia depositadas no GenBank préximas apos analises realizadas utilizando o BLAST. As arvores foram construidas com base nas sequéncias da
regido transcrita interna ITS da regido génica do rRNA, utilizando o método Maximum composite likelihood. As arvores representam as analises dos géneros: (a)
Alternaria, (b) Cercospora, (c) Diaporthe, (d) Cladosporium, (e) Colletotrichum, (f) Fusarium.
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Figura 27. Andlise filogenética das sequéncias de fungos endofiticos (em negrito) associados a Equinacea purpurea comparadas com sequéncias de espécies tipo
ou de referéncia depositadas no GenBank préximas apds andlises realizadas utilizando o BLAST. As arvores foram construidas com base nas sequéncias da
regido transcrita interna ITS da regido génica do rRNA, utilizando o método Maximum composite likelihood. As arvores representam as andlises dos géneros: (a)
Phyllosticta, (b) Didymella, (c) Phoma, (d) Stagonosporopsis.
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Dentro da comunidade endofitica, 12 taxons representaram componentes intermediarios
(frequéncia >1,71 e <4,29) variando de 10 a quatro isolados obtidos, 17 ocorreram como
singletos, ou seja, com apenas um isolado, e dois foram identificados em nivel de classe
(Sordariomycetes sp. 1 EPU2CA e Sordariomycetes sp.2 EPU30CD). Os géneros Alternaria,
Colletotrichum e Stagonosporopsis foram os dominantes com 99 (42,5%), 63 (27%) e 24 (10%)
isolados, respectivamente. Destes, A. alternata, C. dematium e Stagonosporopsis sp. 2

representaram >54.5% da frequéncia total de isolados dentro da comunidade.

5.2.2 Andlise da diversidade de fungos endofiticos associados a E. purpurea

A abundancia dos taxons endofiticos associados a E. purpurea variou de 0,42 a 34,96% e
A. alternata foi o mais abundante com 34,76% (Tabela 14). A abundancia de cada tdxon nas
partes vegetais selecionadas para o isolamento dos fungos endofiticos (folha e peddnculos) foi
maior nas folhas. A maioria dos géneros identificados associados a E. purpurea foram obtidos de
ambas. O género Phyllosticta foi isolado exclusivamente das folhas. Em contrapartida seis
géneros (Biscogniauxia, Botryosphaeria, Fusarium, Nigrospora, Periconia e Pestalotiopsis)
foram isolados somente dos pedunculos.

O indice de Fisher-o exibiu valores de 9,43 para espécies de fungos associadas as folhas e
16,09 para os pedunculos de E. purpurea, sugerindo gque a diversidade de espécies associadas aos
pedinculos foi maior em relacdo as folhas. Os pedunculos de E. purpurea apresentaram indice
de riqueza de espécies mais alto (Margalef = 6,82) quando comparado com as folhas (Margalef =
4,97). O indice de dominéancia (Simpson) foi mais alto para a comunidade de espécies associada
aos pedunculos (0,82) em relacdo as folhas (0,72) (Tabela 15). Nenhuma das curvas de rarefacéo
de espécies atingiu uma assintota, indicando que a diversidade total (riqueza e composicao de
espécies) néo foi obtida (Figura 28).
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Tabela 14. Numero de isolados e abundancia dos fungos endofiticos associados a folhas e pedunculos de Equinacea purpurea.

Espécie endofitica _ Folhas _ _ PedunculosA . _ Total _
N isolados  Abundéncia (%) NCisolados Abundancia (%) N°isolados  Abundancia (%)
Alternaria longipes 1 0,42 0 0 1 0,42
Alternaria arbusti 0 0 1 0,42 1 0,42
Alternaria arborescens 2 0,85 2 0,85 4 1,71
Alternaria sp. 5 2,14 2 0,85 7 3,00
Alternaria tenuissima 2 0,85 3 1,28 S 2,14
Alternaria alternata 48 20,60 33 14,16 81 34,76
Biscogniauxia mediterranea 0 0 2 0,85 2 0,85
Botryosphaeria dothidea 0 0 1 0,42 1 0,42
Cercospora cf. citrulina 0 0 1 0,42 1 0,42
Cercospora cf. helianthicola 1 0,42 0 0 1 0,42
Cladosporium cladosporioides 0 0 1 0,42 1 0,42
Cladosporium sp. 1 0,42 2 0,85 3 1,28
Colletotrichum dematium 27 11,58 7 3,00 34 14,59
Colletotrichum destructivum 1 0,42 0 0 1 0,42
Colletotrichum spaethianum 2 0,85 2 0,85 4 1,71
Colletotrichum trifolii 4 1,71 2 0,85 6 2,57
Colletotrichum lineola 3 1,28 1 0,42 4 1,71
Colletotrichum sp. 1 0 0 1 0,42 1 0,42
Colletotrichum sp. 2 1 0,42 0 0 1 0,42
Colletotrichum sp. 3 2 0,85 0 0 2 0,85
Colletotrichum sp. 4 3 1,28 2 0,85 5 2,14
Colletotrichum sp. 5 2 0,85 2 0,85 4 1,71
Colletotrichum sp. 6 0 0 1 0,42 1 0,42
Diaporthe cuppatea 0 0 6 2,57 6 2,57
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Diaporthe sp. 1 1 0,42 0 0 1 0,42
Diaporthe sp. 2 2 0,85 3 1,28 5 2,14
Didymella sp. 1 0,42 1 0,42 2 0,85
Fusarium sporotrichioides 0 0 1 0,42 1 0,42
Fusarium sp. 0 0 1 0,42 1 0,42
Nigrospora oryzae 0 0 2 0,85 2 0,85
Periconia sp. 0 0 6 2,57 6 2,57
Pestalotiopsis sp. 0 0 1 0,42 1 0,42
Phoma sp. 0 0 1 0,42 1 0,42
Phoma novae-verbascicola 3 1,28 0 0 3 1,28
Phomopsis sp. 1 1 0,42 0 0 1 0,42
Phomopsis sp. 2 0 0 2 0,85 2 0,85
Phyllosticta pyrolae 1 0,42 0 0 1 0,42
Sordariomycetes sp. 1 0 0 2 0,85 2 0,85
Sordariomycetes sp. 2 0 0 3 1,28 3 1,28
Stagonosporopsis sp. 1 3 1,28 7 3,00 10 4,29
Stagonosporopsis sp. 2 6 2,57 6 257 12 5,15
Stagonosporopsis valerianellae 1 0,42 1 0,42 2 0,85
Total 124 109 233
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Tabela 15. indices de diversidade dos fungos endofiticos isolados de Equinacea purpurea.

Planta Hospedeira

indices Echinacea purpurea
Folhas Pedlnculos Total
Simpson 1-D 0,79 0,88 0,84
(0,72/0,83) (0,82/0,91)  (0,79/0,87)
Margalef 4,97 6,82 7,52
(3,31/4,77) (4,68/6,18)  (5,32/6,97)
Fisher o 9,43 16,09 14,96

(5,33/8,86) (8,90/13,67) (9,16/13,39)

*QOs nlmeros entre parénteses representam 0s menores e maiores valores de diversidade, respectivamente. Os
resultados foram obtidos com um intervalo de confianga de 95% e os valores de bootstrap foram calculados a partir

de 1.000 repeticdes.

Taxons (95% confianga)

o s NN
Mo Sp 5

[ I R I )

+ 7

Taxons (95% confianca)

T T T T T T T T T
12 24 36 48 60 72 84 96 108
Numero de isolados

T T T T T T T
16 32 48 64 80 96 112
Nimero de isolados

C

il N 0 I G L T N
QUG QUNQ Qg

Taxons (95% confianga)

25 50 7510M25150175200225
Niumero de isolados

Figura 28. Curva de rarefacdo de espécies (indice de Mao-Tau) da comunidade de fungos
endofiticos associados a Equinacea purpurea. As curvas foram construidas com intervalo de
95% de confianca: (a) amostragem de folhas, (b) amostragem do pedunculo, (c) amostragem

total.

120



10

15

20

5.2.3 Determinacéo da atividade antifungica pelo método de bioautografia

Os 233 extratos diclorometénicos obtidos do cultivo dos fungos endofiticos foram
avaliados pelo método de bioautografia. Destes, 29 extratos (12%) apresentaram atividade
antifangica contra uma ou mais especies alvo, com halos variando de 4 a 14 mm, e 76 (33%)
apresentaram zonas difusas de crescimento contra pelo menos um alvo (caracteristica de extratos
fungistaticos). Dos 29 extratos ativos, somente um extrato do fungo EPU21FC (isolado de folha
de E. purpurea) apresentou atividade seletiva contra C. fragarie e inibiu o crescimento fangico
com halo de inibicdo de 8 mm de diametro. Ja a espécie C. gloeosporioides foi menos sensivel
entre os demais alvos, considerando que 20 extratos apresentaram atividade antifingica e nove
atividades difusas.

Nenhum dos 41 extratos diclorometanicos produzidos a partir das folhas apresentaram
atividade antifangica na bioautografia. Entretanto, nove (11%) dos 41 extratos produzidos a
partir das hastes florais apresentaram atividade frente ao crescimento de pelo menos um dos
fungos alvo, com zonas de inibi¢do variando entre 6,5 e 17,5 mm de didmetro. Cinco extratos de
hastes florais apresentaram atividade seletiva, dois frente a C. gloeosporioides e trés frente a C.
acutatum. De acordo com rendimento do extrato e atividade antifingica (halo claro ou nao e
didmetro), dentre os que 29 extratos considerados ativos, oito (28%) foram selecionados para
andlise quimica (Tabela 16), sendo a primeira etapa realizada a partir da triagem por meio da

espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H.
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Tabela 16. Atividade antifingica de extratos diclorometanicos dos fungos endofiticos associados a Equinacea purpurea pelo

método de bioautografia frente espéecies Colletotrichum.

Inibicéo do crescimento fingico (mm)® + DP°

Tecido/Espécime de

Taxon Cadigo do isolado isolamento Colletotrichum Colletotrichum Colletotrichum
fragarie gloeosporioides acutatum
Biscogniauxia mediterranea EPU38CA P/38 9+0,17 10+1,4 8+0,88
Colletotrichum sp. 4 EPU30CA P/30 8+1.2 7+0,35 7+16
Colletotrichum sp. 4 EPUSFB F/8 80 70 704
Diaporthe cuppatea EPU24CA P/24 60 6 +0,35 71
Fusarium sporotrichioides EPU36CA P/36 8+1,6 4+6 9+5
Fusarium sp. EPU9CB P/9 5+0 5+09 5+0,5
Nigrospora oryzae EPU13CA P/13 80,7 10+5 8+05
Sordariomycetes sp. 2 EPU40CE P/40 9+49 9+1,6 10+1,6
Controles Captan 13+£1,7 13+15 12+25
Benomil 00 0x0 00
Azoxistrobilurina zd 22+0 zd
Ciprodinil zd zd zd

aMédia das dimensbes das zonas de inibicdo do crescimento fingico (mm). ®DP: desvio padréo. F: folha, P: pedinculo, zd: zona difusa. Concentracdes: extratos flngicos:
160 pg/ponto, captan testado a 1,2 pg/ponto, benomil a 1,16 pg/ponto, azoxistrobilurina a 1,61 pg/ponto, ciprodinil a 0,9 pg/ponto.
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5.2.4 Andlise quimica, fracionamento biomonitorado e identificacdo dos metabolitos

bioativos

Os extratos dos fungos, selecionados de acordo com a Tabela 16, foram submetidos a
espectroscopia de RMN *H a fim de selecionar quais seriam utilizados no fracionamento quimico
visando a purificacdo e identificacdo dos metabdlitos responsaveis pela atividade antifungica. Os
espectros de RMN *H dos extratos de Colletotrichum sp. 4 EPUSFB (Anexo 22), Fusarium sp.
EPU9CB (Anexo 23), Nigrospora oryzae EPU13CA (Anexo 24), Colletotrichum sp. 4
EPU30CA (Anexo 25), Fusarium sporotrichioides EPU36CA (Anexo 26) e Sordariomycetes
sp.2 EPU40CE (Anexo 27) exibiram sinais referentes a presenca majoritaria de acidos graxos, 0s
quais foram submetidos a analise de Cromatografia Gasosa com Detector por lonizacdo em
Chama (CG-DIC) e confirmada a presenca de uma mistura de 16 acidos graxos (Tabela 17). O
acido palmitico foi o predominante e encontrado em todos os extratos brutos analisados. Este
acido foi também majoritario nos extratos de Colletotrichum sp. 4 EPU8FB, N. oryzae
EPU13CA e Colletotrichum sp. 4 EPU30CA. O acido y-linolénico foi majoritario nos extratos de
Fusarium sp. EPU9CB e F. sporotrichioides EPU36CA e o acido linoleico no extrato de
Sordariomycetes sp. 2 EPU40CE. Uma mistura de 11 acidos graxos foi identificada somente no
extrato produzido a partir de F. sporotrichioides EPU36CA, com o acido palmitoléico em menor
porcentagem, e y-linolénico em maior.

Os extratos de Diaporthe cuppatea EPU24CA e Biscogniauxia mediterranea EPU38CA
exibiram sinais que indicaram a presenca de hidrogénios aromaticos referentes a presenca de um
e dois metabdlitos aromaticos, respectivamente, sendo, portanto selecionados para cultivo em
larga escala e porterior fracionamento quimico biomonitorado. No cultivo em larga escala do
isolado D. cuppatea EPU24CA, 304 placas de Petri contendo o meio de cultura BDA foram
utilizadas, as quais renderam 1,4785 g de extrato bruto diclorometénico. Inicialmente, o extrato
foi dissolvido a 1 mg/mL em DCM e submetido a analise em CCD, a fim de selecionar o sistema
de solvente da fase mdvel para o fracionamento. Dentre todas as misturas testadas como fase
movel (Hexano/Acetato de Etila 5:5, Acetato de Etila/Hexano 8:2, Hexano/Eter 5:5,
Hexano/Acetato de Etila 8:2 e Hexano/Eter 2:8), a que apresentou melhor resultado de separagéo
foi Hexano/Eter 5:5.
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Tabela 17. Quantificacdo de acidos graxos (em porcentagem) em extratos produzidos por fungos endofiticos associados a Echinacea

purpurea.

Fungos endofiticos

Acidos graxos Colletotrichum sp. 4 Fusarium sp. Nig:;;ggra Colletotrichum spolr:outsr?g#:g; dos  SOrdariomycetes sp. 2
EPUSFB EPU9CB EPU13CA sp. 4 EPU30CA EPU36CA EPU40CE

Palmitico (16:0) 44,0 3,6 24,2 47,4 22,1 25,9
Elaidico (18:1n9t) 29,9 - - - - -
Linoleico (18:2n6c¢) 26,1 - - 11,9 - 36,1
Tridecandico (13:0) - 1,3 17,6 7,7 4,5 13,6
Oléico (18:1n9c) - 2,5 6,3 19,5 4,2 16,4
y-linolénico (18:3n6) - 91,7 - - 42,9 -
Araquidico (20:0) - 0,8 - - 2,3 -
Capradico (6:0) - - 7,9 - - -
Caprilico (8:0) - - 19,3 - 7,2 -
Caprico (10:0) - - 12,9 - 5,2 -
Laurico (12:0) - - 2,2 - - -
Miristoléico (14:1) - - 5,8 6,1 2,5 4,8
Estearico (18:0) - - 3,7 7.4 - -
Undecandico (11:0) - - - - 3,5 3,2
Miristico (14:0) - - - - 3,6 -
Palmitoléico (16:1) - - - - 19 -

#Valor em porcentagem, - “: auséncia de 4cidos graxos.
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A cromatografia em coluna do extrato foi realizada em sistema automatizado de
purificagao utilizando o aparelho Biotage®Isolera™ One (Biotage, Uppsala, Suécia). Um grama
de extrato bruto foi dissolvido em 4 mL de DCM e adsorvido a uma coluna cromatogréafica de
silica gel (40-63 um, 60 A, 40 x 150 mm). A eluicéo da coluna foi realizada em um Biotage XP-
Sil, 100 g, SNAP cartridge correndo a 50 mL/min, com detec¢do no UV 254 e 360 nm, sendo o
gradiente Hexano:Eter dietilico, em gradiente 100:0 a 60:40 volume de 600 mL (12 min) seguido
por 60:40 a 0:100 volume de 1600 mL (32 min), finalizando com 0:100 volume de 400 mL (8
min). Apos o fracionamento, por¢des individuais de 22 mL foram coletadas em 122 tubos de
ensaio (16 x 150 mm), submetidas & CCD (Hexano/Eter 5:5) e, de acordo com os perfis
apresentados, agrupadas em 10 fracGes [1 (1-17; 5 mg), 2 (18-19; 22,8 mg), 3 (20-24; 299,1 mg),
4 (25-34; 12,2 mg), 5 (35-37 10,2 mg), 6 (38-43; 59,8 mg), 7 (44-45; 15 mg), 8 (46-54; 122,5
mg), 9 (55-83; 26,4 mg), 10 (84-122; 13,6 mg)].

As fracdes obtidas foram concentradas em rota-evaporador e posteriormente submetidas
ao ensaio de bioautografia sendo testadas sob as concentragbes de 10 e 100 ug frente aos alvos
C. fragarie, C. gloeosporioides e C. acutatum. No primeiro ensaio realizado, as fragdes 4, 9 e 10
apresentaram atividade contra pelo menos um microrganismo alvo testado. A fra¢do F4 inibiu o
crescimento das trés espécies fungicas com halos de inibicdo de 5 mm de didmetro para cada
uma. Contudo, no ensaio de confirmacdo, esta mesma fracdo ndo mais apresentou atividade
antifingica frente a nenhum alvo. Posteriormente, foram realizados novos ensaios a fim de
comprovar a atividade antifungica e os resultados foram negativos. Pode-se inferir que tenha
ocorrido a perda da atividade em funcdo de fatores como alteracdes fisico-quimicas
imperceptiveis durante o processo de armazenamento ou mesmo devido a instabilidade da(s)
substancia(s) ativa(s) presentes na fracdo, que podem ter sido degradadas ao longo do processo.

A fracdo 9 apresentou atividade seletiva contra C. fragarie a 100 pg e atividade
fungistatica, devido o aparecimento de halo difuso, contra os demais alvos. A fracdo 10
apresentou atividade antifangica frente as trés espécies alvos testadas, com halos de inibigéo de 3
mm de didmetro contra C. gloeosporioides e C. acutatum, e 5 mm contra C. fragarie. Espectros
de RMN *H e C e cromatogramas de CG-EM indicaram a presenca predominante de &cidos
graxos compondo as fracdes 9 e 10. Estas fracOes, juntamente com a F4, foram posteriormente

submetidas a analises de CG-DIC sendo confirmada uma mistura de 36 acidos graxos (Tabela

125



18). O é&cido oléico foi majoritario para a fracdo 4, acido pinolénico para a fracdo 9 e

linolelaidico para a fracéo 10.

Tabela 18. Quantificacdo de é&cidos graxos (porcentagem) em fracfes obtidas pelo

fracionamento do extrato diclorometanico de Diaporthe cuppatea EPU24CA.

Acidos graxos Fragtes

F4 F9 F10
Caproico (6:0) 83,2 - -
Caprilico (8:0) - 0,0 0,1
Caprico (10:0) 7,3 0,1 0,1
Undecandico (11:0) - - 0,3
Laurico (12:0) - 0,2 0,3
Tridecandico (13:0) 1,4 0,1 -
Miristico (14:0) 1,3 0,1 0,6
Miristoléico (14:1) 0,6 0,0 0,1
Pentadecanoico (15:0) - - 0,1
Cis-10-pentadecendico (15:1) 1,5 - 11,3
Palmitico (16:0) 12,8 - 15
Palmitoléico (16:1) - 0,3 0,3
Heptadecandico (17:0) - 0,6 0,5
Cis-10-Hepadecendico (17:1) - 0,1 -
Estearico (18:0) 7,5 1,5 2,2
Oléico (18:1n9c) 38,2 10,7 0,3
Elaidico (18:1n9t) - 0,4 1,3
(LA) Linoléico (18:2n6c) 12,8 - 2,6
Linolelaidico (18:2n6t) - 0,2 44,3
y-Linolénico (18:3n6) - 0,1 1,1
Pinolénico (18:3n6) - 67,3 -
Estearid6nico (18:4n3) 2,9 3,3 1,4
(ALA) o-Linolénico (18:3n3) - - 0,7
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Nonadecandico (19:0) - 0,5 0,1

Araquidico (20:0) - - 1,2
cis-11-Eicosendico (20:1) - 2,9 -
cis-11-14-Eicosadiendico (20:2) - - 7,7
Heneicosanoico (21:0) - 1,7 -
Siaddnico (20:3n6) - 1,1 0,2
Cis-8-11-14-Eicosatriendico (20:3n6) - - 0,2
Araquidodnico (20:4n6) - 1,6 -
(ETE) cis-11,14,17-Eicosatrienoico

(20:3n3) 1,9 2,0 0,2
(EPA) Eicosopentaendico (20:5n3) 8,7 - 0,2
Beénico (22:0) - 4,9 3,1
Erdcico (22:1n9) - - 15
(DHA) Docosa-hexaenoico (22:6n3) - - 26,9

®valor em porcentagem, - “: auséncia de dcidos graxos.

O cultivo em larga escala de Biscogniauxia mediterranea EPU38CA foi realizado em 238
placas de Petri contendo BDA, as quais renderam 2,0655 g de extrato bruto diclorometanico.
Inicialmente, o extrato foi diluido a 1 mg/mL para realizacdo da CCD com um painel de misturas
de solventes como fase movel: Hexano/Acetato de Etila 5:5, Acetato de Etila/Hexano 8:2,
Hexano/Eter 5:5, Hexano/Acetato de Etila 8:2 e Hexano/Eter 2:8. Dentre essas misturas, 0

melhor resultado foi Hexano/Eter 5:5 (Figura 29).
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Cultura de Biscogniauxia mediterranea
EPU38CA

238 placas em BDA, 25 £ 2°C por 15 dias
Liofilizadas por 48 horas

Extragdo com diclorometano

Filtragdo

y
Fase organica

Solvente removido (Rendimento: 2.0655g)

Extrato bruto
(1g)

WV y N\ N N\ N N\ N\ N\
Fragio 1 Fragio 2 Fragio 3 Fragio 4 Fracdo 3 Fracdo 6 Fragio 7 Fracio 8 Fracdo 9 Fracdo 10 Fracido 11
(4.8mg) (66.2 mg) (134,6 mg) (32 mg) (26.5 mg) 33 mg) (332 mg) (70.8 mg) (67.6 mg) (16,1 mg) (21,5 mg)

Presenca de acidos
graxos

AeB,
samealhant=
F5

Analises CG-EM

1
1
1
1
1
1
i
Substincias E
1
1
:
1
1
1

AnilisesCG-EM /RMN 'He I5C

Biotage XP-Sil - Hexano:Eter dietilico, 100:0 2 0:100 volume de 1600 mL (32 min),
finalizando com 0:100 volume de 600 mL (12 min).
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Substincia A

Fracdo 5

Purificagdo- CLAE (Azilent 1200 / Coluna
Aszilent Zorbax RX-SIL, 9.4x 230 mm, 5 um).
Método analitico: 100% Haxano/CHCL; a
100% CHCI, por 25 mimutos sazuido por 5
minutos dz lavazem da colunacomhaxano =

11.8 mg

122 ibrio.
.| Substincia B
64 mg
Analises CG-EM
RMN !He I3C
CL-EMEM

(-)-5-metilmeleina
OH 0

O

\\\\\

Me

MM: 192 g/mol
C11H1203
Carpenter et al. (1980)

H

OH O

H,CO

MM: 22224 g/mol
C12H1404
De Alvarenga et al. (1978)

()(3R)-8-hidroxi-6-m et6xi-3,5-

dimetil-3.4-diidroisocumarina

Fracdo 8 Fracdo 9 Fracdo 10 Fracdo 11
U |
Acidos Caprilico. Acidos Caproéico. Caprilico,

Undecanoico, Laurico,
Tridecanoico, Palmitico,
Cis-10-Hepadecenoico .
Estearico, Pinolénico,
Heneicosanodico,
Eicosopentaenoico.
Docosa-hexaenoico.

W

Acidos Capréico, Caprilico,
Undecanoico, Laurico,
Palmitico, Estearico, Oleico, y-
Linolénico. Estearidonico,
Heneicosanoico,
Araquidonico, cis-11.14.17-
Eicosatrienoico.
Eicosopentaenoico, cis-13-16-
Docosadienéico, Tricosanéico.

Caprico. Laurico. Tridecanoico.
Miristico. Pentadecandico.
Palmitico, Palmitoleico,
Heptadecanoico. Estearico,
Oleico. Linoleico, y-Linolénico,
a-Linolénico, cis-11-
Eicosenoico, cis-11-14-
Eicosadienoico, Heneicosanoico.
Siadénico. Araquidénico.
Docosapentaenodico, Lignocérico.

Analise GC-FID

Acidos Caprilico. Caprico.
Launco. Tridecanoico,
Miristico, Pentadecanoico.
Palmitico, Heptadecanoico.
Cis-10-Hepadecenaoico.
Estearico. Oleico. Pinolénico.
Nonadedcanaoico. cis-11-
Eicosenoico,. Heneicosanoico,
Siadénico, Cis-8-11-14-
Eicosatrienoico, Araquidénico.
cis-11.14.17-Eicosatriendico.

Figura 29. Fluxograma de fracionamento quimico biomonitorado do extrato diclorometanico de Biscogniauxia mediterranea

5 EPUS3SCA.
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A cromatografia em coluna do extrato foi realizada em sistema automatizado de
purificagao utilizando o aparelho Biotage®Isolera™ One. Um grama de extrato bruto foi
dissolvido em 6 mL de DCM e adsorvido a uma coluna cromatografica de silica gel (40-63 um,
60 A, 40 x 150 mm). A eluicdo da coluna foi realizada em um Biotage XP-Sil, 100 g, SNAP
cartridge utilizando o fluxo de 50 mL/min, com detec¢do no UV 254 e 360 nm, tendo como
gradiente Hexano:Eter dietilico, com 100:0 a 0:100 volume de 1600 mL (32 min), finalizando
com 0:100 volume de 600 mL (12 min).

Apbs o fracionamento, 102 tubos (16 x 150 mm) foram coletados em porcdes individuais
de 22 mL, sendo cada porcdo submetida & CCD (Hexano/Eter 5:5). De acordo com os perfis
apresentados, as por¢des foram agrupadas em 11 fragdes [1 (1-16; 4,8 mg), 2 (17-20; 66,2 mg), 3
(21-24; 134,6 mg), 4 (25-29; 5,2 mg), 5 (30-34; 26,5 mg), 6 (35-37; 3,3 mg), 7 (38-41; 53,2 mg),
8 (42-46; 70,8 mg), 9 (47-50; 67,6 mg), 10 (51-54; 16,1 mg), 11 (55-105; 21,5 mg)],
concentradas em rota-evaporador e posteriormente submetidas ao ensaio de bioautografia. As
fracbes 5, 6, 8, 9, 10 e 11 apresentaram atividade antifungica frente a pelo menos uma espécie
alvo testada. Com destaque para a F5 que inibiu o crescimento de todos os alvos a 10 e 100 ug.
As fracdes 9 e 11 apresentaram atividade seletiva contra C. fragarie e difusa contra as demais
(Tabela 19).

As fracBes 8 a 11 foram submetidas & CG-EM e os cromatogramas demonstraram a
presenca de picos caracteristicos de acidos graxos, dados que foram confirmados a partir dos
espectros de RMN *H e C, os quais exibiram sinais também caracteristicos deste grupo de
substancias. Posteriormente, estas fracdes foram submetidas & CG-DIC a fim de identificar quais
acidos graxos estavam presentes nas amostras. Uma mistura de 33 &cidos foi identificada, sendo
acido pinolénico majoritario para as fracdes 8 e 11, heneicosandico para a fragdo 9 e caproico
para a fragdo 10 (Tabela 20).

Na anélise de CG-EM das fracGes F5 e F6, os cromatograma exibiram a presenca de duas
substancias semelhantes com pesos moleculares de 192 g/mol (substancia A) e 222 g/mol
(substancia B) (Figura 30). Considerando que a fracdo 5 apresentou maior rendimento, esta foi
selecionada para purificagdo por meio da CLAE, processo que resultou no isolamento de duas
substancias puras, F5-A (11,8 mg) e F5-B (6,4 mg), confirmadas a partir de nova analise de CG-

EM. As sub-fracdes obtidas foram submetidas & espectroscopia de RMN *H e *C, sendo os
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espectros de *3C registrados em experimentos de DEPT de 90 e 135°, experimentos de COSY,
além de anélises de CL-EM/EM.

4500000

4000000 MM: 192
3500000
3000000
- 2500000
2 MM: 222
g 2000000
o
-
1500000
1000000
500000
0
0 10 20 30 40 50 60 70 70
-500000

Retention time (min) Retention time (min)

Figura 30. Cromatograma de CG-EM das substancias A e B. a. Fragdo F5. b. Fracéo F6.

Os sinais exibidos pelos espectros da sub-fracdo F5-A, juntamente com os dados obtidos
a partir do CL-EM/EM (m/z 193.09086 [M+H]", calculado para CiiH130s, 193.08647; m/z
191.05360 [M-H]" calculado para C;1H1103, 191.07082), permitiram identificar a molécula ativa
como (-)-5-metilmeleina. Os dados de RMN 3C obtidos se assemelham com os dados descritos
por Carpenter et al. (1980), que confirmam a estrutura descrita por estes autores com a estrutura
da (-)-5-metilmeleina identificada neste trabalho (Figura 31).

Os sinais exibidos pelos espectros da sub-fragdo F5-B, juntamente com os dados obtidos
a partir do CL-EM/EM (m/z 223.07923 [M+H]", calculado para CiyHi504 223.09703;
245.05059 [M+Na]", calculado para Ci,H14Na;0,4, 245.07898; 467.16819 [2M+Na]", calculado
para Cy4H2sNa;Og, 467.16819), permitiram identificar a molécula ativa como (-)(3R)-8-hidroxi-
6-met6xi-3,5-dimetil-3,4-diidroisocumarina. Os dados de RMN *3C obtidos se assemelham
com os dados descritos por De Alvarenga et al. (1978), que confirmam a estrutura descrita por

estes autores com a estrutura identificada neste trabalho (Figura 31).
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Tabela 19. Atividade antifingica das fracdes obtidas a partir do extrato bruto de Biscogniauxia mediterranea EPU38CA.

Inibicéo do crescimento fiingico (mm)? + DPP

Colletotrichum fragarie Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum acutatum

Cadigo do extrato

10 pg 100 pg 10 pg 100 pg 10 pg 100 pg
EPU38CA/F1 0+0 zd 0+0 0+0 00 00
EPU38CA/F2 0+0 2d 0+0 0+0 0+0 00
EPU38CA/F3 040 0+0 0+0 0+0 00 0+0
EPU38CA/F4 zd zd 0+0 zd 00 zd
EPUSBCA/FS 410 9+0,5 2416 614 311 5407
EPU38CA/F6 3+04 8+04 zd 4+28 0+0 5+1,2
EPUSSCAJFT 00 zd 0+0 0+0 0+0 «d
EPU38CA/F8 2 4+04 0+0 zd 040 3+0
EPU38CA/F9 7d 3+07 zd zd 00 zd
EPU38CA/F10 1421 11+21 zd 9+67 zd 6+25
EPU38CA/F11 2 4+05 0+0 zd 0+0 zd
EPU38CA 0+0 2404 0+0 zd 0+0 zd
Captan 21+1,3 16 £5,5 15+25
Benomil 12 +10,3 5+8,7 zd
Azoxistrobilurina zd zd zd
Ciprodinil zd zd zd

¥Média das dimensdes das zonas de inibicdo do crescimento fangico (mm). "DP: desvio padréo. Concentrages: captan: 1,2 pg/ponto, benomil: 1,16 pg/ponto, azoxistrobilurina:

1,61 pg/ponto, ciprodinil: 0,9 pg/ponto.
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Tabela 20. Quantificacdo de acidos graxos (porcentagem) em fracdes obtidas pelo fracionamento

do extrato diclorometanico de Biscogniauxia mediterranea EPU38CA.

Acidos graxos Fragoes
EPU 38C-A/F8 EPU 38C-A/F9 EPU 38C-A/F10 EPU 38C-A/F11

Caprdico (6:0) - 3,6 37,2 -
Caprilico (8:0) 8,3 5,4 0,1 0,2
Céprico (10:0) - - 0,1 0,2
Undecandico (11:0) 0,4 0,7 - -
Laurico (12:0) 1,9 0,9 0,1 0,4
Tridecandico (13:0) 3,1 - 0,1 0,1
Miristico (14:0) - - 0,2 0,1
Pentadecandico (15:0) - - 0,4 0,2
Palmitico (16:0) 1,2 2,9 6,5 0,1
Palmitoléico (16:1) - - 0,9 -
Heptadecanoico (17 :0) - - 0,3 0,9
Cis-10-Hepadecendico (17:1) 4,4 - - 0,3
Esteérico (18:0) 6,8 2,0 0,4 0,9
Oléico (18:1n9c) - 8,0 3,3 7,2
(LA)Linoléico (18:2n6c) - - 33,6 -
y -Linolénico (18:3n6) - 0,5 0,6 -
Pinolénico (18:3n6) 55,5 - - 75,3
Estearid6nico (18:4n3) - 12,6 - -
(ALA) a-Linolénico (18:3n3) - - 6,1 -
Nonadecandico (19:0) - - - 0,8
cis-11-Eicosendico(20:1) - - 2,4 0,7
cis-11-14-Eicosadiendico (20:2) - - 1,2 -
Heneicosandico (21:0) 10,8 20,6 1,1 0,5
Siadbnico (20:3n6) - 0,6 4,9
Cis-8-11-14-eicosatriendico (20:3n6) - - - 0,1
Araquiddnico (20:4n6) - 13,9 2,7 6,6
ggl;r)]é:)ls 11,14,17-eicosatriendico i 8.9 i 0.3
(EPA) Eicosopentaendico (20:5n3) 1,6 1,1 - -
Cis-13,16-Docosadiendico (22:2) - 7,3 - -
(DPA) Docosapentaendico (22:5n3) - - 1,2 -
(DHA) Docosa-hexaenoico (22:6n3) 5,8 - - -
Tricosandico (23:0) - 11,5 - -
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Lignocérico (24:0) - - 1,0 -

®Valor em porcentagem, “ - “: auséncia de 4cidos graxos.
(-)-5-Metilmeleina (-)(3R)-8-Hidroéxi-6-meto6xi-3,5-
dimetil-3,4-diidroisocumarina
CHs,
OH O
MM: 192 g/moL MM: 222.24 g/moL
C11H1203 C12H1404
Carpenter et al. (1980) De Alvarenga et al. (1978)

Figura 31. Substancias isoladas a partir do fracionamento quimico biomonitorado do extrato
diclorometanico do fungo Biscogniauxia mediterranea EPU38CA.

5.3 Ensaio de microdilui¢cdo em placa com as substancias isoladas

As substancias puras obtidas foram submetidas ao ensaio de microdiluicdo em placa
frente as trés espéecies de Colletotrichum utilizadas anteriormente na bioautografia. Também
foram incluidos como alvos Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea, Phomopsis obscurans e P.
viticola. As espécies mais sensiveis foram aquelas pertencentes ao género Phomopsis (Figuras
32 - 38).

A citocalasina H, produzida pelo endofitico Diaporthe sp. 8 UFMGCB 7719,
apresentou atividade frente C. gloeosporioides em 10 e 15% nas concentracGes de 150 e 300
uM, respectivamente, com 48 horas de incubagdo. Entretanto, a atividade diminuiu apos a
leitura de 72 horas, passando a estimular o crescimento do alvo em ambas as concentragdes. O
efeito estimulatorio foi observado para as demais espécies de Colletotrichum quando testadas
as trés concentracdes ja com 48 horas de incubag&o.

A citocalasina H nédo apresentou atividade contra F. oxysporum e B. cinerea, uma vez

que a substancia estimulou o crescimento de ambos os alvos. Apds 72 horas, a substancia
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causou 26, 15 e 13% de estimulacdo no crescimento F. oxysporum nas concentracdes de 75,
150 ¢ 300 uM, respectivamente. Para B. cinerea os valores obtidos foram de 45, 42 e 6% de
estimulagdo (75, 150 e 300 uM).

Frente a P. obscurans a substancia exibiu aumento da inibicdo com o aumento da
concentracdo apds 144 horas, exibindo valores de 14, 45 e 73% de inibicdo do crescimento
fingico nas concentragdes de 75, 150 e 300 uM. Entretanto as porcentagens de inibi¢ao
observadas ainda foram menores que os controles utilizados, uma vez que azoxistrobilurina
(farmaco controle) inibiu o crescimento fungico a 52, 94 e 99%, e captan a 46, 99 e 99%, em
ordem crescente de concentracao (75, 150 e 300 uM). Efeito semelhante foi observado contra
P. viticola, em que a substancia apresentou atividade inibindo o crescimento deste isolado
com valores de 28, 35 e 49%.

O ensaio de bioautografia da substancia isolada a partir da fracdo 3, citocalasina J,
demonstrou zona clara de inibicdo frente ao crescimento de C. fragarie, com halo de 8 mm,
mantendo a atividade no ensaio de microdiluicdo em placa, porém com baixos valores de
inibicdo. Apds 48 horas de incubacéo, a porcentagem de inibicdo obtida foi 3 e 5%, e, apds 72
horas de 2 e 4%, nas concentrag¢Oes de 150 e 300 uM, respectivamente. Esta mesma substancia
estimulou o crescimento das demais espécies de Colletotrichum, F. oxysporum e B. cinerea
em todos os intervalos de tempo. As espécies de Phomopsis foram mais sensiveis, sendo P.
viticola a mais susceptivel. O crescimento deste alvo foi inibido em 23, 34 e 45% (75, 150 e
300 uM) apos 120 horas. A atividade aumentou para 53 e 58% apods 144 horas para as
concentragoes de 150 e 300 pM. A atividade frente o crescimento de P. obscurans foi
observada somente nas concentragcdoes maiores, de 150 ¢ 300 uM, com porcentagens de
inibicdo de 6 e 61%, e 3 e 36%, em 120 e 144 horas, respectivamente.

As substancias também foram submetidas ao ensaio de microdiluicdo em placa frente
aos microrganismos alvos E.coli e S. aureus, os quais foram susceptiveis ao extrato bruto de
Diaporthe sp. 8 UFMGCB 7719 (Tabela 7). Citocalasina H e J ndo apresentaram atividade
frente S. aureus e apresentaram fraca atividade antimicrobiana frente E. coli a 300 mM com
porcentagens de inibicdo de 14 e 10%, respectivamente.

A (-)-5-metilmeleina, isolada a partir do extrato bruto de B. mediterranea EPU38CA,
apresentou atividade frente B. cinerea de 6, 22 e 26%, nas concentragdes de 75, 150 e 300 uM

apoOs 48 horas, respectivamente. Porém, a atividade diminuiu apds a leitura de 72 horas,
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passando a estimular o crescimento do alvo em todas as concentragdes. O contrario foi
observado ao avaliar a substancia frente ao crescimento de F. oxysporum. Apds a leitura de 48
horas, (-)-5-metilmeleina estimulou o crescimento do alvo em 5, 2 e 3% (75, 150 e 300 uM).
Na leitura posterior, de 72 horas, a substancia apresentou 3 e 5% de inibicdo nas maiores
concentragdes (150 e 300 uM).

A (-)-5-metilmeleina ndo apresentou atividade contra as trés espécies de
Colletotrichum avaliadas, uma vez que a substancia estimulou o crescimento destes alvos em
todos os intervalos de tempo. Contudo, frente a P. obscurans a substancia exibiu porcentagem
de inibicdo nas duas leituras realizadas, inibindo o crescimento deste alvo em 27, 40 e 43%,
apos 120 horas; e 35, 40,5 e 43,5%, apds 144 horas (75, 150 e 300 puM, respectivamente). Ao
avaliar a substancia frente ao crescimento de P. viticola, (-)-5-metilmeleina exibiu aumento
da inibicdo com o aumento da dose ap0s 144 horas, passando de 11 e 18% a 24 e 36%, nas
concentragdes de 150 e 300 UM, respectivamente.

Com excecdo de C. gloeosporioides, (-)(3R)-8-hidréxi-6-metoxi-3,5-dimetil-3,4-
diidroisocumarina apresentou atividade frente a todos os demais microrganismos alvos, em
pelo menos uma concentracdo e intervalo de tempo avaliados. Contra as duas outras espécies
de Colletotrichum e F. oxysporum, a substancia apresentou valores de inibi¢do abaixo de 20%.
A substancia inibiu o crescimento de B. cinerea nas trés concentragdes, porém a atividade
diminui apds 72 horas, exibindo valores de 23, 33 e 38% (75, 150 e 300 puM). As espécies de
Phomopsis foram as mais sensiveis. Apds 144 horas, o crescimento de P. viticola foi inibido
em 50% na concentracdo de 300 uM. Frente a P. obscurans, o mais susceptivel nesta
avaliacdo, a substancia apresentou valores de 58, 66 e 76%, apds 120 horas, diminuindo na
leitura seguinte (144 horas) para 22, 42 e 70% nas trés concentragdes utilizadas. Nenhuma das
substancias exibiu atividade superior aos valores de inibicdo obtidos para os controles

utilizados, azoxistrobilurina e captan.
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% Inibicdo - Estimulacdo Botrytis cinerea 48 horas
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Figura 32. Médias de inibicdo do crescimento (%) de Botrytis cinerea depois de expostos aos
metabolitos (-)-5-metilmeleina, (-)(3R)-8-hidrdxi-6-metdxi-3,5-dimetil-3,4-diidroisocumarina,
citocalasina H e citocalasina J utilizando dose-resposta a 48 e 72 horas, respectivamente.
Concentragcbes dos controles positivo: azoxistrobilurina e captan: 0,3, 3 e 30 uM. As médias
de porcentagem de inibicdo foram realizadas a partir de duas réplicas do experimento.
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% Inibicdo - Estimulacdo Colletotrichum acutatum 48 horas
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Figura 33. Médias de inibicdo do crescimento (%) de Colletotrichum acutatum depois de
expostos aos metabolitos (-)-5-metilmeleina, (-)(3R)-8-hidroxi-6-metoxi-3,5-dimetil-3,4-
diidroisocumarina, citocalasina H e citocalasina J utilizando dose-resposta a 48 e 72 horas,
respectivamente. Concentragdes dos controles positivo: azoxistrobilurina e captan: 0,3, 3 e 30
uM. As médias de porcentagem de inibicdo foram realizadas a partir de duas réplicas do
experimento.
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% Inibicdo - Estimulacdo Colletotrichum fragariae 48 horas
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Figura 34. Médias de inibicdo do crescimento (%) de Colletotrichum fragariae depois de
expostos aos metabolitos (-)-5-metilmeleina, (-)(3R)-8-hidrdxi-6-metoxi-3,5-dimetil-3,4-
diidroisocumarina, citocalasina H e citocalasina J utilizando dose-resposta a 48 e 72 horas,
respectivamente. Concentracdes dos controles positivo: azoxistrobilurina e captan: 0,3, 3 e 30
uM. As médias de porcentagem de inibicdo foram realizadas a partir de duas réplicas do
experimento.
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% Inibicdo - Estimulacdo Colletotrichum gloeosporoides 48 horas
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Figura 35. Médias de inibicdo do crescimento (%) de Colletotrichum gloeosporoides depois
de expostos aos metabolitos (-)-5-metilmeleina, (-)(3R)-8-hidroxi-6-metoxi-3,5-dimetil-3,4-
diidroisocumarina, citocalasina H e citocalasina J utilizando dose-resposta a 48 e 72 horas,
respectivamente. Concentragdes dos controles positivo: azoxistrobilurina e captan: 0,3, 3 e 30
uM. As médias de porcentagem de inibicdo foram realizadas a partir de duas réplicas do
experimento.
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% Inibic&o - Estimulagdo Fusarium oxysporum 48 horas
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Figura 36. Médias de inibicdo do crescimento (%) de Fusarium oxysporum depois de
expostos aos metabolitos (-)-5-metilmeleina, (-)(3R)-8-hidrdxi-6-metoxi-3,5-dimetil-3,4-
diidroisocumarina, citocalasina H e citocalasina J utilizando dose-resposta a 48 e 72 horas,
respectivamente. Concentragdes dos controles positivo: azoxistrobilurina e captan: 0,3, 3 e 30
uM. As médias de porcentagem de inibigdo foram realizadas a partir de duas réplicas do
experimento.
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% Inibicéo - Estimulagdo Phomopsis obscurans 120 horas
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Figura 37. Médias de inibicdo do crescimento (%) de Phomopsis obscurans depois de
expostos aos metabolitos (-)-5-metilmeleina, (-)(3R)-8-hidroxi-6-metoxi-3,5-dimetil-3,4-
diidroisocumarina, citocalasina H e citocalasina J utilizando dose-resposta a 120 e 144 horas,
respectivamente. Concentragdes dos controles positivo: azoxistrobilurina e captan: 0,3, 3 e 30
uM. As médias de porcentagem de inibicdo foram realizadas a partir de duas réplicas do
experimento.

142



% Inibicéo - Estimulagdo Phomopsis viticola 120 horas
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Figura 38. Médias de inibicdo do crescimento (%) de Phomopsis viticola depois de expostos
aos metabolitos (-)-5-metilmeleina, (-)(3R)-8-hidroxi-6-metoxi-3,5-dimetil-3,4-
diidroisocumarina, citocalasina H e citocalasina J utilizando dose-resposta a 120 e 144 horas,
respectivamente. Controles positivo: azoxistrobilurina e captan nas concentracOes de 0,3, 3 e
30 uM. As médias de porcentagem de inibi¢do foram realizadas a partir de duas réplicas do
experimento.
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6 DISCUSSAO

6.1 Isolamento e identificacdo dos fungos endofiticos associados a Copaifera langsdorffii,

C. pubiflora e Echinacea purpurea

A escolha por plantas medicinais para o isolamento de fungos endofiticos € um dos
critérios adotados nas pesquisas recentes (GUIMARAES et al., 2008; ROSA et al., 2010;
CARVALHO et al., 2012; ROSA et al., 2012; VIEIRA et al., 2012; KAUL et al., 2013;
QADRI et al., 2014; VIEIRA et al., 2014; CARVALHO et al., 2015; FERREIRA et al., 2015;
HUGHES et al., 2015; PEREIRA et al., 2015). No presente trabalho, ao final do processo de
isolamento foram obtidos 901 isolados de fungos endofiticos associados as plantas medicinais
C. langsdorffi (n= 308), C. pubiflora (n= 360) (Brasil) e E. purpurea (n= 233) (Estados
Unidos da América), o que comprova a eficiéncia da metodologia utilizada. O processo de
desinfestacdo superficial e indculo dos fragmentos vegetais representam uma metodologia
tradicional para a deteccdo e quantificacdo dos fungos endofiticos cultivaveis (TAYLOR et
al., 1999; STONE et al., 2000; TAN & ZOU, 2001), bem como a utilizacdo do meio de cultura
BDA (SOUZA et al., 2004; SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2005; MARINHO et al.,
2007; ROSA et al., 2010, CARVALHO et al., 2012). Neste estudo, somente dois isolados de
levedura foram obtidos de sementes de C. pubiflora, os quais foram identificados em uma
espécie do género Eremothecium. Este género foi previamente obtido de sementes de
mostarda e sdo conhecidos pela habilidade de produzir riboflavina (GASTMANN et al.,
2007). A baixa frequéncia de leveduras obtida dentro da comunidade de fungos endofiticos,
em comparacdo com os fungos filamentosos, pode ser devido a metodologia escolhida para o
isolamento dos fungos. O processo de isolamento utilizado neste estudo é amplamente
utilizado para isolamento de fungos filamentosos, uma vez que o plagueamento dos
fragmentos de tecido vegetal possibilita a migracdo das hifas para o meio de cultura. Porém,
as leveduras ndo sdo organismos moveis e somente aquelas que estiverem nas bordas das
amostras, ou forem capazes de produzir filamentos, entrariam em contato com o meio de
cultivo. Além disso, uma vez que os fungos filamentosos crescem no meio de cultura, torna-se
dificil isolar as leveduras; desta forma, a diversidade de leveduras endofiticas associadas as
plantas estudadas pode ter sido subestimada (PINOTT]I, 2010).
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Do total de fungos obtidos, 57,8% foram obtidos das folhas das plantas hospedeiras.
De acordo com Stone et al. (2004), o tipo de tecido do hospedeiro utilizado € um importante
fator que exerce influéncia na deteccdo e distribuicdo de fungos endofiticos. Arnold et al.
(2000) examinaram a comunidade de fungos endofiticos associados a folhas de Heisteria
concinna (Olacaceae) e Ouratea lucens (Ochnaceae) em florestas tropicais no Panama e
obtiveram 1.472 isolados fungicos de 83 folhas, sendo que 100% delas continham fungos
endofiticos. Garcia et al. (2012) observaram elevada taxa de colonizacdo de endofiticos em
folhas de Sapindus saponaria, considerando que 100% dos fragmentos exibiram crescimento
fangico. De acordo com Gamboa et al. (2002), folhas individuais podem abrigar mais de um
isolado por 2 mm? de tecido foliar.

Os 901 isolados de fungos filamentosos obtidos foram inicialmente separados em 154
grupos, dos quais 64 associados a C. langsdorffi, 40 a C. pubiflora e 50 a E. purpurea, de
acordo com as suas caracteristicas macromorfoldgicas das col6nias tais como cor (frente e
verso), textura da superficie, aspecto da borda, velocidade de crescimento, producdo de
pigmentos e exsudatos. Os endofiticos sdo frequentemente agrupados em “morfotipos” com
base nas caracteristicas da coldnia e posteriormente identificados utilizando dados de
taxonomia molecular a partir do sequenciamento do DNA (ARNOLD, 2008). Apos obtencédo
das sequéncias de nucleotideos dos fungos obtidos houve um reagrupamento dos morfotipos,
uma vez que pertenciam ao mesmo taxon, resultando no total de 118 taxons identificados,
pertencentes ao filo Ascomycota. De acordo com Arnold (2007), os fungos endofiticos sdo
representados, principalmente, por espécies de Ascomycota em sua maioria incluidos nas
classes Dothideomycetes e Sordariomycetes. Contudo, representantes da classe
Eurotiomycetes, como Aspergillus e Penicillium, também podem ser obtidos como endofiticos
de plantas medicinais (CARVALHO et al., 2012). Fungos endofiticos pertencentes aos
géneros: Cladosporium, Colletotrichum, Diaporthe, Fusarium, Guignardia/Phyllosticta e
Pestalotiopsis foram os Unicos obtidos em comum das trés plantas hospedeiras neste estudo.

A classe Sordariomycetes foi a mais abundante no atual trabalho. Como representantes
dessa classe, espécies do complexo Diaporthe/Phomopsis (teleomorfo/anamorfo) foram
obtidas dos tecidos das trés plantas estudadas. O complexo inclui espécies que ocorrem como
fitopatdgenas, endofiticas, saprobias, patdgenos de humanos e outros mamiferos (VAN
NIEKERK et al., 2005; SANTOS et al., 2010; IRIART et al., 2011; UDAYANGA et al.,
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2011; GOMES et al., 2013). O género Diaporthe, representado principalmente pela espécie D.
cf. phaseolorum, foi o taxon predominante associado a planta medicinal Stryphnodendron
adstringens estudada por Carvalho et al. (2012). Resultados semelhantes foram obtidos por
Vieira et al. (2012), que também obtiveram D. phaseolorum como espécie dominante
associada a planta medicinal Bacharris trimera. Ferreira et al. (2015), dos 162 isolados
associados a planta medicinal amazonica Carapa guianensis, obtiveram 62 isolados
pertencentes ao complexo Diaporthe/Phomopsis.

Gomes et al. (2013), apds pesquisa realizada no Mycobank e com acesso em
setembro/2012, encontrou mais de 100 espécies compreendidas dentro do género Phomopsis,
enquanto Diaporthe continha 860 espécies. Neste trabalho, 262 isolados de fungos
endofiticos, sendo 125 associados a C. langsdorffii (compreendidos em 15 taxons diferentes
do total identificado), 122 associados a C. pubiflora (compreendidos em nove diferentes
taxons do total identificado) e 15 associados a E. purpurea (compreendidos 5 taxons do total
identificado) pertencem ao complexo Diaporthe/Phomopsis. Algumas das sequéncias obtidas
de Diaporthe/Phomopsis podem representar espécies novas dentro deste complexo, porém
estudos taxondmicos mais detalhados serdo necessarios para a correta caracterizacdo destes
isolados.

Certas espécies de Colletotrichum interagem com diferentes espécies de plantas se
manifestando como patdgenos sintoméaticos ou como endofiticos assintoméaticos (ROJAS et
al., 2010). Para Damm et al. (2012), mais pesquisas acerca das estratégias de vida e relaces
parasita-hospedeiros dos fungos pertencentes aos clados de Colletotrichum sdo necessarias,
uma vez que como endofiticos este género ndo parece ter uma especificidade de hospedeiro.
No atual trabalho, o género Colletotrichum também foi isolado das trés plantas hospedeiras,
representando o segundo género mais predominante associado a E. purpurea, com 63 isolados
compreendidos em 11 taxons. Colletotrichum ja foi relatado como endofitico de diferentes
plantas, tais como Theobroma cacao (ROJAS et al., 2010), Stryphnodendron adstringens
(CARVALHO et al., 2012), Solanum cernuum (VIEIRA et al., 2012), folhas de Citrus limon
(DOUANLA-MELI et al., 2013), Carapa guianensis (FERREIRA et al., 2015), Phaseolus
vulgaris (GONZAGA et al., 2015) e Silene dioica (YAN et al., 2015).

O género Pestalotiopsis ocorre em diferentes substratos, tanto em plantas vivas como

patdgenos e endofiticos, quanto como saprdbios na casca e material vegetal em decomposicao
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(METZ et al., 2000; MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2011). Nos ultimos anos,
Pestalotiopsis tem recebido cada vez mais atencdo, ndo somente devido o impacto econémico
como fitopatdgeno, mas também como endofiticos frequentemente obtido de diferentes
espécies vegetais, o qual parece incluir varias espécies produtoras de metabdlitos secundarios
bioativos (WANG et al., 2015). Wei et al. (2007) obtiveram 302, 365 e 198 isolados de
Pestalotiopsis, compreendidos em 18, 16 e quatro espécies, a partir de plantas das familias
Podocarpaceae, Theaceae e Taxaceae, respectivamente. Espécies de Pestalotiopsis
endofiticas também ja foram isoladas de Azadirachta indica, Holarrhena antidysenterica,
Terminalia arjuna e T. chebula (TEJESVI et al., 2009), Phoradendron perrottettii e Tapirira
guianesis (ABREU et al., 2010), bem como Pinus wallichiana (QADRI et al., 2014).

Maharachchikumbura et al. (2014) investigaram 91 isolados de Pestalotiopsis
depositados no CBS-KNAW Fungal Biodiversity Centre (CBS) culture collection e, baseados
na combinacdo de andlises moleculares e morfoldgicas, propuseram a divisdo de
Pestalotiopsis em  trés novos géneros:  Pestalotiopsis,  Neopestalotiopsis e
Pseudopestalotiopsis. No atual trabalho, cinco isolados de Neopestalotiopsis, combinados em
dois taxons, foram obtidos: Neopestalotiopsis cubana UFMGCB 7226, associado a C.
langsdorffii; e Neopestalotiopsis sp. UFMGCB 7794, associados a C. pubiflora. Além dos
taxons citados, Amphisphaeriaceae sp. UFMGCB 7789, Sordariomycetes sp. 1 UFMGCB
7330 e Sordariomycetes sp. 2 UFMGCB 7523 apresentaram baixa identidade ou cobertura
com sequéncias de Neopestalotiopsis depositadas no GenBank, 0s quais podem representar
possiveis espécies desse novo género proposto.

De acordo com Walsh et al. (2010), o género Fusarium é um dos mais notaveis de
fungos. Espécies representativas desse género podem ser encontradas em diferentes regides do
mundo e obtidas do solo ou associadas a plantas como fitopatogenas e endofiticas (LESLIE &
SUMMERELL, 2006; WALSH et al., 2010; DEMERS et al., 2014; NALINI et al., 2014).
Rosa et al. (2012) reportaram o isolamento de Fusarium sp., F. oxysporum e F. solani de E.
purpurea micropropagadas. No presente estudo, Fusarium sp. e F. sporotrichioides foram
obtidas dos peddnculos de E. purpurea.

A classe Dothideomycetes foi a segunda com maior frequéncia de ocorréncia e
representada, principalmente, pelo género Alternaria. Alternaria € um género ubiquo que

inclui representantes saprobios, endofiticos e patogénicos em associagdo com uma ampla
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variedade de substratos incluindo sementes, plantas, produtos agricolas, animais, solo e
atmosfera (WOUDENBERG et al., 2013). Espécies de Alternaria sdo bem conhecidos como
fitopatdgenos, mas também comumente obtidos como endofiticos (STROBEL & DAISY,
2003; ARNOLD, 2008; CARVALHO et al., 2012). Dentre os fungos identificados associados
a E. purpurea, Alternaria foi o dominante com 99 isolados compreendidos em seis taxons,
sendo A. alternata a espécie dominante. JianQiu et al. (2008) também relataram A. alternata
como espécie dominante isolada a partir de seis plantas medicinais coletadas no Jardim
Botanico de Pequim. Doze isolados de A. daucifolii foram obtidos de C. langsdorffii, destes
11 associados as folhas e apenas um da semente. Hodgson et al. (2014) demonstraram que A.
alternata foi encontrada dentro de sementes, cotilédones e folhas verdadeiras de Plantago
lanceolata, Rumex acetosa e Senecio vulgaris. Estes autores relataram que a consistente
ocorréncia de A. alternata em todas as partes das plantas fornece uma evidéncia de sua
transmissdo vertical (via sementes). Os dados do nosso trabalho assemelham-se aos resultados
de Hodgson et al. (2014) ao considerar que A. daucifolii foi obtida de folha e semente de um
mesmo especime de C. langsdorffii.

Além dos dados citados acima, isolados de Pleosporales sp. 1 e Xylariaceae sp. 1
foram obtidos de sementes e folhas de um mesmo espécime de C. langsdorffii, assim como
Diaporthales sp., Penicillium sp. e Xylariaceae sp. foram obtidos de sementes e folhas de um
mesmo espécime de C. pubiflora. Entretanto, mais estudos sdo necessarios a fim de confirmar
0 tipo de transmissdo destes fungos na planta hospedeira. Alguns autores consideram a
transmissdo vertical como um exemplo de mutualismo em que o endofitico nunca deixa seu
hospedeiro, sendo transmitido verticalmente da planta parental via sementes, enquanto sua
presenca renderia resisténcia aos tecidos hospedeiros. Estes fungos sdo frequentemente
referidos como “true endophytes” ou endofiticos verdadeiros (SAIKKONEN et al. 2010;
HODGSON et al., 2014).

Dentro de Dothideomycetes, Guignardia (e seu anamorfo Phyllosticta) foi o segundo
género mais frequente. Setenta e sete fungos foram isolados, todos obtidos das folhas.
Guignardia ja foi relatado como dominante em folhas de Dendrobium nobile (Orchidaceae)
(YUAN et al., 2009), Garcinia mangostana e G. parvifolia (Clusiaceae) (SIN et al., 2010).
Carvalho et al. (2012) obtiveram 23 isolados de Guignardia cf. camelliae e sete de G.
mangiferae de folhas de S. adstringens. Xiong et al. (2014) relataram Guignardia como
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género dominante (36,8%) em folhas de Huperzia serrata. Diferentes espécies de Guignardia
séo endofiticos que podem permanecer latentes em seus hospedeiros por periodos prolongados
ou desenvolver sintoma de doencas quando seus hospedeiros estdo crescendo sob condigdes
ambientais adversas (RODRIGUES et al., 2004).

Eurotiomycetes foi obtida somente das espécies de copaiba e representada pelos
géneros Penicillium e Aspergillus, os quais foram isolados em sua maioria associados as
sementes. Estes géneros ja foram isolados como endofiticos (TEJESVI et al., 2011; QADRI et
a., 2014), sendo Penicillium isolado como endofitico de sementes de bamboo na China por
Shen et al. (2014).

Alguns taxons encontrados neste trabalho apresentaram baixa similaridade ou
informacdo inconclusiva quando comparadas com as sequéncias depositadas no GenBank
sendo identificados em nivel de classe, ordem e familia. Analises moleculares, filogenéticas e
morfoldgicas complementares serdo necessarias para concluir a identificacdo destes isolados

em nivel de espécie.

6.2 Diversidade dos fungos endofiticos associados a Copaifera langsdorffii, C. pubiflora e

Echinacea purpurea

Do total de 49 taxons associados a C. langsdorffi, Diaporthe sp. 6 e Xylariaceae sp. 1
foram os mais abundantes com 13,95 e 10,63%, respectivamente. Dos 27 taxons associados a
C. pubiflora, Diaporthe sp. 5 e Guignardia sp. 2 foram 0s mais abundantes, com 17,28 e
14,23%, respectivamente. E dos 42 taxons associados a E. purpurea, A. alternata foi o mais
abundante com 34,76%. Espécies de Xylaria, Colletotrichum, Botryosphaeria, Trichoderma,
Alternaria e Phomopsis sd&o comumente encontrados como endofiticos (RODRIGUES &
SAMUELS, 1999; SURYANARAYANAN et al, 2002; SCHULZ & BOYLE, 2005;
ARNOLD, 2008; RAJAGOPAL et al., 2012). Taylor et al. (1999) obtiveram espécies de
Phomopsis (anamorfo de Diaporthe) como taxon dominante associados com Trachycarpus
fortunei (Arecaceae). Xing et al. (2010) isolaram Phomopsis sp. como taxon predominante em
raizes de Sonneratia caseolaris e Diaporthe sp. em caules de S. hainanensis (Lythraceae) na
China. Xylariaceae ¢ uma das maiores e mais diversas do filo Ascomycota (BITZER et al.,

2008) e foi relatada por Vieira (2012) como uma das familias mais frequentes associadas a
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Acanthospermum australe. Ja foram isoladas também de Dendrobium nobile (Orchidaceae)
por Vaz et al. (2009) e Phoradendron perrottettii e Tapirira guianensis por Abreu et al.
(2010).

Quinze taxons associados a C. langsdorffii, quatro a C. pubiflora e 17 a E. purpurea
apresentaram baixos valores de abundéncia (0,33 e 0,42%), os quais fazem parte da porc¢éo
minoritaria da comunidade de fungos endofiticos associados as suas respectivas plantas
hospedeiras. Carvalho et al. (2012) sugerem que estes singletos podem incluir espécies raras,
endémicas, espécies novas ou produtoras de substancias bioativas e capazes de exercer um
importante papel ecoldgico nas plantas hospedeiras.

As comunidades de fungos endofiticos variaram de acordo com a parte da planta
utilizada para o isolamento. Segundo Yuan et al. (2009) existem diferengas na composicao de
espécies e frequéncia de endofiticos obtidos de diferentes tipos de tecidos de um hospedeiro.
A maior abundancia ocorreu nas folhas, entretanto alguns géneros foram obtidos
exclusivamente apenas de uma das partes vegetais amostradas. Quando associado a C.
langsdorffi, o género Cladosporium foi isolado somente das sementes, porém associado a E.
purpurea foi obtido de folhas e pedlnculos. Rosa et al. (2012) relataram o isolamento de C.
cladosporioides de folhas de E. purpurea micropropagadas. Collado et al. (2001) mostraram
que a frequéncia de colonizacdo do endofitico Biscogniauxia mediterranea foi mais alta na
casca do caule, menor nas folhas e intermediaria nos galhos de Quercus ilex (Fagaceae).
Associado a E. purpurea, obtivemos dois isolados dessa espécie do pedunculo.

Uma das formas pela qual se pode mensurar diversidade de uma comunidade se da
pelo uso de indices de diversidade (MELO, 2008). O emprego de indices proporciona
vantagens como combinar diferentes componentes de diversidade, expressar matematicamente
os resultados, alem da independéncia em relag@o ao esfor¢co amostral. Os valores do indice de
Fisher o demonstraram que a comunidade endofitica com maior diversidade foi aquela
associada a C. langsdorffii (Fisher o = 16,6), seguida por E. purpurea (Fisher a = 14,96) e C.
pubiflora (Fisher o = 7,23), demonstrando uma distribui¢do das abundancias mais uniforme
em C. langsdorffii. A diferenca entre estes valores pode ser devido a diferentes fatores, tais
como as espécies de plantas hospedeiras e localizacdo geogréfica, condi¢cdes climaticas dos
locais de coleta, parte da planta utilizada, tamanho dos fragmentos inoculados, idade dos
6rgdos coletados, entre outros fatores (VIEIRA, 2012).
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O célculo de dominancia (indice de Simpson) exibiu valores proximos para as
comunidades endofiticas associadas as trés plantas hospedeiras (C. langsdorffi = 0,94, C.
pubiflora = 0,90, E. purpurea = 0,84). Tais valores sugerem que poucos taxons foram
dominantes e se distribuiram de forma homogénea dentro da comunidade.

Nenhuma das curvas de rarefacdo atingiram uma assintota, indicando que as
diversidades totais (riqueza e composicdo de espécies) podem nao ter sido obtidas, logo
sugere-se que o aumento da amostragem poderia levar a obtencdo de outros taxons de fungos
associados as plantas bioativas estudadas neste trabalho.

6.3 Bioprospeccédo de metabdlitos bioativos produzidos por fungos endofiticos associados

a Copaifera langsdorffii, C. pubiflora e Echinacea purpurea

A producdo de metabdlitos secundarios por plantas medicinais, bem como por seus
fungos endofiticos, forneceu diferentes farmacos como importantes opcdes terapéuticas para
varias doencas (GLIENKE et al., 2012). Neste trabalho, as espécies medicinais de C.
langsdorffii, C. pubiflora e E. purpurea foram selecionadas para o isolamento de fungos
endofiticos e deteccdo de seus metabolitos bioativos. Novecentos e um extratos foram
produzidos pelo cultivo dos fungos por meio de fermentacdo no estado soélido. Esta técnica de
fermentacdo geralmente fornece um ambiente favoravel a producéo de diferentes metabdlitos
pelos microrganismos, principalmente aos fungos filamentosos, devido ao crescimento de suas
hifas, que tem a capacidade de crescer ndo apenas sobre a superficie das particulas do
substrato, mas também de penetrar no meio de cultura (PANDEY, 2008), a qual vem sendo
utilizada em diferentes estudos (CARVALHO et al., 2012, SANTIAGO et al., 2012; VIEIRA
et al., 2012, VIEIRA et al.,, 2014; CARVALHO et al., 2015, FERREIRA et al., 2015;
GONCALVES et al., 2015).

Os extratos etandlicos produzidos a partir do cultivo dos fungos endofiticos associados
as copaibas foram submetidos ao ensaio de triagem da atividade antimicrobiana pelo método
de microdiluicdo em placa. Destes, somente 1,6% apresentou percentual >70% contra pelo
menos um dos microrganismos alvos. Uma vez considerados ativos, os fungos foram
recultivados para producdo em larga escala de extratos diclorometénicos. Os extratos dos

recultivos, bem como aqueles produzidos a partir dos fungos endofiticos associados a E.

151



10

15

20

25

30

pupurea, foram submetidos a avaliacdo da atividade antifungica pelo método de bioautografia.
A bioautografia € um método sensivel para a deteccdo de metabolitos antimicrobianos, mesmo
em pequenas quantidades (PATIL et al., 2013). Setenta e sete extratos, 76 associados a E.
purpurea e um associado a C. langsdorffii, geraram zonas difusas para o crescimento de pelo
menos um dos fitopatdgenos alvos. Zonas difusas de inibicdo sdo regides na placa de
bioautografia onde o crescimento fungico € visualmente reduzido e intercalado com pouco
micélio e estruturas reprodutivas, fendmeno caracteristico dos compostos fungistaticos
(CANTREL et al., 2008; WEDGE et al., 2009; ROSA et al., 2012).

Alternaria daucifolii UFMGCB 7491, obtido da folha de C. langsdorffii, apresentou
atividade contra E. coli com CIM de 125 (extrato etandlico) ¢ 7,8 pg/mL (extrato
diclorometanico), respectivamente, pelo método de microdiluicdo em placa e gerou zonas
claras de inibicdo do crescimento de C. fragarie no ensaio de bioautografia. Espécies de
Alternaria, além de serem comumente isolados como endofiticos (STROBEL & DAISY,
2003; ARNOLD, 2008), sdo potentes produtores de metabolitos bioativos. Cota et al. (2008) e
Johann et al. (2012) verificaram que a altenusina, substancia produzida pelo endofitico
Alternaria sp. UFMGCB 55, isolado de Trixis vaughieri apresentou potente atividade
inibitdria sobre atividade da enzima TryR de Trypanosoma cruzi com um valor de Cls, de 4,3
mM, bem como atividade antifangica frente P. brasiliensis com valores de CIM de 1,9 a 31,2
ug/mL. Vieira et al. (2014) também observaram que o extrato de Alternaria sp. UFMGCB
4425 foi ativo frente Paracoccidoides brasiliensis com CIM de 31,2 ug/mL.

Hypoxylon sp. UFMGCB 7613 foi seletivamente ativo frente ao crescimento de
Candida albicans. Tomsheck et al. (2010) reportaram a producdo de substancias volateis por
Hypoxylon sp., endofitico de Persea indica, com atividade antifingica frente Phytophthora
spp., Sclerotinia sclerotiorum, Aspergillus fumigatus e Cercospora beticola.

Isolados pertencentes ao complexo Diaporthe/Phomopsis, caracterizado como grande
produtor de substancias bioativas, apresentaram atividade em ambos 0s ensaios realizados
neste trabalho. Os extratos exibiram atividade antibacteriana com valores de CIM entre 62,5 e
>250 pg/mL (extratos etandlicos), entre 15,6 e 62,5 ng/mL (extratos diclorometanicos) e halos
com didmetros de inibicdo de 5 a 19 mm. Carvalho et al. (2012) observaram que o extrato
etandlico de Phomopsis sp. UFMGCB 5061, endofitico de S. adstringens, exibiu atividade
antifungica seletiva com CIM de 250 pug/mL frente a levedura patogénica C. albicans. Vieira
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et al. (2014) também relataram atividade antifingica de D. phaseolorum UFMGCB 4475,
Diaporthe sp. 1 UFMGCB 4453, Diaporthe sp. 2 UFMGCB 4580 e Phomopsis sp. UFMGCB
4451, endofiticos de Baccharis trimera, frente Cryptococcus neoformans com valores de CIM
>500, 500, >500 e 125 pg/mL, respectivamente, e Paracoccidiodes brasiliensis (Pb18) com
CIM de 62,5; 62,5; 125 e 62,5 pg/mL, respectivamente.

Colletotrichum sp. 4 (isolados EPUSFB e EPU30CA), Fusarium sporotrichioides
(EPU36CA), Fusarium sp. (EPU9CB), Nigrospora oryzae (EPU13CA) e Sordariomycetes sp.
2 (EPU40CE) exibiram atividade antifingica frente C. fragarie, C. gloeosporioides e C.
acutatum. Rosa et al. (2012) observaram atividade semelhante por parte dos endofiticos
Nigrospora sphaerica UM106, Fusarium oxysporum UM 110 e 121, ambos obtidos de
Smallanthus sonchifolius. Nigrospora sphaerica apresentou halos de inibi¢do de 3 e 4 mm (80
e 160 pg/ponto) frente ao crescimento de C. gloeosporioides; os dois isolados de F.
oxysporum apresentaram zonas de inibicdo frente a todos os alvos com halos variando de 3 a
6,5 mm (80 pg/ponto) e 3,75 a 8,75 mm (160 pg/ponto).

Quarenta e dois acidos graxos foram identificados dos extratos e fracdes ativas dos
fungos endofiticos das plantas medicinais estudadas neste trabalho. Acidos graxos sdo acidos
organicos caracterizados pela presenca de um grupo carboxila (-COOH) em uma extremidade
e um grupo metil (-CH3) na outra extremidade (POHL et al., 2011). Os &cidos graxos sdo
ubiquos na natureza (LIU et al., 2008) e podem variar em tamanho (cadeia de quatro até 28
carbonos) e grau de saturacdo podendo ser saturados (cadeia de carbono com ligagdes
simples) ou insaturados (cadeia de carbono com duplas liga¢bes) (SADO-KAMDEM et al.,
2009). Diversos estudos demonstram o uso de &cidos graxos como agentes antimicrobianos,
em especial como antiflingicos (KABARA et al., 1972; AVIS & BELANGER, 2001;
AGORAMOORTHY et al., 2007, CANTRELL et al., 2008, CARBALLEIRA, 2008; LIU et
al., 2008; SADO-KAMDEM et al., 2009; ROSA et al., 2013), os quais podem atuar de
diferentes maneiras, sendo a membrana plasmatica o alvo mais importante (POHL et al.,
2011). Os acidos graxos antifungicos naturalmente se inserem na bicamada lipidica das
membranas de fungos e fisicamente a perturbam, resultando no aumento da sua fluidez, o que
consequentemente causa uma desorganizacdo generalizada da membrana celular levando a

alteracdes de conformacionais das proteinas de membrana, o extravasamento de componentes
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intracelulares, desordem citoplasmatica e, eventualmente, a desintegracdo da célula (AVIS &
BELANGER, 2001).

A utilizacdo de &cidos graxos como agentes antiflngicos pode oferecer algumas
vantagens como o uso combinado a substéncias antifingicas que sdo propensas a resisténcia
dos patdgenos e que tenham acdo na membrana, ja que o sinergismo pode proporcionar 0 Uso
prolongado; além de poderem ser usados como ingredientes ativos nas preparacfes de uso
topico no tratamento de dermatomicoses, por exemplo (POHL et al., 2011). A identificacdo
e/ou isolamento dessas substancias pode ser realizada a partir de fungos endofiticos, como
demonstrado por Sukrutha et al. (2012) ao observarem a producdo dos &cidos graxos
palmitico, estearico, oléico, linoléico, a-linoléico e araquidénico por fungos endofiticos
isolados de diversas plantas como: Portulaca oleracea, Helianthus annuus, Eucalyptus
globules, Cymbopogon flexuosus, Cicer arietinum, Vigna unguiculata, Arachis hypogaea,
Ricinus communis, Plectranthus amboinicus e Glycine max. Rosa et al. (2013) também
relataram uma mistura de &cidos graxos saturados e insaturados produzidos pelo fungo
endofitico Coniochaeta ligniaria (capréico, caprilico, laurico, miristico, pentadecandico,
pentadecendico, palmitico, palmitoléico, heptadecandico, esteérico, oleico e linoléico) e por
sua planta hospedeira Smallanthus sonchifolius (capréico, caprilico, cis-11-eicosendico,
beénico, cis-10-pentadecenoico, miristico, palmitico, estearico, oléico, linoléico, a-linolénico
e eicosopentaendico).

No presente trabalho, o &cido palmitico, um acido graxo saturado, foi identificado
como majoritario no extrato das folhas de C. langsdorffii CL14F, Colletotrichum sp. 4
EPUSFB, N. oryzae EPU13CA, Colletotrichum sp. 4 EPU30CA, os quais exibiram atividade
antifungica. O &cido palmitico apresentou efeito inibitorio significativo em estudo conduzido
por Liu et al. (2008), ao reduzir o crescimento dos fitopatogenos Alternaria solani,
Colletotrichum lagenarium, F. oxysporum f. sp. cucumerinum e F. oxysporum f. sp.
lycopersici em 42, 52, 40, e 36%, respectivamente, na concentragdo de 3,900 pumol/L. O &cido
palmitico € antifangico frente A. niger, A. terreus e Emericella nidulans (ALTIERI et al.,
2007).

O écido linoléico, acido graxo insaturado, ja foi descrito como antifingico frente a A.
solani, F. oxysporum f. sp. cucumerinum, e F. oxysporum f. sp. lycopersici, C. albicans,
Rhizoctonia solani, Pythium ultimum, Pyrenophora avenae e Crinipellis perniciosa
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(KABARA et al., 1972, WALTERS et al., 2004, LIU et al., 2008). No presente trabalho, o
acido linoléico foi identificado em elevada porcentagem nos extratos de A. daucifolii
UFMGCB 7491, Diaporthe sp. 7 UFMGCB 7927, Sordariomycetes sp. 2 EPU40CE e fracdo
10 do extrato de Biscogniauxia mediterranea EPU38CA. Além disso, o &cido oléico foi
majoritario no extrato de Diaporthe sp. 7 UFMGCB 7927 e na fracdo F4 de D. cuppatea
EPU24CA e apresentou atividade antifungica contra C. perniciosa e P. ultimum (WALTERS
et al., 2004) e frente espécies fitopatogénicas de Colletotrichum (HUGHES et al., 2015).
Embora os resultados obtidos nesse trabalho acerca dos acidos graxos e mesmo com todos 0s
relatos de atividade antifungica frente fungos fitopatdgenos, a utilizacdo dos mesmos como
fungicidas para controlar doencas em plantas pode ndo ser efetiva, mas representam menos
risco ambiental, sdo biodegradaveis e exibem um alto grau de especificidade (POHL et al.,
2011).

Apbs o fracionamento do extrato de Diaporthe cuppatea EPU24CA, 10 fracbes foram
obtidas, porém aquela considerada ativa inicialmente, ndo mais apresentou atividade no curso
do trabalho. De acordo com Vieira et al. (2012) é possivel que ocorra perdas da atividade de
alguns extratos em funcdo de fatores como alterages fisico-quimicas imperceptiveis durante o
processo de armazenamento ou mesmo devido a instabilidade da(s) substancia(s) ativa(s)
presentes nos extratos. Esse fato pode também estar relacionado com a perda da atividade dos
extratos dos fungos Hypoxylon sp. UFMGCB 7613, Diaporthe sp. 8 UFMGCB 7653 e de
alguns extratos vegetais, como pode ser observado por meio dos resultados da determinacgéo
da CIM.

O fracionamento do extrato diclorometanico de Diaporthe sp. 8 UFMGCB 7719
ocasionou a identificacdo de duas substancias denominadas citocalasina H e citocalasina J.
Como endofiticos dominantes, espécies de Diaporthe tém sido objeto de intensa investigagdo
quimica por varios grupos de pesquisa (ABREU et al., 2012), uma vez que espécies de
Diaporthe sdo conhecidas por ser uma fonte rica de metabdlitos secundarios bioativos com
diversas estruturas quimicas, tais como citocalasinas, fomopsicalasina, xantonas, phomosina,
acido convolvulanico, isocoumarinas e micotoxina (fomopsina A) (WELLS et al., 1976;
KROHN et al., 1995; HORN et al., 1995; RUKACHAISIRIKUL et al., 2008; HUSSAIN et
al., 2009). As citocalasinas sdo um grupo de metabdlitos secundarios fangicos pertencente aos

terpenos e estruturalmente formadas por um anel isoindolona, altamente substituido, com um
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grupo benzil na posicdo 3 e fundido com um anel macrociclico de 11 a 14 membros
(WAGENAAR et al.,, 2000; CHAPLA et al., 2014). Existem relatos de isolamento das
citocalasinas a partir de diferentes tdxons de fungos, incluindo espécies de Ascochyta sp.,
Aspergillus sp., Endothia sp., Chalara sp., Helminthosporium sp., Hypoxylon sp., Phoma sp.,
Phomopsis sp., Rhinocladiella sp., Turbercularia sp., Xylaria sp., dentre outros (WELLS et
al., 1976; IZAWA et al., 1989; CAPASSO et al., 1991; WAGENAAR et al., 2000; TAO et al.,
2007; XU et al.,, 2009; SILVA et al., 2010; CHAPLA et al., 2012; ZHAN et al. 2013;
CHAPLA et al., 2014). Oito isolados do género Diaporthe obtidos de C. pubiflora
apresentaram sinais de RMN 'H semelhantes ao espectro do extrato selecionado para
fracionamento, o que indica a frequente producdo de citocalasinas a partir de espécies de
Diaporthe.

As citocalasinas exibem um amplo espectro de atividades, tais como antibidtica,
antitumoral, inibidor de proteases do virus HIV, atividade fitotoxica, além de serem
extensivamente utilizadas em sondas bioldgicas (substancias utilizadas em ensaios
biologicos), porém sua aplicagdo terapéutica é limitada devido a sua toxicidade
(WAGENAAR et al., 2000; CHAPLA et al., 2012). As citocalasinas H e J foram submetidas
ao ensaio de microdiluicdo em placa e apresentaram auséncia de atividade antimicrobiana
frente B. cinerea, C. acutatum e F. oxysporum, bem como baixa atividade contra C. fragarie,
C. gloeosporioides e moderada atividade frente ao crescimento de P. obscurans e P. viticola.
Sete substancias, dentre elas citocalasinas H e J, foram obtidas do extrato do fungo endofitico
Phomopsis sp. Cs-c2 isolado de folhas adultas de Senna spectabilis por Chapla et al. (2014).
Estes autores relataram que em testes de bioautografia direta a citocalasina H foi ativa contra
C. cladosporioides e C. sphaerosphermum a 10 e 25 pg/ponto (nistatina foi utilizada como
controle a 1 pg/ponto). A fomopsicalasina, produzida pelo fungo Phomopsis MF6031, isolado
da superficie esterilizada de ramos de Salix gracilostyla var. melanostachys, apresentou
atividade antimicrobiana em ensaios de disco difusdo na concentracdo de 4 pg/disco ao exibir
zonas de 12 mm de didmetro frente B. subtilis, 11 mm para Salmonella gallinarum, 8 mm
frente S. aureus e C. tropicalis (HORN et al., 1995). Silva et al. (2010) isolaram seis
citocalasinas, cinco conhecidas (19,20-epoxicitocalasina D, C, N, Q, e R) e uma nova
(citocalasina 1) a partir do extrato produzido com acetato de etila (AcOEt) do fungo endofitico
Xylaria sp. associado a Piper aduncum. As substancias isoladas foram avaliadas quanto a
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atividade antifungica frente aos fungos fitopatogénicos Cladosporium cladosporioides e C.
sphaerospermum utilizando o método da autobiografia direta. Somente a 19,20-
epoxicitocalasina Q foi ativa com uma fraca atividade na concentragdo de 100 mg/mL quando
comparada com o fa&rmaco controle nistatina (1 mg/mL).

Do extrato diclorometanico de Biscogniauxia mediterranea EPU38CA foram isoladas
duas substancias: a (-)-5-metilmeleina e (-)(3R)-8-hidroxi-6-metoxi-3,5-dimetil-3,4-
diidroisocumarina, ambas diidroisocumarinas. Biscognauxia mediterranea é uma espécie que
infecta representantes de carvalho do género Quercus sp. e também foi isolado como
endofitico em “fase latente” (HAWKSWORTH 1972; BIOCCA & MOTTA 1995;
EVIDENTE et al., 2005; LUCHI et al., 2005).

A (-)-5-metilmeleina contém um grupo hidroxil fendlico e foi primeiramente isolada
do extrato do fungo fitopatogénico Fusicoccum amygdali por Ballio et al. (1966).
Posteriormente, esta substancia foi descrita como metabdlito secundario de espécies fungicas
endofiticas e fitopatdgenas como: Hypoxylon jecorinum, H. rubiginosum, H. agrillaceum, H.
rutilum, H. confluens, H. mammatum, H. illitum, H. chestersii, H. serpens, H. truncatum, H.
stigium, H. grenadense, H. atropunctatum, H. mediterraneum, H. tinctor, H. microplacum,
Numularia discreta, N. broomiana, N. dennisii (ANDERSON et al., 1983), Valsa
ceratosperma (OKUNO et al., 1986), Idriella bambusae (KROHN et al., 1997), Phomopsis
sp. (KROHN et al., 1997; LIN et al., 2011), Cytospora eucalypticola (KOKUBUN et al.,
2003), Biscogniauxia numularia (AMAND et al., 2012), Paraconiothyrium variabile
(COMBES et al., 2012) e B. mediterranea (EVIDENTE et al., 2005; SILVA-HUGHES et al.,
2015). A (-)-5-metilmeleina é amplamente conhecida devido sua atividade fitotoxica, a qual
foi relatada por Okuno et al. (1986) ao demonstrarem que a substancia causou escurecimento
em tecidos de brotos de macgé a uma concentracdo de 100 ppm e inibi¢do do crescimento de
mudas de alface a 500 ppm. No presente trabalho, a (-)-5-metilmeleina teve sua atividade
antimicrobiana avaliada frente fungos fitopatogénicos por meio de ensaio de microdiluigdo em
placa, a qual foi fraca (<50% de inibicdo) frente espécies de Phomopsis. Baixa ou nenhuma
atividade antimicrobiana foi comprovada por Krohn et al. (1997) ao avaliaram a (-)-5-
metilmeleina frente as bactérias E. coli e B. megaterium e contra os fungos Ustilago violacea,
Mycotypha microspora e Eurotium repens em testes de difusdo em agar. Uma moderada
atividade antifangica foi descrita por Kokubun et al. (2003) para a (-)-5-metilmeleina, uma
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vez que a substancia apresentou MIC de 100 pg/mL contra Aspergillus niger e Cladosporium
herbarum, 200 pg/mL frente Bacillus subtilis e >400 pg/mL frente Pseudomonas syringae em
testes de microdiuicdo em placa. Hughes et al. (2015) reportaram fraca atividade antifingica
da (-)-5-metilmeleina frente B. cinerea, C. fragariae e F. oxysporum (concentra¢do de 300
uM) e moderada atividade da substancia frente P. viticola e P. obscurans, com inibicdo de 50
e 63%, respectivamente, em ensaio de microdiluicdo em caldo.

A (-)(3R)-8-hidrdxi-6-metoxi-3,5-dimetil-3,4-diidroisocumarina foi um pouco mais
ativa que a (-)-5-metilmeleina, uma vez que a substancia exibiu atividade antifingica a 300
UM frente B. cinerea (38% de inibicdo depois de 48 horas de incubacdo), P. viticola (50%
depois de 144 horas) e P. obscurans (70% depois de 144 horas). Embora a atividade tenha
sido moderada, este relato é de grande importancia ao considerar que ndo foram encontrados
trabalhos que descrevessem a atividade antifingica desta substancia. As isocoumarinas sdo
importantes por possuir diferentes atividades biologicas, dentre elas a fitotoxicidade
(KOKUBUN et al., 2003).
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7 CONCLUSAO

- As plantas bioativas Copaifera langsdorffi, C. pubiflora e Echinacea purpurea
representam reservatorios de ricas e diversas comunidades de fungos endofiticos, dentre
as quais possiveis novas espécies ao considerar que alguns taxons encontrados
apresentaram baixa similaridade e/ou informacdo inconclusiva quando comparados com
sequéncias de espécies tipo ou referéncia depositadas no banco de dados GenBank, e que
a maioria dos taxons encontrados dentro do complexo Diaporthe/Phomospis foram

identificados somente em nivel de género.

- Considerando a fraca e moderada atividade antifungica apresentada pelas substancias
isoladas do extrato diclorometanico de Biscogniauxia mediterranea EPU38CA, (-)-5-
metilmeleina e (-)(3R)-8-hidrdxi-6-metdxi-3,5-dimetil-3,4-diidroisocumarina,
respectivamente, supde-se que ambas possam atuar em sinergismo, e, portanto, juntas
serem as responsaveis pela bioatividade inicialmente observada no extrato e

consequentemente na fragdo ativa;

- Os efeitos antifungicos observados nos extratos e fragdes selecionados, assim como a
producdo de citocalasinas H e J, (-)-5-metilmeleina e (-)(3R)-8-hidréxi-6-metoxi-3,5-
dimetil-3,4-diidroisocumarina, substancias conhecidas e com alguma atividade bioldgica,
reforcam a hipoOtese que a simbiose entre fungos endofiticos e plantas hospedeiras pode
produzir substancias com atividade frente fitopatdgenos e predadores das plantas em

geral;

- Por fim, os resultados obtidos neste trabalho demostraram que as plantas medicinais,
brasileiras e americana, podem representar um rico reservatério de fungos endofiticos
produtores de metabolitos bioativos, reforcando a necessidade de mais estudos nessa area
taxondmicos e de bioprospeccdo de plantas bioativas/medicinais presentes em

ecossistemas naturais
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Anexol. Espectro de RMN *H [600 MHz, CDCI3] da fracio F2 do extrato Diaporthe sp. 8 UFMGCB 7719. 192
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Data:F2 POSZ
Sample Name
Descrplion:
lonization Mode: ESIH+

Aocquired: 342013 246 33 PM
OperatorAccu TOF

Mass Calbration data:typPOS13
Created 3/4/2013 3:11:23 PM

History Determine miz{Peak Detect{Centroid, 20 Area) Correct Base[]] Correct Base[5 0%} Average(MS{1] 0.32 069) Created by AccuTOF

e

51615178

Anexo 3. Andlise de espectro de massa em LC/MS, com sinais do polo positivo - Fragdo F2 de Diaporthe sp. 8 UFMGCB 7719.

i Mass J Intensity | Calc Mass
‘F 494 22908 -7 11521

74554 58]

49423073
49421768

49424330
494 20692
49425426
516.15458)
516 14231
516 |420&
576, 16564
516 12948
51617607
51617842
51617868

3

_Jprimc)

Possible Formula

11.18 “Can'Hiz "N, 05
14 24 AT,
2214 Gt idias 0w
-25.20 "Cas"Hy N1 # O

3100 “Cay"Hz:*Nay 0o

9 47] "o 'Hzz "N 2 Na ¥ Oe

24 23 ’C:m’H‘e”Nav"Os
26,64, Gitpitn
26,91 “Cay'Hyr *No*Na ¥0,

Charge number:1 Tolkerance: 30.00(mmu) Unsaturation Number-1.5 .. 200 {Fraction:Both)
Element:¥C:28 . 31, 'H:10 .. 50, N0 .. 1, #Nai0 _ 1, %02 .. 10
Retative Intensity >3
ool 43425360 45422008
4
5
1 96422446
697 45864
70,201
4 > 020 50 I 77283403 87343254
29518791 | | |
ol ez @ weiamanor | )Ll u. UG I T e 1
P e e = e S A e r eyttt
200 400 800 1000
miz
= T T ot mace | Mass Difference | B 5

| Unsaturation Numbcr

s i L
s
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Data:F2 NEG Acquired: 31412013 2:33:11 PM
Sample Name: Operator:AccuTOF
Description: Mase Calibeation datairypt3
tonization Mode ESI- Created 34/2013 3:07.13 PM

Hastory:Determine miz[Peak Detect{Centroid,30, Ares].Correct Base[]).Correct Baga[5 0% Average{MS[1] 0.36.0.57) Crested by AccuTOF

Charge number 1 Toleranoe 30.00(mma) Unsaturation Number:-1.5 . 20.0 {Fraction:Both)
Element:*7C:28 .. 21, "H:30 .. 100, “N.0 .. 20, ¥Ng0 .. 0, 'O:5 .. 20

Relative intersity

1004 153831619
R 29323616
50
4 492, 20808
of
1 34714141 <Fisatine
ol clbadd wibosullipe il i
L] r T \J T T L T ’ T T T v T T T L4 T ¥ T ¥ T
200 400 600 800 1000 1200
mz
Mess Intensity | Calic. Mass haes Dffrence Possible Formula | Unsaturation Number
492‘75::: — = — - — = N ‘,'
- — / - <
X z (24 *(55& s

53831619 1893056

|
T
i
T
|
+

538.32810 <
538.30429 | 1% - y / o
536.30204 1325 e /{/ 07

538 30161 14.59 CasHae "N: 104 -

538 33794 2180 Rt 0y | 28 el

538.20171, T 2448 Wb NG | <

53820037 P e —

Anexo 4. Andlise de espectro de massa em CL-EM, com sinais do polo negativo - Fracdo F2 de Diaporthe sp. 8 UFMGCB 7719.
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Anexo5. Espectro de RMN *H [600 MHz, CDCls] da fragdo F3 db extrato Diaporthe sp. 8 UFMGCB 77109.
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Anexob. Espectro de RMN **C [600 MHz, CDCl5] da fracdo F3 do extrato Diaporthe sp. 8 'UFMGCB 7719
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Anexo7. Espectro de RMN *H [600 MHz, CDCls] da fragdo F5-A do extrato Biscogniauxia‘ mediterranea EPU38CA.



carbon
Std Carbon experiment
38C-A_F5-A
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77.36 cdcl3
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75.42
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Aﬁex08. Espectro de RMN **C [600 MHz, CDCls] da fracdo F5-A do extrato Biscogni-auxia mediterranea EPU38CA.
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Anexo 9.L Espectro de Espectro DEP 90° da fragdo F5-A do extrato Biscogniauxia mediterr'anea EPU38CA.
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Anexo 10. Espectro de Espectro DEP 135° da fragdo F5-A do extrato Biscogniauxia mediterranea EPU3SCA.
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Anexo 11. Espectro de COSY da fracdo F5-A do extrato Biscogniauxia mediterranea EPU38CA
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Data:F5-A NEG
Sample Name:
‘ Description:
lonization Mode:ESI-
[ History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid,30,Area];Correct Base[]],Correct Base[5.0%);Average(MS[1] 0.39..0.50)

Charge number:1 Tolerance:20.00(mmu)
Element:'2C:0 .. 30, 'H:0 .. 40, *Na:0 .. 0, *0:0 .. 6

Relative Intensity

Acquired:3/4/2013 1:18:18 PM
Operator:AccuTOF

Mass Calibration data:tryp13
Created:3/4/2013 1:24.04 PM
Created by:AccuTOF

Unsaturation Number:-1.5 .. 20.0 (Fraction:Both})

L 203.06417
4 1
1 < LA 283.23340
‘ 1 s W
:‘ " | :-;F\
50 — T
i T 496.99553
| M“ h 1 h 429.09919
o sl | l{mm.l [ |l ! i||.|, III PR T
T T T T T T T T T T T T T T T I T T T T
200 400 600 800 1000 1200
miz
Mass Inteﬂ5|ty {Calc Mass ! Mass(r[n):;fﬁ)rence Possible Formula | Unsaturation Number
191.05360  18472. TI 191. 05556 f — de§%ha®0s | 24
191.04969 392 ‘2C141H7_‘f91____ 11 5
: _ _191 07082 ] _-17.21) 120111H111603” - H& - 65u
i 19103443  1947]PCw'H/®0. | 7§

mediterranea EPU38CA.

Anexo 12. Anélise de espectro de massa em CL-EM, com sinais do polo negativb - fracdo F5-A do extrato Biscogniauxia
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Data:F5-A POS
Sample Name:
Description:
lonization Mode:ESI+

Acquired:3/4/2013 1:08:59 PM
Operator:AccuTOF

Mass Calibration data:trypPOS13
Created:3/4/2013 1:15:00 PM

History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid,30,Area];Correct Base[]];Correct Base[5.0%];Average(MS[1] 0.45..0.52) Created by:AccuTOF

Charge number:1 Tolerance:10.00(mmu)

Element:2C:0 .. 30, 'H:0 .. 40, #Na:0 .. 0, '%0:0 .. 6

Relative Intensity —

Unsaturation Number:-1.5 .. 20.0 (Fraction:Both)

Lt (193.09086 )

i - X

| ?4\* ’(\.

1 \’ 45320859

50 497.21498
585.22914

| 409.19970 673.17550

5 717.03323

E 305.14780

L u J JJ \ ' I 789.28786 g4 97905
I 892.49521
_ . .ll Ll .lI-LJ|“1|..a.‘..Ju|JJJ.JJ.|.|_ Jotad LT U Dl bl Ll | - ] ||_ ”' 1|l 4.-1 l I.LA-I e 95.9_535§.G|
0
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000
m/z
[ SRSSERE ‘I i 2 T T T - SN

' Mass l Intensity Calc. Mass | Mass(rlg:]quj)rence | Possible Formula | Unsaturation Number t
! e T C e e - - ——— "___:ﬁ_ £ - e e e
| 193.00086 288207.42 19308647 439 2CiHu®0s =

Anexo 13. Anélise de espectro de massa em CL-EM, com sinais do polo positivo - fracdo F5-A do extrato Biscogniauxia mediterranea

EPUSBCA.
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Anexol4. Espectro de RMN “H [600 MHz, CDClI;] da fragdo F5-B do extrato Biscogniauxia mediterranea EPU38CA.
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Anexo15. Espectro de RMN **C [600 MHz, CDCls] da fracéo F5-B do extrato Biscogniauxlia mediterranea EPU38CA. 206
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Ane?(o 16. Espectro de Espectro DEP 90° da fragdo F5-B do extrato Biscogniauxia mediterranea EPU38CA
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Anexo 17. Espectro de Espectro DEP 135° da frado F5-B do extrato Biscogniauxia mediterranea EPU3SCA 208
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Anexo 18. Espectro de COSY da fragdo F5-B do extrato Biscogniauxia mediterranea EPU3SCA
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Data:F5-B POS
Sample Name:
Description:
lonization Mode:ESI+

History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid,30,Area];Correct Base[]];Correct Base[5.0%);Average(MS[1] 0.48..0.55)

Charge number:1

Element:'2C:10 .. 40, 'H:10 .. 50, 2*Na:0 .. 1, 60:2 .. 10

Relative Intensity
100

] &

>

Tolerance:30.00(mmu)

467.16819 &
™

>

&

v

Acquired:3/4/2013 1:37:42 PM
Operator:AccuTOF

Mass Calibration data:trypPOS13
Created:3/4/2013 1:56:47 PM
Created by:AccuTOF

Unsaturation Number:-1.5 .. 20.0 (Fraction:Both)

50 @ 277.07050
] 3.07923%
By
- D'{‘(\
é Y
| Elu
B -
o ..JJ,J... . “..i J;811.06098 iR _ . 85285928 93378094
L B A B e e e e L e e e e |
200 400 800 1000
Mass Intensity | Calc. Mass Mass(rgifz;ence & Possible Formula Unsaturation Number
223.07923 1100262.24  223.07590 3.332C15'H1110; -
223.07350 5.73 2C13'H122°Na;°0;
| 223.09463 1540 “Cro'Hie®Nar™®0s [ 5
223.09703 -17.80 “Ci2'H1s®0s | % Lmﬂ'{jf
| [ 223.06065 18.58| 2C117H117°0s '
24505059 ~ 64566182 24505785 -7.26] 2C15'H10%Na1°0,
245.04259 ~ 7.99™Ci"H10®Na,®0s_ ;
24506613 -15.54| 2C10'H13"°07 - p. o =
| 24507898 2839 "Co'thPNa®Os sLmr NA T
467.16819 293722050 467.16819  0.00 “Caa'H2"Na:'®Os 77& ) {’3 Mt Ny\]
46717069 240 “Cou'Har O B 5
467.16231, 5.88 2Car'Hze®Na:™®0s l'”
46718344 1525 “Cos'H2e®Na:®0s B
467.18585 -17.66 “Ca0™H27"0s ;
467.14946 18.73 Cz¢"H22™0s ‘ 18.5

i

Anexo 19. Anélise de espectro de massa em CL-EM, com sinais do polo positivo - fracdo F5-B do extrato Biscogniauxia mediterranea

EPUSBCA.
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Anexo 20. Espectro de RMN de *H [600 MHz, CDCls] do extrato Alternaria daucifolii UFMGCB 7491.

7491 proton
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Anexo 21. Espectro de RMN de *H [600 MHz, CDCls] do extrato Diaporthe sp. 7 UFMGCB 7927.
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Anexo 22. Espectro de RMN de *H [600 MHz, CDClIs] do extrato Colletotrichum sp. 4 EPUSFB.
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Anexo 23. Espectro de RMN de *H [600 MHz, CDCls] do extrato Fusarium sp. EPU9CB.
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Anexo 24. Espectro de RMN de *H [600 MHz, CDCl3] do extrato Nigrospora oryzae EPU13CA.
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Anexo 25. Espectro de RMN de *H [600 MHz, CDCls] do extrato Colletotrichum sp. 4 EPU30CA.
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1.pgPreEea VerticalSealeFactor = 1
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Anexo 26. Espectro de RMN de *H [600 MHz, CDClIs] do extrato Fusarium sporotrichioides EPU36CA.
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Anexo 27. Espectro de RMN de *H [600 MHz, CDCls] do extrato Sordariomycetes sp. 2 EPU40CE.
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Anexo 28. Espectro de RMN de *H [600 MHz, CDCl;] do extrato Diaporthe cupattea EPU24CA.
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Anexo 29. Espectro de RMN de *H [600 MHz, CDCls] do extrato Biscogniauxia mediterranea EPU38CA.
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